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DESCRIPCIÓN

Composiciones y métodos para reducción del oxalato. 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a una composición que comprende una o más enzimas degradantes del oxalato 
para suministrar las enzimas en forma activa al estómago, donde las una o más enzimas degradantes del oxalato 
ejercen su efecto. Así pues, la presente invención proporciona medios para reducción del oxalato en el estómago. 
Una composición de la invención comprende partículas que contienen una o más enzimas degradantes del oxalato 
incrustadas en un primer material polímero, en donde la enzima incrustada retiene al menos dos veces la actividad 
de la una o más enzimas no incrustadas libres obtenidas del mismo lote después de incubación en el jugo gástrico 
simulado USP a 37ºC durante al menos 60 min en condiciones similares. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

La enfermedad de cálculos en el tracto renal/urinario (urolitiasis) es un problema sanitario muy importante en todo el 
mundo. La mayoría de los cálculos asociados con urolitiasis se componen de oxalato de calcio solo u oxalato de 
calcio más fosfato de calcio. Otros estados de enfermedad han sido asociados también con exceso de oxalato. És-
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 ácido oxálico, 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 absorción incrementada del oxalato puede ocurrir 
después de ingerir alimentos que contienen cantidades elevadas de ácido oxálico. 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 difíciles de formular. 
Adicionalmente, el cumplimiento con una dieta baja en oxalato es a menudo problemático. 

El riesgo de formación de cálculos renales gira alrededor de cierto número de factores que no se conocen todavía 
por completo. La enfermedad de cálculos renales o en el tracto urinario se presenta en una proporción tan alta como 
12% de la población en los países occidentales y aproximadamente el 70% de estos cálculos se componen de oxa-
lato de calcio o de oxalato de calcio más fosfato de calcio. Algunos individuos (v.g. pacientes con enfermedad intes-
tinal tal como la enfermedad de Crohn, enfermedad intestinal inflamatoria o esteatorrea así como los pacientes que 
han sufrido cirugía de derivación yeyunoileal) absorben una mayor proporción 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 riñones y la orina, y éste, el 
síndrome hiperoxalúrico más común 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 está 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 estómago en forma intacta, es decir el recubrimiento se mantiene intacto y, de acuerdo con ello, no puede 
degradarse cantidad alguna de oxalato en el estómago. Por consiguiente, existe todavía necesidad de desarrollar 
composiciones que permitan la degradación del oxalato ya en el estómago a fin de degradar especialmente el oxala-
to dietético. Además, dichas composiciones son adecuadas para uso en el tratamiento de las hiperoxalurias entéri-
cas y de absorción tales como las hiperoxalurias que causan enfermedad de cálculos recurrente. El objetivo DE 
dicho tratamiento es que los pacientes exhiban niveles normales de oxalato en la orina. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención comprende composiciones y métodos para tratar y prevenir las condiciones relacionadas con 
el oxalato. Las composiciones de la presente invención comprenden enzimas que reducen el oxalato. Los métodos 
de la presente invención 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 invención 
reducen el oxalato en condiciones gástricas, tales como pH bajo y en presencia de proteasas. Las composiciones de 
la presente invención reducen el oxalato en el estómago de humanos y otros animales. Las composiciones reducen 
el oxalato no sistémico, v.g. oxalato en el tracto gastrointestinal, particularmente en el estómago, y evitan que el 
oxalato exógeno (v.g. de la comida) entre en la circulación sistémica. 

Una composición de acuerdo con la presente invención comprende partículas que contienen una o más enzimas 
incrustadas en un primer material polímero, en donde las enzimas incrustadas retienen al menos dos veces la activi-
dad de las una o más enzimas no incrustadas del mismo lote, después de incubación de las enzimas tanto incrusta-
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das como no incrustadas (libres) en fluidos gástrico simulado (84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH que fluc-
túa desde 1,0 a 4,0) a 37ºC durante al menos 60 minutos. Las composiciones comprenden partículas que pueden 
recubrirse ulteriormente con un segundo material polímero. Las composiciones comprenden materiales polímeros 
que están reticulados, y opcionalmente, las reticulaciones pueden reducirse. En realizaciones específicas, el primer 
material polímero es quitosano, alginato, pectina o ácido hialurónico. Además de las una o más enzimas y el primer 
material polímero, las composiciones particuladas pueden contener también uno o más aditivos tales como, v.g., 
agentes de ajuste del pH, agentes tampón, agentes solubilizantes, estabilizadores, conservantes, cofactores para 
las enzimas o uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como, v.g., cargas, diluyentes, vehículos 
o análogos. 

Los métodos de la presente invención comprenden proporcionar composiciones para tratamiento no sistémico, por 
ejemplo, proporcionar una composición que permita reducir el oxalato en el estómago a fin de evitar la absorción del 
oxalato del tracto gastrointestinal. La composición protege las enzimas reductoras del oxalato incrustadas en ella 
contra el ambiente ácido y deteriorante de las enzimas en el estómago, y mantiene la actividad enzimática en dicho 
ambiente severo. Los métodos de tratamiento y prevención comprenden proporcionar las composiciones expuestas 
en esta memoria en las cuales una o más enzimas degradantes del oxalato están incrustadas en un primer material 
polímero, recubrir opcionalmente las partículas obtenidas con un segundo material polímero, reticular opcionalmente 
el primero y/o segundo material polímero y, opcionalmente, reducir las reticulaciones. 

Las composiciones de la presente invención son adecuadas en métodos de tratamiento o prevención de condiciones 
relacionadas con el oxalato que incluyen, pero sin carácter limitante, hiperoxaluria, hiperoxaluria de absorción, hipe-
roxaluria entérica, hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopática de cálculos 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 cirugía 
gastrointestinal y cirugía bariátrica (cirugía por obesidad), y/o que han sufrido tratamiento con antibióticos. Un méto-
do de tratamiento o prevención comprende administrar por vía oral a un individuo una composición de la presente 
invención, en una cantidad eficaz, para reducir el oxalato en el estómago del individuo, y reducir así la carga global 
de oxalato del individuo de una manera eficiente y eficaz. Tales composiciones son farmacéuticamente aceptables 
para administración oral. 

Las enzimas utilizadas en las composiciones y métodos de la presente invención son enzimas reductoras del oxala-
to, e incluyen, pero sin carácter limitante, oxalato-oxidasa, oxalato-descarboxilasa (abreviada en el presente contex-
to OxDc), oxalil-CoA-descarboxilasa, o formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas. Además, otras 
enzimas, cofactores y co-enzimas que son sustituyentes de los caminos de degradación del oxalato o están implica-
das en los caminos metabólicos del oxalato, particularmente la reducción del oxalato, son relevantes también solas o 
en combinación con una o más de las enzimas reductoras del oxalato. En la presente invención, no sólo las enzimas 
(proteínas) están abarcadas por esta definición, sino también secuencias de polinucleótidos que codifican genes y 
proteínas reductores del oxalato son contempladas por la presente invención. La presente invención contempla 
también cualesquiera parejas de fijación 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 proteína 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 está presente normalmente en una composición de la invención en una cantidad 
que es suficiente para degradar sustancialmente todo el oxalato normalmente presente en una comida estándar. 
Dependiendo de las elecciones alimentarias, una dieta occidental media puede contener 100 a 300 miligramos de 
oxalato/día. En general, aproximadamente 0,2 g de las partículas que comprenden enzima (igual a 20 mg de OxDc 
en 1 ml de suspensión de partículas) pueden eliminar 180 mg de oxalato en condiciones gástricas simuladas en el 
transcurso de 30 min. 

Un aspecto de la presente invención comprende una composición que contiene partículas que comprenden una o 
más enzimas degradantes del oxalato incrustadas en un primer material polímero, en donde la enzima incrustada 
retiene al menos dos veces la actividad de la una o más enzimas no incrustadas libres, obtenidas del mismo lote, 
después de incubación en jugo gástrico simulado USP que contiene 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1, 
v.g. en un intervalo que fluctúa 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 37ºC durante al 
menos 60 minutos. 
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DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Fig. 1 es una gráfica que muestra la estabilidad de OxDc en micropartículas I (preparadas a pH 3,9) y en micropartí-
culas II (preparadas a pH 8) por debajo de pH 3 con pepsina. 

Fig. 2 es una gráfica que muestra los efectos de la concentración de alginato para la formulación de micropartículas 
de alginato sobre la estabilidad de OxDc en las micropartículas de alginato de OxDc recubiertas de quitosano a pH 3 
con pepsina. 

Fig. 3 es una gráfica que muestra la distribución de tamaños de partícula de partículas preparadas de acuerdo con el 
Ejemplo 2 de esta memoria. Fig. 3. Estadísticas de volumen (aritméticas) 17795s3_07_01.$1s. Cálculos desde 
0,040 hasta 2000 gm. Volumen: 100%; media: 48,53 μm; mediana: 29,10 μm; ratio media/mediana: 1,668; moda: 
28,70 μm; D.S.: 65,43 μm; C.V. 135%; sesgo: 4,384 sesgada a la derecha; curtosis 26,90 leptocúrtica; d10 8,814 
μm; d50 29,10 μm; d90 109,9 μm. 

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

Fig. 5 es una gráfica que muestra los efectos de concentraciones de aldehído glutárico para reticulación sobre la 
estabilidad de OxDc en las micropartículas de OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehí-
do glutárico a pH 2,4 con pepsina. 

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

Fig. 7 es una gráfica que muestra la biodisponibilidad del oxalato (parte soluble) después de administración de las 
composiciones de la invención. 

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

Fig. 9 es una gráfica que muestra los efectos de la reticulación con aldehído glutárico (1-5%) en micropartículas de 
quitosano a pH 2,4 y en presencia de pepsina. 

Fig. 10 es una gráfica que ilustra la reducción de una base de Schiff en las micropartículas OxDc-quitosano/TPP 
recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico a valores diferentes de pH y en presencia de pepsina. 

Fig. 11A y B son gráficas que muestran el oxalato eliminado por las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas 
de alginato y reticuladas con aldehído glutárico reducidas a pH 3. 

Fig. 12A es una gráfica que muestra la biodisponibilidad del oxalato (parte soluble) después de administración de las 
composiciones de la invención; fig. 12B es una gráfica que ilustra el porcentaje del oxalato total eliminado. 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA 

La presente invención comprende composiciones y métodos para tratamiento y prevención de las condiciones rela-
cionadas con el oxalato. Las composiciones de la presente invención comprenden enzimas que reducen el oxalato. 
Las composiciones de la presente invención están diseñadas de tal manera que las enzimas retienen su actividad 
incluso si las composiciones se someten a un ambiente gástrico. Los métodos de la presente invención comprenden 
administrar las composiciones para tratar o prevenir las condiciones relacionadas con el oxalato, y métodos para 
fabricar y utilizar dichas composiciones. De modo más específico, la invención se refiere a una composición que 
está diseñada para permitir la reducción del oxalato en condiciones gástricas, permitiendo con ello una reducción del 
oxalato ya en el estómago. Una composición de esta clase está diseñada específicamente para reducir el oxalato no 
sistémico, v.g. el oxalato en el tracto gastrointestinal, particularmente en el estómago, y prevenir la entrada del oxa-
lato exógeno (v.g. de la comida) en la circulación sistémica. 

Como se ha mencionado arriba, el fondo de la presente invención fue la necesidad de poder administrar enzimas 
degradantes del oxalato al estómago a fin de degradar el oxalato dietético y prevenir la absorción del oxalato del 
estómago y el tracto intestinal, lo cual previene enfermedades y trastornos relacionados con el oxalato, tales como, 
v.g., hiperoxaluria, hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopática de cálculos renales de oxalato de calcio (urolitiasis), 
y especialmente la hiperoxaluria de absorción y entérica. Las enzimas administradas están protegidas contra la 
degradación de las proteínas y/o la degradación dependiente del pH o ácida que tiene lugar en las condiciones gás-
tricas del estómago, es decir pH bajo y en presencia de pepsina. 

Así pues, la presente invención se refiere a una composición, en la cual las enzimas están incrustadas en un mate-
rial polímero que protege las enzimas contra la degradación en condiciones gástricas. Puede contemplarse que esta 
composición puede comprender cualquier enzima, pero para el propósito de la presente invención, se contempla por 
la presente invención enzimas degradantes del oxalato, tales como, v.g., oxalato-descarboxilasa, oxalato-oxidasa, o 
una combinación de oxalil-CoA-descarboxilasa y formil-CoA-transferasa, o una combinación de cualquiera de éstas. 

Una composición de acuerdo con la presente invención comprende partículas que contienen una o más enzimas 
incrustadas en un primer material polímero, en donde las enzimas incrustadas retienen al menos dos veces la activi-
dad de la una o más enzimas no incrustadas del mismo lote, después de incubación de las enzimas tanto incrusta-
das como no incrustadas (libres) en fluido gástrico simulado (84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH 
comprendido entre 1,0 y 4,0) a 37ºC durante al menos 60 minutos. Las partículas pueden recubrirse ulteriormente 
con un segundo material polímero. Como se utiliza en esta memoria, el término "enzimas del mismo lote" significa 
enzimas que se aíslan o sintetizan en condiciones idénticas, y generalmente se aíslan o sintetizan en el mismo pro-
cedimiento de aislamiento o síntesis, haciéndose referencia generalmente a la composición de enzimas resultante 
como un lote. Por ejemplo, una solución de enzima se divide en dos porciones en las cuales una porción de enzimas 
se incrusta en una partícula y puede sufrir tratamiento ulterior, y la otra porción 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 invención 
proporcionan una composición para el tratamiento no sistémico, es decir para proporcionar una composición que 
permite reducir el oxalato en el estómago a fin de evitar la absorción del oxalato del tracto gastrointestinal. Con arre-
glo al mejor conocimiento de los autores de la invención, dicha composición es nueva y está basada en un nuevo 
principio de, por una parte, protección de la enzima contra el ambiente ácido y deteriorante de las enzimas en el 
estómago, y por otra parte, mantenimiento de la actividad enzimática incluso en un ambiente ácido. Esta meta pue-
de cumplirse por incrustación de las una o más enzimas degradantes del oxalato en un primer material polímero, 
recubrimiento opcional de  las partículas obtenidas con un segundo material polímero, reticulación opcional del se-
gundo material polímero y reducción opcional de las partículas recubiertas reticuladas. 

En una realización de la invención, se consigue una reducción de la absorción del oxalato proporcionando enzimas 
degradantes del oxalato al tracto gastrointestinal, particularmente el estómago. Las composiciones de la presente 
invención comprenden enzimas reductoras del oxalato que incluyen, pero sin carácter 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 invención comprenden proporcionar composi-
ciones enzimáticas para degradación del oxalato dietético en el estómago, reduciendo con ello la concentración del 
oxalato disponible en el estómago para la absorción. Esto reducirá también la cantidad de oxalato que pasa al intes-
tino para absorción en este segmento del tracto gastrointestinal. Además de caminos de absorción, se han identifi-
cado recientemente caminos secretores de oxalato en el estómago humano. Las composiciones de la presente 
invención serían útiles también en la degradación del oxalato secretado en el estómago procedente del sistema 
circulatorio, y por tanto los métodos de la presente invención contemplan una reducción global de la carga de oxala-
to en un individuo. 

En otra realización, la presente invención proporciona composiciones y métodos para el suministro de una cantidad 
eficaz de una enzima reductora del oxalato al estómago 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 enzimática se utiliza 
para degradar el oxalato en el estómago y reducir la cantidad de oxalato presente en el estómago y el tracto intesti-
nal, reduciendo con ello la cantidad de oxalato disponible para absorción. Niveles más bajos de oxalato en el tracto 
gastrointestinal pueden conducir también a una excreción incrementada de oxalato de la sangre a los intestinos a 
través de los caminos secretores del oxalato. 

Las composiciones de la presente invención son adecuadas para uso en condiciones relacionadas con el oxalato 
que incluyen, pero sin carácter limitante, hiperoxaluria, hiperoxaluria de absorción, hiperoxaluria entérica, hiperoxalu-
ria primaria, enfermedad idiopática de cálculos 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 cirugía gastrointestinal y cirugía 
bariátrica (cirugía para obesidad), y/o que han sufrido tratamiento con antibióticos. 

Una característica de una composición de la presente invención es la capacidad de la partícula para proteger las 
enzimas degradantes del oxalato contra la degradación por condiciones tales como las encontradas en el ambiente 
gástrico incluyendo, pero sin carácter limitante, la degradación por una proteasa tal como pepsina o degradación 
debida al ambiente ácido. 

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 reducción del oxalato. La presente invención 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 invención incluyen, pero sin carácter limitan-
te, oxalato-oxidasa, oxalato-descarboxilasa (abreviada en el presente contexto OxDc), oxalil-CoA-descarboxilasa, o 
formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas. Además, otras enzimas, cofactores y co-enzimas que son 
sustituyentes de los caminos de degradación del oxalato o están implicadas en los caminos metabólicos del oxalato, 
particularmente la reducción del oxalato, son también importantes solas o en combinación con una o más de las 
enzimas arriba mencionadas. En el presente contexto, están abarcadas por esta definición no sólo las enzimas, sino 
que también son contempladas por la presente invención secuencias de polinucleótidos que codifican genes y pro-
teínas reductores del oxalato. La presente invención contempla también cualesquiera parejas de fijación 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 emplearán como proteína recombinante purificada pero, dado que las enzimas pue-
den producirse también en ciertas bacterias que son seguras, se contempla también la utilización de dichas bacte-
rias como células enteras o como lisado. Debido al uso médico de una composición de la invención, se prefiere que 
las una o más 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 invención pueden comprender también uno o más factores adicionales que pue-
den mejorar la actividad enzimática. Estos factores adicionales pueden ser, v.g., oxalil-CoA, MgCl2, y/o tiamina-
difosfato (una forma activa de vitamina B1). 

En realizaciones específicas, se emplean una o más 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 oxidación del oxalato dependiente de oxígeno a CO2 con forma-
ción concomitante de H2O2. Esta reacción constituye la base de los ensayos actuales para la detección de niveles 
de oxalato en la orina. Un procedimiento rápido de purificación en tres pasos ha sido desarrollado para obtener 
oxalato-oxidasa a partir de raíces de cebada. Esta enzima está 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, está 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 pudrición blanca, Coriolus versicolor y Collybia 
velutipes. Esta enzima convierte el oxalato en formiato y dióxido de carbono en una reacción dependiente del oxíge-
no. Se han utilizado también oxalato-descarboxilasas en el ensayo clínico 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 proteína citosólica en 
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Bacillus subtilis. La proteína YvrK (la oxalato-descarboxilasa de B. subtilis) ha sido expresada como una proteína 
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 actúa luego para intercambiar formiato y oxalato 
sobre CoA. Estas enzimas han sido estudiadas en la bacteria degradante del oxalato, Pseudomonas oxalaticus 
encontrada comúnmente en el suelo y en Oxalobacter formigenes, residente en el tracto GI 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 proteínas aisladas o las producidas 
por técnicas recombinantes, pueden modificarse por medios recombinantes o químicos y pueden contener grupos 
secundarios u otras moléculas unidas como apéndice. Por ejemplo, las enzimas pueden modificarse de modo que 
tengan moléculas enlazadoras para fijación a otras moléculas o compuestos químicos. 

En una realización específica de la invención, se consigue una reducción 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: 

número de Acceso de entrada P40149 
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número de Acceso M77128 
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Formil-CoA-transferasa, v.g. que tiene la secuencia siguiente: 

número de Acceso de entrada O06644 

número de Acceso U82167 
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Oxalato-descarboxilasa, v.g. que tiene la secuencia siguiente: 

número de Acceso de entrada O34714 

Número de Acceso de Secuencia Codificante AJ223978 
SEQ ID 6 

y/o 

iv) Oxalato-oxidasa v.g. que tiene la secuencia siguiente 

número de Acceso de entrada O24004 
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número de Acceso Y14203 

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

En un ejemplo, se modificó 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 subtilis, y la secuencia génica se optimizó para expresión 
en E. coli utilizando un algoritmo de GenScript Corporation, Piscataway, NJ. El gen se optimizó con respecto a uso 
de codones, equilibrio del contenido GC, eliminación de elementos repetitivos, y aseguramiento de la ausencia de 
sitios internos de restricción para la clonación. El gen optimizado en codones dio como resultado una proteína con la 
secuencia de aminoácidos idéntica que el yvrk de tipo salvaje. 

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

La secuencia génica del gen yvrk de tipo salvaje puede optimizarse para sistemas de expresión adicionales tales 
como Pichia o Saccharomyces utilizando los mismos métodos. Adicionalmente, la expresión en un sistema de ex-
presión de Bacillus puede mejorarse por optimización del gen para uso óptimo de codones y contenido de GC, y 
eliminación de elementos repetitivos. La optimización de codones puede utilizarse también para modificación de la 
estructura secundaria de la proteína en posiciones distintas del codón de cisteína ya modificado, o adicionalmente a 

11

ES 2 362 897 T3



5 

la modificación de cisteína, por ejemplo, con un método para mejorar la pegilación, la fijación de microesferas o la 
encapsulación, como método para mejorar la estabilidad al pH para valores de pH bajos, o como método para mejo-
rar la actividad de la proteína. 

SEQ. ID 9 

Secuencia original yvrk con el codón cisteína marcado en negrilla. 

10 

15 

12
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Secuencia del gen Yvrk optimizada para E.coli, con sitios de restricción  en los extremos 5' y 3' 
(subrayados), y el codón de cisteína marcado en negrilla. 

La enzima degradante del oxalato está presente normalmente en una composición de la invención en una cantidad 
que es suficiente para degradar sustancialmente todo el oxalato normalmente presente en una comida estándar. 

5 Dependiendo de las elecciones alimentarias, una dieta occidental media puede contener 100 a 300 mg de oxala-
to/día. En general, aproximadamente 0,2 g de las partículas que comprenden la enzima (igual a 20 mg de OxDc en 1 
ml de suspensión de partículas) pueden eliminar 180 mg de oxalato en condiciones gástricas simuladas en el trans-
curso de 30 min. 

10 Una cantidad específica comprende una cantidad de unidades de actividad de la actividad de la enzima reductora 
del oxalato que reducirá una porción del oxalato presente, o un nivel de unidades de actividad de la actividad de la 
enzima reductora del oxalato que iniciará una reducción en la cantidad de oxalato o mantendrá una cantidad reduci-
da de oxalato en el individuo, comparada con la cantidad de oxalato presente antes de la administración de la com-
posición. El número de unidades de actividad de la actividad de la enzima reductora del oxalato que pueden 

15 utilizarse en una composición 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 degradará 1 micromol de oxalato por 
minuto a 37ºC. 

Una composición de la presente invención comprende una partícula que contiene una enzima degradante del oxala-
to incrustada en un primer material polímero. En los ejemplos no limitantes de esta memoria se describen métodos 
concernientes al modo de incrustación de la enzima en el primer material polímero. Una persona experta en la técni-
ca puede encontrar otros métodos adecuados para uso a fin de preparar una composición de acuerdo con la presen-
te invención. Por incorporación de la enzima en el primer material polímero, la enzima obtiene una cierta protección 
contra condiciones similares al fluido gástrico con respecto a pH y pepsina. La composición de enzima incrustada 
resultante se encuentra en forma de partículas, es decir unidades discretas de tamaño micrométrico o nanométrico. 
De acuerdo con ello, los términos "partículas", "micropartículas" y "nanopartículas" se utilizan en esta memoria para 
describir composiciones que contienen una o más clases de una enzima reductora del oxalato incrustada en un 
primer polímero o en un primer y un segundo polímeros. En general, el término "partículas" se utiliza como el térmi-
no más amplio, es decir sin atribución específica alguna de tamaño o forma, mientras que el término "micropartícu-
las" se utiliza cuando las partículas obtenidas tienen tamaños medios de partícula comprendidos en el intervalo de 1 
μm a 1000 μm. Análogamente, el término "nanopartículas" se utiliza en esta memoria cuando las partículas obteni-
das tienen tamaños medios de partícula comprendidos entre 1 nm y 1000 nm. Como se utiliza en esta memoria, el 
singular del término "una enzima" hace referencia a copias múltiples de la molécula enzimática, como se entiende 
comúnmente con referencia a las moléculas de proteínas. Como se utiliza en esta memoria, el término "una o más 
enzimas" significa que puede estar presente un solo tipo de enzima, tal como se entiende la formil-CoA-transferasa, 
o que están presentes en la composición más de un tipo de enzima, tal como una composición que comprende, por 
ejemplo, oxalil-CoA-descarboxilasa y formil-CoA-transferasa; oxalato-descarboxilasa y oxalato-oxidasa, o una com-
binación de enzima de tipo salvaje y enzima mutante. 

Normalmente, las partículas de una composición de la invención tienen un diámetro medio que va desde aproxima-
damente 50 nm a aproximadamente 1 mm, tal como, v.g., desde aproximadamente 500 nm a aproximadamente 500 
μm, desde aproximadamente 1 μm a aproximadamente 500 μm, desde aproximadamente 2 μm a aproximadamente 
100 μm, desde aproximadamente 4 μm a aproximadamente 80 μm, desde aproximadamente 6 μm a aproximada-
mente 60 μm, desde aproximadamente 8 μm a aproximadamente 40 μm, desde aproximadamente 10 μm a aproxi-
madamente 20 μm. 

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 polímero de tal manera que 

i) el primer material polímero envuelve sustancialmente la enzima, es decir la partícula puede conside-
rarse como un núcleo que contiene enzima rodeado por el primer material polímero; el núcleo puede 
contener otras sustancias distintas de las enzimas tales como, v.g., una parte del material polímero 
asimismo, o 

ii) las enzimas se incorporan en el primer material polímero de tal manera que la mayor parte de la su-
perficie de las partículas está compuesta por el primer material polímero, pero una parte menor de la 
enzima puede aparecer también en la superficie de las partículas. En general, se contempla que al 
menos 50% de la superficie externa de las partículas está compuesto por el primer material polímero y 
como máximo aproximadamente 20% en peso de la enzima presente en las partículas puede estar 
presente en la superficie externa de las partículas, y/o 

iii) la enzima está distribuida de modo sustancialmente homogéneo en el primer material polímero. 

Así, en una composición de la invención, la enzima degradante del oxalato está protegida contra el ambiente (gástri-
co). Adicionalmente, la composición de la invención no libera sustancialmente la enzima al ambiente (gástrico). 
Dicho de otro modo, la enzima se mantiene en la composición después de administración oral durante un periodo de 
tiempo suficiente para permitir que el oxalato en el estómago se degrade. En una composición, un primer material 
polímero puede funcionar como un vehículo 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 composición a fin de hacer posible una de-
gradación del oxalato in situ. Una característica de una composición de la presente invención es la capacidad de la 
composición para retener la actividad enzimática durante un periodo de tiempo más largo que el observado para una 
enzima que no está incrustada en una matriz polímera, especialmente en condiciones ácidas. De acuerdo con ello, 
un aspecto de la presente invención comprende una composición que contiene partículas que contienen una o más 
enzimas degradantes del oxalato incrustadas en un primer material polímero, en donde la enzima incrustada retiene 
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al menos dos veces la actividad de las una o más enzimas no incrustadas libres, obtenidas del mismo lote, después 
de incubación en jugo gástrico 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 37ºC durante al menos 60 minutos. Es importante 
que las condiciones de test para la composición de acuerdo con la invención y las enzimas libres sean las mismas, 
por ejemplo, con respecto a la naturaleza y pureza de la enzima, la concentración inicial de la enzima, el volumen de 
test, la composición del medio de incubación (v.g. jugo o fluido gástrico 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 más enzimas no incrustadas libres obtenidas del mismo lote después 
de incubación en jugo gástrico simulado USP que contiene 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 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 37ºC 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 realización específica, las una o más enzimas degradantes del oxalato incrustadas en una composición de la 
invención retienen al menos dos veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces, la actividad 
de la una o más enzimas no incrustadas libres, obtenidas del mismo lote, después de incubación 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 37ºC durante al menos 60 
minutos. 

El jugo gástrico simulado (fluido gástrico) a que se hace referencia arriba se describe en USP (United States Phar-
macopoeia) y contiene pepsina y tiene una ratio específica de HCl concentrado. (El jugo gástrico simulado USP 
contiene 2 g de NaCl, 3,2 g de pepsina y 7 ml de HCl concentrado en un volumen de 1 litro. El pH de esta solución 
está comprendido usualmente entre 1,2 y 1,5, dependiendo de la concentración del HCl utilizado. En algunos ejem-
plos de esta memoria, el pH se ajustó a un valor superior a 2. Este puede ser el caso cuando se emplean micropar-
tículas sin recubrimiento alguno. Para el presente propósito, el pH debe estar comprendido en el campo ácido, es 
decir como máximo aproximadamente 7, como máximo 6 y el intervalo de pH debería ser por regla general desde 
aproximadamente 1 a aproximadamente 5, desde aproximadamente 2 a aproximadamente 5. En la sección experi-
mental de esta memoria se dan más detalles con relación al test arriba mencionado y a la determinación de la activi-
dad enzimática. 

El tiempo de residencia en el estómago de un humano es como promedio aproximadamente 120 min. Se contempla 
que la actividad enzimática de las composiciones de la presente invención se retiene en un nivel suficiente, un nivel 
eficaz, durante 120 min o más. Por los ejemplos de esta memoria se ve que es posible retener al menos 50% de la 
actividad enzimática para una composición de acuerdo con la invención después de 120 min de exposición a un 
ambiente ácido. Si la enzima que se utiliza no está incrustada en un polímero, v.g., una enzima no incrustada, la 
disminución de actividad es muy rápida, y no queda actividad alguna después de 60 min en ambiente ácido. 

Normalmente, la actividad de una o más enzimas degradantes del oxalato en una composición de acuerdo con la 
invención disminuye como máximo a aproximadamente 30%, disminuye como máximo a 40% tal como una disminu-
ción de como máximo a aproximadamente 50%, disminuyendo como máximo a aproximadamente 60% o disminu-
yendo como máximo a aproximadamente 70%, cuando se incuba en una solución tampón 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, ajustándose la actividad inicial a 100%. 

En una realización específica, la actividad de la enzima degradante del oxalato en una composición de la presente 
invención disminuye como máximo a 80%, ajustándose 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 realización específica adicional, la actividad de una o más enzimas degradantes del oxalato en una compo-
sición de la presente invención disminuye como máximo a aproximadamente 20% cuando se incuba en una solución 
tampón acuosa que tiene un pH comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 2 a aproximadamente 
4,5 durante 2 horas, y ajustándose la actividad inicial a 100%. Particularmente, la actividad disminuye como máximo 
a 30%, ajustándose la actividad inicial a 100%. 

Sustancias tampón adecuadas para proporcionar una solución tampón que tenga un pH específico 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 análogos. La solución tampón puede contener ingredientes adicionales tales 
como v.g. sal inorgánica a fin de ajustar la fuerza iónica de la solución tampón, o una o más proteasas como v.g. 
pepsina a fin de asegurar que las condiciones en las soluciones tampón se desafían si la enzima incrustada puede 
resistir condiciones tan severas. En el supuesto de que se incluyan una o más proteasas, la concentración de las 
mismas se encuentra normalmente al mismo nivel que la utilizada en el jugo gástrico 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 composición de la presente invención comprende 
una o más enzimas degradantes del oxalato con inclusión de oxalato-descarboxilasa, oxalato-oxidasa, o una combi-
nación de oxalil-CoA-descarboxilasa y formil-CoA-transferasa, o combinaciones de las mismas. 

Materiales polímeros adecuados para uso como primer material polímero en una composición de la presente inven-
ción incluyen, pero sin carácter limitante, polímeros artificiales o naturales, con inclusión, pero sin carácter limitante 
de: 
i) un polisacárido: alginato con inclusión de ácido algínico, alginato, v.g. alginato de sodio, alginato de potasio, algi-
nato de amonio, alginato de calcio, alginato de propano-1.2-diol, goma arábiga, carragenano, quitosano y sus deri-
vados, sulfato de condroitina, derivados de dextrano, heparina, ácido hialurónico, inulina, una celulosa o un derivado 
de celulosa con inclusión de metilcelulosa, carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa sódica, hidroxipropilcelulosa, 
hidroxipropilmetilcelulosa, etilmetilcelulosa, o análogas o combinaciones de las mismas; ii) un mucopolisacárido, iii) 
una goma con inclusión de goma de algarrobilla, goma guar, tragacanto, agar, goma arábiga, goma de xantano, 
goma karaya, goma tara, goma de gelano, o análogas o combinaciones de las mismas; iv) un agente gelificante o 
agente de hinchamiento con inclusión de hidrocoloides y agentes hidrogelificantes tales como agar, carragenano, 
gelatina, polivinilpirrolidona, o análogos, o combinaciones de los mismos; v) otros como v.g. proteína y poliamida: 
colágeno, albúmina, protamina, espermina, polímeros sintéticos, poli(ácido acrílico), poliaminoácidos (polilisina, etc), 
ácido polifosfórico, tripolifosfato, poli(ácido L-láctico), poli(alcohol vinílico), poli(ácido DL-láctico-co-ácido glicólico), o 
mixturas y combinaciones de los mismos. 

En realizaciones específicas, el primer material polímero es quitosano, alginato, pectina o ácido hialurónico. En 
realizaciones más específicas, el primer material polímero es quitosano o alginato. 

Otros materiales polímeros pueden ser biopolímeros o polímeros sintéticos. Ejemplos de biopolímeros incluyen, pero 
sin carácter limitante, proteínas, polisacáridos, mucopolisacáridos, heparina, sulfato de heparina, heparinoides, sul-
fato de dermatano, polisulfato de pentosano, sulfato de condroitina, celulosa, agarosa, quitina, carragenina, ácido 
linoleico y alantoína, colágeno reticulado, fibronectina, laminina, elastina, elastina reticulada, colágeno, gelatina, 
ácido hialurónico, alginato de quitosano, dextrano, metilcelulosa, polilisina, y caucho natural. En las composiciones 
de la presente invención en las que se forman matrices polímeras, estas matrices son porosas de tal modo que 
moléculas hidrosolubles pequeñas pueden entrar en y salir de la matriz polímera, incluyendo, pero sin carácter limi-
tante, moléculas tales como oxalato, ácido fórmico, formiato, dióxido de carbono, oxígeno, u oxalil-CoA. Una concen-
tración del primer material polímero en una composición de la invención está comprendida normalmente entre 20% y 
70% de los materiales secos totales. 

Además de las una o más enzimas y el primer material polímero, las partículas pueden contener también uno o más 
aditivos tales como, v.g. agentes de ajuste del pH, agentes tampón, agentes solubilizantes, estabilizadores, conser-
vantes, cofactores para las enzimas o uno o más excipientes farmacéuticamente aceptables tales como, v.g. cargas, 
diluyentes, vehículos o análogos. 

Además, puede ser ventajoso crear un entorno de pH ácido localizado alrededor de una proteína cuando las condi-
ciones fisiológicas dan como resultado un pH muy superior al intervalo de trabajo razonable de la enzima. Por ejem-
plo, en una situación de pH más alto, una proteína degradante del oxalato con actividad máxima a pH 3, se 
beneficiaría de un vehículo 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 polímero que puede sufrir degradación hidrolítica en 
condiciones fisiológicas a fin de producir productos ácidos que reduzcan el pH local. Por ejemplo, alfa-poliésteres 
tales como PLA, PGA, y PLGA se biodegradan hidrolíticamente in vivo para formar ácidos orgánicos (ácido láctico y 
ácido glicólico) que pueden hacer bajar el pH local hasta dejarlo en un intervalo funcionalmente deseable para la 
enzima. La poli(dl-lactida) (DLPLA) es un polímero amorfo que exhibe una distribución aleatoria de ambas formas 
isómeras del ácido láctico que pueden degradarse rápidamente. 

Adicionalmente, puede ser deseable incluir un tampón en el vehículo de suministro en forma de una base, material 
que contenga base o material que genere base que opera en conjunción con el pH in vivo, o el pH local, o una com-
binación de ambos para optimizar/controlar el pH local alrededor de la enzima. Estos tampones pueden incluir sales 
de compuestos orgánicos o inorgánicos o cierto número de otros tampones. Debe entenderse que el valor pKa de 
los ácidos conjugados a los cuales se asocian o de los cuales se derivan los materiales tampón puede utilizarse en 
la selección apropiada de los materiales tampón. 
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Las partículas pueden someterse a un procedimiento de reticulación. Dicho procedimiento de reticulación puede 
reforzar las propiedades de las partículas a fin de evitar la pérdida de actividad enzimática por el impacto negativo 
del pH o la pepsina de los alrededores durante el almacenamiento o después de administración oral, o reducir el 
desprendimiento de la enzima de las partículas, o reducir o prevenir la migración de la enzima hacia la superficie de 
las partículas. Los procedimientos de reticulación y material adecuado para uso en dicho procedimiento se describen 
en esta memoria. 

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

La reticulación química comprende generalmente reticulación por reticuladores con dos grupos funcionales reactivos 
tales como polímeros que llevan grupos amina tales como proteínas, poliamida, quitosano y sus derivados, que 
pueden ser reticulados por aldehído glutárico o genipina. Puede utilizarse irradiación UV para inducir polímeros que 
llevan grupos fotosensibles a fin de formar reticulaciones covalentes. 

Métodos para preparación de nano- y micro-partículas son conocidos en la técnica e incluyen emulsión, coacerva-
ción/precipitación, técnicas de secado por pulverización y otros. Las propiedades de las nanopartículas o micropartí-
culas (por ejemplo: capacidad de tampón micro-ambiental, resistencia mecánica, tamaño de partícula, tasa de 
difusión del oxalato, interacciones con enzimas) dependen en gran parte del polímero o polímeros seleccionados, la 
composición y ratio de los polímeros, el método de reticulación y el procedimiento de preparación. Puede utilizarse 
más de un tipo de reticulación en las micropartículas de la invención (v.g. reticulación química y reticulación física, 
véanse los ejemplos de esta memoria). 

En una realización específica, el primer material polímero se reticula consigo mismo y/o con las una o más enzimas 
incrustadas en el primer material polímero. 

En una composición de la invención, tal como una composición en la cual el primer material polímero está reticulado 
consigo mismo y/o con las enzimas incrustadas en él, el nivel de actividad enzimática retenida después de incuba-
ción 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 
37ºC 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 comparación con composiciones de enzimas del mismo lote incrustadas en el polímero pero sin 
que el polímero se reticule o las enzimas y el polímero se reticulen; o en comparación con el mismo lote de enzimas 
libres. 

Las partículas, opcionalmente las partículas en las cuales al menos una parte del primer material polímero está 
reticulada, pueden estar provistas también de un recubrimiento. Dicho recubrimiento tiene generalmente la misma 
función que el primer polímero, es decir evitar una disminución sustancial en la actividad enzimática de la enzima 
incrustada en el primer polímero durante el almacenamiento y/o después de administración oral. 

De acuerdo con ello, en una realización específica, las partículas se recubren con un segundo material polímero. 
Materiales de recubrimiento adecuados son materiales de esta clase que permiten que una composición acuosa que 
contiene oxalato se difunda en, o entre de cualquier otro modo en la partícula de la invención. Como se ha mencio-
nado arriba, el sustrato (es decir el medio que contiene oxalato) entra en la composición de la partícula de la inven-
ción de tal manera que puede producirse reparación enzimática del oxalato. De acuerdo con ello, pueden aplicarse 
materiales de recubrimiento que dan como resultado recubrimiento de difusión 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 carácter limitante, los materiales contempla-
dos como primeros materiales polímeros. Puede seleccionarse un material de recubrimiento que sea diferente del 
utilizado como primer material polímero, pero el primer material polímero y el material de recubrimiento pueden ser 
también el mismo. Ejemplos específicos de materiales de recubrimiento son agentes formadores de película tales 
como, v.g. polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, polidex-
trosa, maltodextrina, u otros polisacáridos con la inclusión de quitosano, alginatos y ácido hialurónico. En realizacio-
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nes específicas, el material de recubrimiento, si está presente, es uno que puede someterse a reticulación tal como, 
v.g., quitosano y alginato. 

En una realización específica, el primer y/o segundo material polímero es un polisacárido tal como quitosano, algina-
to, pectina o ácido hialurónico. El primer y el segundo materiales polímeros pueden ser iguales o diferentes. 

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

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

En una composición de la invención, tal como en una composición recubierta de la invención, el nivel de actividad 
enzimática retenida después de incubación 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 37ºC 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 comparación 
con composiciones del mismo lote de enzimas incrustadas en partículas que carecen de un recubrimiento, o en 
comparación 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 
enzimática de la enzima degradante del oxalato en una composición de la invención puede mejorarse ulteriormente 
por empleo de partículas recubiertas en las cuales el recubrimiento se ha sometido a reticulación. La reticulación de 
un material polímero es bien conocida en la técnica y puede realizarse por reticulación física o por el uso de un 
agente de reticulación químico. 

Agentes de reticulación químicos adecuados para uso en este contexto incluyen, pero sin carácter limitante, dialde-
hído, 1-etil-3[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC), suberato de disuccinimidilo (DSS) o (N-[p-maleimidofenil]-
isocianato (PMPI). En una realización específica, el agente de reticulación es un dialdehído, particularmente aldehí-
do glutárico o glioxal. En una realización, el agente de reticulación es aldehído glutárico. La reticulación se lleva a 
cabo normalmente en aldehído glutárico al 1-5% en tampón de fosfato 50 mM, pH 7,5 a 37ºC, y sacudiendo durante 
1-2 horas. 

Como se ha mencionado arriba, una característica de una composición de la invención es que el primero y, si está 
presente, el segundo material polímero es permeable para moléculas pequeñas a fin de permitir que los sustratos 
para y los productos de la reacción catalizados por las una o más enzimas se difundan a través de dichos materiales 
polímeros. Además, el primer y/o segundo materiales polímeros se mantienen sustancialmente intactos después de 
incubación 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 37ºC 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 realización, el primer y/o el segundo materiales polímeros se reticulan consigo mismos y/o uno con otro y/o 
con las una o más enzimas. 

En una composición de la invención, tal como en una composición de recubrimiento de la invención recubierta o 
recubierta y reticulada, el nivel de actividad enzimática retenido después de la incubación 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 37ºC 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 comparación con composiciones de enzimas del mismo lote incrustadas en 
partículas pero en las cuales las partículas carecen de una segunda capa de material polímero (un recubrimiento), o 
una segunda capa que está reticulada, o en comparación con el mismo lote de enzimas libres. 
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Como se ve en los ejemplos de esta memoria, una composición de la invención en la cual los enlaces entre el agen-
te de reticulación químico y las una o más enzimas y/o el primer material polímero y/o el segundo material polímero 
han sido reducidos con un agente reductor, puede conducir a mejoras adicionales con respecto a la retención de la 
actividad enzimática de la composición. 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 composición de la invención, particularmente en una composición de la invención recubierta, con recubri-
miento reticulado, y con reticulaciones reducidas, en la cual el primer y/o el segundo material polímero pueden estar 
reticulados, y dicho material reticulado puede estar reducido o no, el nivel de actividad enzimática retenido después 
de incubación en 84 mM de HCl 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 37ºC 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 comparación con composiciones del mis-
mo lote de enzimas en una partícula que no ha sido sometida a un agente reductor; o comparado con el mismo lote 
de enzimas libres. 

En una realización específica de la invención, las una o más 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 más enzimas no incrustadas 
libres obtenidas del mismo lote de enzimas después de incubación 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 37ºC 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 realización específica de la invención, las una o más 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 incubación en 84 mM de HCl 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 37ºC 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 realización específica adicional de la invención, las una o más enzimas retienen desde aproximadamente 
95% a aproximadamente 100% de la actividad inicial de las enzimas incrustadas

1 después de incubación 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 37ºC 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 partícula de la invención es capaz de reducir el contenido de oxalato de la comida. 
Como se demuestra en los ejemplos de esta memoria, una composición de la invención que comprende 20 mg de 
una o más 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 invención pueden prepararse utilizando diversos materiales polímeros. En los ejemplos de 
esta memoria se utiliza la notación siguiente: 

Nanopartículas OxDc XX, tales como nanopartículas de quitosano, denotan nanopartículas en las cuales se emplea 
quitosano como el primer material polímero en el cual se incrusta OxDc. 

1 ¿Qué se pretende aquí? - ¿una comparación entre la actividad de las enzimas (¿aunque éstas se encuentren en 
forma de partícula?) y la actividad de la enzima libre? Una comparación de la estabilidad entre la enzima incrustada 
y la enzima libre. 
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Micropartículas OxDc XX recubiertas de YY, tales como nanopartículas OxDc-quitosano recubiertas de alginato, 
denotan nanopartículas en las cuales se emplea quitosano como el primer material polímero en el cual se incrusta 
OxDc y las nanopartículas se recubren de alginato. 

Micropartículas OxDc XX recubiertas de YY reticuladas con ZZ, tales como micropartículas OxDc-quitosano recu-
biertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico, denotan micropartículas en las cuales se emplea quitosano 
como el primer material polímero en el cual se incrusta OxDc, y las nanopartículas se recubren de alginato para 
formar micropartículas, y las micropartículas se reticulan subsiguientemente con aldehído glutárico. 

Micropartículas OxDc XX recubiertas de YY reticuladas con ZZ y reducidas, tales como micropartículas OxDc-
quitosano recubiertas de alginato, reticuladas con aldehído glutárico reducidas, denotan micropartículas en las cua-
les se emplea quitosano como el primer material polímero en el cual se incrusta OxDc y las nanopartículas que se 
forman se recubren de alginato, formándose micropartículas, y las micropartículas se reticulan subsiguientemente 
con aldehído glutárico y se someten a reducción. 

De acuerdo con ello, 

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

Micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato son micropartículas basadas en las nanopartículas 
formadas a partir de quitosano y TPP y OxDc incrustada, estando recubiertas las nanopartículas con alginato para 
formar micropartículas. 

Micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico corresponden a las 
micropartículas arriba mencionadas, pero las micropartículas se han sometido a tratamiento con aldehído glutárico 
para establecer la reticulación. 

Micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico reducidas corres-
ponde a las micropartículas arriba mencionadas que se someten ulteriormente a un proceso de reducción. 

Una composición de la invención es adecuada para uso destinado a administración oral a un individuo. Se propor-
ciona una composición como formulación farmacéutica oral, que puede suministrarse a la cavidad oral, la boca, un 
parche bucal, al estómago, fijarse a la mucosa estomacal, en un líquido de liberación lenta, en una tableta de libera-
ción rápida en la boca o el estómago, recubrimiento del esófago, en una forma líquida o sólida que acompaña a la 
comida, antes de ingerir la comida, o inmediatamente después de ingerir la comida. 

La composición administrada se encuentra normalmente en forma sólida, v.g. en la forma de partículas o en una 
forma de dosificación sólida, v.g. en forma de bolsitas, cápsulas o tabletas (v.g. las partículas se procesan ulterior-
mente en una forma de dosificación adecuada por métodos bien conocidos por las personas expertas en la técnica). 
A este fin, pueden añadirse excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados tales como, v.g., cargas, aglome-
rantes, desintegrantes, colorantes, saborizantes, agentes de ajuste del pH, estabilizadores, etc. Además, puede 
añadirse una o más sustancias adicionales terapéuticamente y/o profilácticamente y/u otras enzimas, cofactores, 
sustratos, coenzimas, minerales y otros agentes que son útiles en la reducción del oxalato. 

Ejemplos de excipientes adecuados farmacéuticamente aceptables incluyen: dextrinas, maltodextrinas, dextrosa, 
fructosa, glucosa, lactosa, derivados de celulosa con inclusión de carboximetilcelulosa cálcica, carboximetilcelulosa 
sódica, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), celulosa microcristalina (v.g., diversos grados de 
Avicel®), almidones o almidones modificados (v.g. almidón de patata, almidón de maíz, almidón de arroz, almidón 
pregelatinizado), acetato de polivinilo, polivinilpirrolidona, agar, alginato de sodio, croscarmelosa sódica, hidrogeno-
fosfato de calcio, fosfato de calcio (v.g., fosfato de calcio básico, hidrogenofosfato de calcio), sulfato de calcio, car-
boxialquilcelulosa, dextratos, fosfato de calcio dibásico, gelatina, goma arábiga, hidroxipropilcelulosa, 
hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa, polietilenglicol, óxido de polietileno, y como lubricantes: talco, estearato de 
magnesio, estearato de calcio, ácido esteárico, aceites vegetales hidrogenados y análogos. 

Los métodos de la presente invención comprenden tratar o prevenir condiciones relacionadas con oxalato en huma-
nos y animales por la administración de una cantidad eficaz de composiciones reductoras del oxalato que compren-
den uno o más microorganismos reductores del oxalato, una o más enzimas reductoras del oxalato o combinación y 
mixturas de las mismas en las composiciones particuladas expuestas en esta memoria. Los métodos comprenden 
proporcionar composiciones que comprenden las partículas 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 porción del oxalato ingerido. Los métodos para reducción del oxalato en un 
humano o animal comprenden administrar una cantidad eficaz de una composición que comprende una o más en-
zimas reductoras del oxalato o fragmentos que tienen actividad reductora del oxalato en las composiciones particu-
ladas de enzima incrustada de la presente invención a un individuo, humano o animal, y reducir el oxalato presente. 
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La reducción 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 gástricas, saliva, sangre, suero, orina, quimo o 
materia digestiva, fluido tisular, y otros materiales fluidos o semisólidos producidos por humanos o animales. Por 
ejemplo, las composiciones particuladas de enzima incrustada pueden administrarse por vía oral a un humano o 
animal y la actividad enzimática reductora del oxalato reduce el oxalato presente en el estómago del humano o ani-
mal. Las composiciones particuladas de enzima incrustada de la presente invención pueden mezclarse en líquidos, 
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 partículas sea eficaz en el ambiente del estómago. Las composiciones particula-
das de enzima incrustada de la presente invención 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 partículas reduce el oxalato 
presente en el alimento u otros materiales. 

Los métodos para el tratamiento y prevención de las condiciones relacionadas con oxalato comprenden administrar 
una composición que comprende partículas 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 reducirá una porción del oxalato presente, o un nivel de unidades de actividad de la actividad enzimática 
reductora del oxalato que iniciará una reducción en la cantidad de oxalato o mantendrá una cantidad disminuida de 
oxalato en el individuo comparada con la cantidad de oxalato presente antes de la administración de la composición. 
El número de unidades de actividad de la actividad enzimática reductora del oxalato que puede utilizarse en una 
composición 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 útiles en la reducción del oxalato. 1 unidad de la enzima es la cantidad de enzima que de-
gradará un micromol de oxalato por minuto a 37ºC. 

En un medio de tratamiento, una cantidad eficaz de una composición particulada como se expone en esta memoria 
se administra por vía oral para ser ingerida por un individuo al menos una vez al día, al menos dos veces al día, al 
menos tres veces al día, al menos cuatro veces al día, o más en caso necesario, y dicha administración puede reali-
zarse durante un día, dos días, tres días, cuatro días, cinco días, o una semana, dos semanas, tres semanas, o un 
mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, más de seis meses, un año, dos años, o 
durante años, 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 específicamente 
por referencia en sus totalidades. 

Debe entenderse, por supuesto, que lo que antecede se refiere únicamente a realizaciones ilustrativas de la presen-
te invención y que pueden hacerse numerosas modificaciones o alteraciones en ella sin apartarse del espíritu y 
alcance de la invención como se expone en esta descripción. 

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

La presente invención se ilustra adicionalmente por vía de los ejemplos contenidos en esta memoria, que se propor-
cionan para claridad de comprensión. Las realizaciones ilustrativas no deben interpretarse en modo alguno como 
imposición de limitaciones en cuanto al alcance de la invención. 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 descripción, puede idear por sí mismo un experto en la técnica sin apartarse del espíritu de la 
presente invención y/o el alcance de las reivindicaciones adjuntas. 
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EJEMPLOS 

Métodos 

Ensayo de actividad enzimática 

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

Test de estabilidad 

Incubación en tampón a un pH de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 

Después de incubación de la enzima OxDc libre o la composición en cuestión que contiene la enzima OxDc incrus-
tada en un material polímero en tampón de glicina 100 mM a un pH comprendido entre 2 y 3 durante cierto periodo, 
se analizó la actividad remanente de OxDc. 

Incubación en fluido gástrico simulado 

Una composición de partículas que contenía desde aproximadamente 2 mg de OxDc a aproximadamente 20 mg de 
OxDc se puso en un recipiente que contenía 100 ml de fluido gástrico simulado preparado de acuerdo con USP, es 
decir por disolución de 2 g de NaCl, 3,2 g de pepsina, y 7 ml de HCl concentrado en un volumen final de 1 litro. A 
intervalos de tiempo adecuados, se extrajo una muestra y se ensayó respecto a actividad de OxDc como se ha 
descrito arriba. 

Incubación en tampón 

El procedimiento fue el mismo que se ha descrito arriba (para fluido gástrico simulado). Sin embargo, se emplearon 
diversas soluciones tampón 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 análo-
gos. Puede añadirse una proteasa tal como, v.g., pepsina en una concentración normalmente correspondiente a la 
concentración encontrada en el fluido gástrico simulado USP. 

Ejemplo 1 

Preparación de micropartículas OxDc-alginato e influencia de diversos parámetros del proceso sobre la estabilidad 

Este ejemplo ilustra la preparación y estabilidad de micropartículas de OxDc-alginato y, adicionalmente, ilustra la 
influencia de diversos parámetros del proceso sobre la estabilidad de la OxDc incrustada en las micropartículas. 

Preparación de micropartículas OxDc-alginato 

Micropartículas I – Emulsificación 1: 

11 ml de la mixtura de alginato (1,8%, p/v) y OxDc (10:1, v/v; OxDc, 20 mg/ml, en Tris HCl 10 mM, pH 3,9) en tam-
pón de citrato 50 mM, pH 3,9, se mezclaron con 20 ml de aceite mineral que contenía 0,5% de Triton X-100 por 
agitación magnética a 600 rpm durante 10 minutos hasta alcanzar un estado de emulsión estable; se añadieron 
luego 4 ml de emulsión de CaCl2 en aceite mineral (2 ml de CaCl2 0,2 M + 2 ml de aceite mineral) y se continuó 
agitando durante 30 min. Se añadieron después 8 ml de emulsión de quitosano en aceite mineral (4 ml de quitosano 
al 0,8% y 4 ml de aceite mineral) y se agitó durante 30 minutos más. Se recogieron las micropartículas por centrifu-
gación. En lo que sigue, estas micropartículas se designan como Micropartículas I. 

Micropartículas II - Emulsificación 2: 

Todo igual que en la "Emulsificación 1", excepto que la mixtura de alginato y OxDc se realizó en tampón Tris HCl 10 
mM, de pH 8. En lo que sigue, estas micropartículas se designan como Micropartículas II. 

Micropartículas OxDc-Alginato recubiertas de quitosano - gelificación del alginato a concentraciones diferentes 
(emulsificación) y recubrimiento ulterior de las micropartículas 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 tampón Tris HCl 50 mM, de pH 9, 
y se mezclaron luego con 15 ml de aceite mineral que contenía 0,8% de Triton X-100 por agitación magnética a 600 
rpm durante 10 min hasta alcanzar un estado de emulsión estable; se añadieron luego 8 ml de emulsión de CaCl2 
en aceite mineral (4 ml de CaCl2 1 mM + 4 ml de aceite mineral) y se continuó agitando durante 30 minutos, aña-
diendo luego 50 ml de CaCl2 1 M con agitación. Las micropartículas se recogieron por centrifugación y se lavaron 
dos veces con agua. Todas las micropartículas (aproximadamente 4 ml) se combinaron en la mixtura de 36 ml de 
quitosano al 0,4%, pH 5,45 y 4 ml de CaCl2 4 M, y se sacudieron a 200 rpm durante una hora. En lo que sigue, 
estas micropartículas se designan como micropartículas OxDc-alginato recubiertas de quitosano. 

Todas las micropartículas obtenidas en este ejemplo tenían una distribución de tamaños de partícula que se estima-
ba comprendida en un intervalo de aproximadamente 1-100 μm. 

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

Se encontró aproximadamente 40% y 48% de la actividad enzimática total en las micropartículas preparadas a pH 
3,9 (Micropartículas I) y a pH 8 (Micropartículas II), respectivamente. La estabilidad de las dos clases de micropartí-
culas se testó a pH 3 con 3,2 mg/ml de pepsina. Se encontró aproximadamente 42% y 60% de la actividad enzimáti-
ca total en las micropartículas OxDc-alginato recubiertas de quitosano preparadas con 1,2% y 3% de alginato, 
respectivamente. La estabilidad de las dos clases de micropartículas OxDc-alginato recubiertas de quitosano se 
testó a pH 3 con 3,2 mg/ml de pepsina (Fig. 2). 

Fig. 1 es una gráfica de la estabilidad de OxDc en las Micropartículas I (preparadas a pH 3,9) y en las Micropartícu-
las II (preparadas a pH 8) a pH 3 con pepsina. Los cuadrados son Micropartículas I, los triángulos son Micropartícu-
las II. Fig. 2 es una gráfica que muestra los efectos de la concentración de alginato para la formulación de 
micropartículas de alginato sobre la estabilidad de OxDc en las micropartículas OxDc-alginato recubiertas de quito-
sano a pH 3 con pepsina. Los cuadrados son micropartículas formadas con 3% de alginato, y los círculos  son mi-
cropartículas formadas con 1,2% de alginato. 

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

Ejemplo 2 

Preparación de nanopartículas de OxDc y recubrimiento de las mismas 

Este ejemplo ilustra la preparación de nanopartículas que contienen OxDc y diversos recubrimientos de las mismas. 

Nanopartículas OxDc-quitosano/tripolifosfato: 

40 ml de tripolifosfato (TPP) al 0,15% (p/v) que contenían 0,5 mg/ml de OxDc, pH 8,1 (ajustado por HCl antes de la 
adición de OxDc) se vertieron gota a gota en 120 ml de quitosano al 0,18% (p/v) en ácido acético al 0,13% (p/v), pH 
3,92. Las nanopartículas se recogieron por centrifugación y se lavaron dos veces con agua. Este proceso produjo 
aproximadamente 4 ml de suspensión de nanopartículas. 

Nanopartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato: 

Se diluyeron 0,8 ml de la suspensión de nanopartículas en 10 ml de agua con agitación, y se añadieron luego gota a 
gota 5 ml de solución de alginato al 1,2% (en tampón Tris HCl 25 mM, pH 8,6). La mixtura se mantuvo en agitación 
durante 5 minutos. El tamaño de las nanopartículas recubiertas aumentó hasta 2-400 μm, siendo la mayoría de las 
partículas de aproximadamente 30 μm (véase Fig. 3), debido a la agregación de las nanopartículas y la reticulación 
con alginato. Las micropartículas se recogieron por centrifugación a 3000 g durante 3 minutos. Las micropartículas 
se lavaron dos veces con agua y se resuspendieron. En Fig. 3 se muestran las estadísticas de volumen (aritméticas) 
17795s3_07_01.$1s. Cálculos desde 0,040 μm hasta 2009 μm. Volumen: 100%; media: 48,53 μm; mediana: 29,10 
μm; ratio media/mediana: 1,668; moda: 28,70 μm; D.S.: 65,43 μm; C.V. 135%; sesgo: 4,384 sesgada a la derecha; 
curtosis 26,90 leptocúrtica; d10 8,814 μm; d50 29,10 μm; d90 109,9 μm. 

Nanopartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de carragenano: 

Se diluyeron 0,8 ml de la suspensión de nanopartículas en 10 ml de agua con agitación, y se añadieron luego gota a 
gota 5 ml de solución de carragenano al 0,5% (natural, pH 8,9). La mixtura se mantuvo en agitación durante 5 min. 
Las nanopartículas recubiertas deberían formar micropartículas y tener una distribución similar a las recubiertas de 
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alginato (véase arriba). Las micropartículas se recogieron por centrifugación y se lavaron dos veces con agua, des-
pués de lo cual se resuspendieron. 

Las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato o carragenano se reticularon con aldehído glutárico 
a diferentes concentraciones de aldehído glutárico: 

Se diluyeron 0,2 ml de la suspensión de micropartículas en 0,8 ml de agua con agitación, se añadieron luego 2 ml de 
solución de aldehído glutárico al 0,15-7,5% (en KPB 50 mM, pH 7,5) y se mezcló el todo. La mixtura se mantuvo en 
agitación durante 15-40 min y las micropartículas se recogieron por centrifugación y se lavaron dos veces con agua. 

Reducción de las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico: 

Se prepararon dos clases diferentes de micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas 
con aldehído glutárico: una se reticuló sin adición de CaCl2 y la otra con adición de CaCl2 1,2 M 10 minutos des-
pués de iniciarse la reacción de reticulación (1% de aldehído glutárico). Después que tuvo lugar la reacción de reti-
culación durante una hora, se recogieron las micropartículas por centrifugación y se lavaron dos veces con agua. 
Las dos clases de micropartículas se suspendieron ulteriormente en 100 mM de KPB, pH 7,5. Se añadió cierta can-
tidad de polvo de NaBH4 a las soluciones de suspensión para obtener una concentración final de NaBH4 20 mM 
que se mantuvo en la oscuridad con sacudidas durante 14 h. 

Se obtuvieron los resultados siguientes: 

Nanopartículas OxDc-quitosano/TPP: 

Las nanopartículas eran demasiado pequeñas para poderse observar visualmente bajo el microscopio óptico. La 
OxDc estaba atrapada prácticamente en un 100% por las nanopartículas en las condiciones presentes. En estas 
condiciones, la OxDc se disolvió con TPP a pH alto (8,6) y se vertió luego gota a gota en una solución 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 nanopartículas durante el periodo de formación de las nanopartícu-
las. La estabilidad de OxDc a pH 3,0 en las nanopartículas OxDc-quitosano/TPP estaba comprendida entre las de la 
Micropartícula I y la Micropartícula II del Ejemplo 1 y Fig. 1. 

Micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato: 

La estabilidad de OxDc a pH 3,0 aumentó adicionalmente cuando se aplicó un recubrimiento de alginato, en compa-
ración con las nanopartículas sin recubrimiento. Véase Fig. 4, donde los cuadrados son nanopartículas sin recubri-
miento alguno, los círculos  son micropartículas con recubrimiento de alginato, y los triángulos son micropartículas 
con recubrimiento de carragenano. 

Micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de carragenano: 

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

Micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato en las que la partícula entera está reticulada con alde-
hído glutárico a diferentes concentraciones de aldehído glutárico: 

(Aunque no se desea quedar ligados por teoría alguna, se cree que la reticulación con aldehído glutárico 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 micropartículas recubiertas de alginato más reticulación exhibían mayor estabilidad a pH bajo que las nanopartí-
culas sin recubrimiento de alginato. El alto nivel de reticulación mejoraba la estabilidad de OxDc en el interior de las 
micropartículas recubiertas de alginato a pH bajo (Fig. 5). Las micropartículas más estables pueden sumergirse en 
una solución a pH 2,6 con pepsina durante 4 h sin pérdida de actividad. La actividad era aproximadamente 30% 
después de 3,5 horas de incubación a pH 2,4 con pepsina. Véase Fig. 5, que muestra los efectos de la concentra-
ción de aldehído glutárico durante la reticulación sobre la estabilidad de OxDc en las micropartículas OxDc-
quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico a pH 2,4 con pepsina. Los cuadrados son 
aldehído glutárico al 1% sin recubrimiento alguno de alginato, los círculos  son aldehído glutárico al 0,5%, los trián-
gulos que apuntan hacia arriba son aldehído glutárico al 1%, y los triángulos que apuntan hacia abajo son aldehído 
glutárico al 2%, y los rombos son aldehído glutárico al 5%. 

Reducción de las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico: 
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La estabilidad de las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutári-
co a pH bajo después de la reducción de los dobles enlaces de Schiff aumentaba significativamente. Las micropartí-
culas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico con adición de CaCl2 durante 
la reticulación perdían 80% de la actividad de OxDc después de 120 minutos, en tanto que las micropartículas sin 
adición de CaCl2 a pH aproximado de 2,0 perdían 80% de actividad en un tiempo muy breve. Para detalles, véase 
Fig. 6, que es una gráfica que muestra la estabilidad de OxDc en dos clases de micropartículas reticuladas y reduci-
das a pH 2,2 y 1,85, donde los cuadrados son pH 2,2 sin adición alguna de Ca+2, los círculos  son pH 2,2 con la 
adición de Ca+2, los triángulos que apuntan hacia arriba son pH 1,85 sin cantidad alguna de Ca+2, y los triángulos 
que apuntan hacia abajo son pH 1,85 con Ca+2. 

A partir de la serie de experimentos anteriores, se seleccionó la formulación de micropartículas de OxDc-
quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehído glutárico y reducidas para desarrollo ulterior. 

Ejemplo 3 

Experimentos para testado in vitro de la eliminación del oxalato de la comida en condiciones estomacales simuladas 

Testado in vitro de micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehído glutárico y 
reducidas. 

Se mezclaron 10, 20 y 40 g de espinacas con 12 ml de jugo gástrico simulado (fluido gástrico) (84 mm de HCl con 
3,2 mg/ml de pepsina), respectivamente. Se añadió luego agua hasta alcanzar los volúmenes finales de 40, 80 y 160 
ml, respectivamente. Después de la homogeneización de las espinacas, el fluido gástrico simulado y agua, se aña-
dieron a las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato, reticuladas con aldehído glutárico y redu-
cidas para degradar el oxalato liberado por las espinacas. La ratio (dosis) de espinacas/micropartículas es 200 (200 
g de espinacas mezclados con 1 g de micropartículas) 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 exposición: 

La cantidad de oxalato soluble se ve influida significativamente por el pH. Los valores de pH eran 2,5, 3,5 y 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 concentración debería ser alrededor de 48 mM. Así pues, había oxalato insoluble pre-
sente en las tres condiciones. La Figura 7 indica que el oxalato soluble inicial se eliminaba prácticamente por com-
pleto en pocos minutos. El oxalato soluble remanente no descendía hasta 0, pero se mantenía en un nivel bajo 
durante cierto periodo, debido a que el oxalato insoluble comenzaba a disolverse a medida que se eliminaba más 
oxalato soluble. La Figura 7 muestra que la biodisponibilidad del oxalato (porción soluble) se reducía rápidamente en 
las tres condiciones. Los cuadrados son 10 g de espinacas con 0,05 g de micropartículas lavadas, los rombos son 
20 g de espinacas con 0,1 g de micropartículas lavadas, y los triángulos que apuntan hacia arriba son 40 g de espi-
nacas con 0,2 g de micropartículas. 

Las micropartículas de OxDc seguían eliminando cada vez más oxalato soluble (Fig. 8). Al cabo de una hora, prácti-
camente todo el oxalato contenido en las espinacas en la primera condición (cuadrados) y aproximadamente el 90% 
en la segunda condición (rombos), se había eliminado. Para la tercera condición (triángulos), se eliminaba única-
mente el 50% del oxalato, pero la parte soluble estaba próxima a 0. Por tanto, en las tres condiciones, la absorción 
del oxalato puede ser limitada eficazmente en el tracto GI, dado que la concentración del oxalato soluble era muy 
baja y se había reducido gran parte del oxalato. La Figura 8 es una gráfica de la evolución temporal del oxalato 
soluble total en las espinacas eliminado por las micropartículas en tres condiciones simuladas diferentes. La concen-
tración 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 micropartículas, los rombos son 20 g de espinacas con 0,1 g de micropartículas, y 
los triángulos que apuntan hacia arriba son 40 g de espinacas con 0,2 g de micropartículas. 

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

Ejemplo 4 

OxDc formulada de acuerdo con la invención 
I. Preparación de OxDc (micropartículas) formulada y testado de su estabilidad a pH bajo 
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Se producen como sigue micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehído 
glutárico y reducidas: 

1. Formación de nanopartículas OxDc-quitosano/TPP por vertido gota a gota de solución de tripolifosfato 
(TPP) en una mixtura de quitosano y OxDc. 

2. Recubrimiento de las nanopartículas anteriores con alginato por adición de la solución de alginato a la 
suspensión anterior. Las nanopartículas se transforman en micropartículas debido a la agregación de 
las nanopartículas, y durante este proceso se produce reticulación física por el alginato. 

3. Reticulación de las micropartículas anteriores por el aldehído glutárico. 

4. Reducción de la base de Schiff por NaBH4. 

La preparación se hizo de acuerdo con la descripción del ejemplo 2. 

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

Después de la incubación de OxDc como enzima libre o en esta micropartícula en tampón de glicina 100 mM a un 
intervalo de pH de 2 a 3 durante cierto periodo, se analizó la actividad remanente de OxDc. Fig. 9 es una gráfica que 
demuestra que la reticulación con aldehído glutárico (0,5-5%) mejoraba la estabilidad de OxDc en las micropartícu-
las quitosano/TPP recubiertas de alginato a pH 2,4 y en presencia de pepsina. Los cuadrados son 0% de aldehído 
glutárico, los círculos  son 0,5% de aldehído glutárico, los triángulos que apuntan hacia arriba son 1% de aldehído 
glutárico y los rombos son 5% de aldehído glutárico. 

Como se muestra en Fig. 9, la actividad de las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato sin 
reticulación (control) representadas por los puntos cuadrados se destruye completamente en menos de 15 minutos a 
pH 2,4. En contraste, la reticulación con 0,5-5% de aldehído glutárico estabiliza la actividad enzimática de las micro-
partículas 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 micropartículas 
OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico aumentaba adicionalmente des-
pués de la base de Schiff en estas micropartículas (Fig. 10). 

Fig. 10 es una gráfica que demuestra que la reducción por la base de Schiff aumentaba la estabilidad de OxDc en 
las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato y reticuladas con aldehído glutárico a pH 2,2 y en 
presencia de pepsina (puntos cuadrados). Las micropartículas se desactivan rápidamente a pH < 2,0 (puntos trian-
gulares). 

Las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubiertas de alginato reticuladas con aldehído glutárico 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. 

II. Estudios sobre la degradación del oxalato por las micropartículas de OxDc 

A. Degradación del oxalato (como oxalato de sodio) en el intervalo bajo de concentración: 

Micropartículas de OxDc (preparadas como se describe en I, Ejemplo 4 anterior) que contenían 2 ó 20 mg de OxDc 
se mezclaron con 100 ml de solución de oxalato con concentración desde 0,05 a 2 mM a pH 3 a 37ºC. El formiato 
generado se midió durante cierto periodo de tiempo. 

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

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

Fig. 11 A y B son gráficas que muestran el oxalato eliminado por las micropartículas OxDc-quitosano/TPP recubier-
tas de alginato reticuladas con aldehído glutárico y reducidas a pH 3. A, micropartículas correspondientes a 20 mg 
de OxDc en 100 ml de solución de oxalato; B, micropartículas correspondientes a 2 mg OxDc en 100 ml de solución 
de oxalato. Los cuadrados son concentración 0,05 mM de oxalato, los círculos  son concentración 0,2 mM de oxala-
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to, los triángulos que apuntan hacia arriba son concentración 1,0 mM de oxalato, y los triángulos que apuntan hacia 
abajo son concentración 2,0 mM de oxalato. 

20 mg de OxDc (cantidad estimada de proteína enzimática en 1,0 ml de la formulación de micropartículas) degrada-
5 ban prácticamente por completo 0,05 mM a 2 mM de oxalato en 2 minutos. 

Degradación del oxalato de las espinacas en condiciones gástricas simuladas: 

Mezcladura de espinacas con fluido gástrico simulado: 10, 20 y 40 g de espinacas se mezclaron con 12 ml de jugo 
10 estomacal simulado (84 mM de HCl con 3,2 mg/ml de pepsina) y se añadió luego agua hasta alcanzar los volúme-

nes finales de 40, 80 y 160 ml respectivamente. 

Eliminación del oxalato por OxDc: Después de homogeneización de las suspensiones de espinacas, fluido gástrico y 
agua, se añadieron micropartículas de OxDc para degradar el oxalato liberado por las espinacas. La ratio (dosis) de 

15 espinacas/OxDc es aproximadamente 2000 (2000 g de espinacas mezclados con micropartículas que tenían 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 gástrico por la pre-

20 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 concentración de oxalato 
biodisponible en las tres preparaciones testadas era 30 mM (puntos cuadrados), 22 mM (puntos rómbicos) 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 gástrico 2,5 50 mM 30 mM 

20 g/80 ml de jugo gástrico 3,5 50 mM 22 mM 

40 g/160 ml de jugo gástrico 4,2 50 mM 15 mM 

La Figura 12A es una gráfica que demuestra que la biodisponibilidad del oxalato (parte soluble) se reducía rápida-
5 mente en las tres condiciones; 12B es una gráfica que muestra el porcentaje del oxalato total eliminado. Los cuadra-

dos son 10 g de espinacas con una cantidad de micropartículas igual a 5 mg de OxDc (por actividad enzimática); los 
rombos son 20 g de espinacas con una cantidad de micropartículas igual a 10 mg de OxDc, los triángulos que apun-
tan hacia arriba son 40 g de espinacas con una cantidad de micropartículas igual a 20 mg de OxDc. 

10 Las micropartículas con OxDc eran capaces de degradar una extensa gama de concentraciones de oxalato desde 
0,05 mM hasta 30 mM en condiciones gástricas simuladas a pH comprendido entre 2,5 y 4,2 (véase Fig. 12 A y B) o 
en un tampón a pH 3 (Fig. 11 A y B). Partiendo de esta serie de experimentos puede estimarse que 20 mg de micro-
partículas con OxDc (en 1,0 ml de suspensión) pueden degradar 180 mg de oxalato en el transcurso de 30 minutos. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

Composiciones y Métodos para Reducción del Oxalato 
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Secuencia del gen Yvrk optimizada para E. coli con sitios de restricción en los extremos 
5' y 3' 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición que comprende partículas que contienen una o más enzimas degradantes del oxalato in-
crustadas en un primer material polímero, en donde la enzima incrustada retiene al menos dos veces la actividad de 
las una o más enzimas no incrustadas libres obtenidas del mismo lote después de incubación en fluido gástrico 
simulado USP a 37ºC durante al menos 60 minutos y en donde el primer material polímero está reticulado consigo 
mismo y con las una o más enzimas. 

2. Una composición de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la actividad de las una o más enzimas degra-
dantes del oxalato disminuye como máximo hasta aproximadamente 30% cuando se incuba en una solución tampón 
acuosa que tiene un pH comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 1,0 a aproximadamente 4,5 
durante 60 minutos y ajustándose la actividad inicial a 100%. 

3. Una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la actividad de una 
o más enzimas degradantes del oxalato disminuye como máximo hasta aproximadamente 20% cuando se incuba en 
una solución tampón acuosa que tiene un pH comprendido en el intervalo que va desde aproximadamente 1 a 
aproximadamente 4,5 durante 2 horas, y ajustándose la actividad inicial a 100%. 

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

5. Una composición de acuerdo con la reivindicación 4, en donde la concentración de la proteasa está com-
prendida en un intervalo que va desde aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml. 

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

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

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

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

10. Una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para la cual el nivel de activi-
dad enzimática retenido después de incubación 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 comparación con las composiciones del mismo lote de enzimas incrustadas en el 
primer material polímero pero que carecen de reticulaciones. 

11. Una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las partículas están 
recubiertas de un segundo material polímero. 

12. Una composición de acuerdo con la reivindicación 11, para la cual el nivel de actividad enzimática retenida 
después de incubación 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 comparación con composiciones del mismo lote pero de enzimas incrustadas en el primer material polímero 
pero que carecen de un recubrimiento con un segundo material polímero. 

13. Una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 ó 12, en donde los materiales políme-
ros primero y/o segundo están reticulados consigo mismos o uno con otro o con las una o más enzimas. 

14. Una composición de acuerdo con la reivindicación 13, en donde el nivel de actividad enzimática retenida 
después de incubación en 84 mM de HCl y 3,2 mg/ml de pepsina a pH > 1 a 37ºC durante al menos 60 minutos se 
incrementa por un factor de al menos 2 en comparación con composiciones del mismo lote de enzimas incrustadas 
en el primer material polímero pero que carecen de reticulaciones y de una segunda capa de material polímero. 
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FIGURA 4 
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FIGURA 5 

A
ct

iv
id

a
d

 
R

e
la

tiv
a

 R
e
m

a
n
e
n
te

 (
%

) 

Tiempo (min) 

44

ES 2 362 897 T3



FIGURA 6 
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FIGURA 8 
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FIGURA 10 
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FIGURA 11 
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FIGURA 12 
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