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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas que comprenden bacterias que reducen oxalato
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones y métodos para tratar y prevenir las condiciones relacionadas con
el oxalato. Mas en particular, Ia invencion se refiere a composiciones y usos que comprenden bacterias que
degradan el oxalato o reducen el oxaiato.

Fundamentos

La enfermedad de los célcules del tracto renal-urinario (uroiitiasis) es un importante problema sanitario en todo el
mundo. La mayoria de los calculos asociados con la urolitiasis se companen de oxalato caicico sélo o de oxalato
calcico mas fosfato calcico. Otros estados de la enfermedad han sido también asociados con el exceso de oxaiato.
Estos incluyen la vulvodinia o dolor vulvar cronico, Ia oxalosis ascciada con una enfermedad renal en fase final, ios
trastornos de la conductancia cardiaca, la enfermedad de Crohn, y otros estados de enfermedad entérica.

E! acido oxalico, y/o su sal, el oxalato, se encuentran en una amplia variedad de alimentos, y por lo tanto es, un
componente de muchos constituyentes en las dietas humana y animal. El aumento de ia absorcion de oxalato puede
ocurrir después de comer alimentos que contienen eievadas cantidades de acido oxdlico. Es bien sabido que los
alimentos tales como las espinacas y el ruibarbo contienen altas cantidades de oxalato, pero hay una gran cantidad
de otros alimentos y bebidas que también contienen oxalate. Como el oxalato se encuentra en una variedad de
alimentos tan amplia, son dificiles de formular dietas con bajo contenido en oxalato y que también sean sabrosas.
Ademas, a menudo es prablematico el cumplimiento de una dieta baja en oxalato.

También se produce metabdlicamente oxalato endégeno por las enzimas de tejido normal. El oxalato, que inciuye el
oxalato de la dieta que se absorbe asi como ei oxalate que se produce metabolicamente, no se sigue metabolizando
por enzimas del tejido y por consiguiente ha de ser excretado. Esta excrecion se produce sobre todo a traveés de |0s
riiones. La concentracién de oxalato en los fluidos renales es critica, causando el aumento de las concentraciones
de oxalato un riesgo mas elevado de formacién de cristales de oxalato cdicico y por lo tanto la subsiguiente
formacion de célculos renales.

El riesgo de formacion de célculos renales gira airededor de varios factores que todavia no estan completamente
explicados. La enfermedad de los calculos dei tracto renal o urinario se presenta hasta en un 12% de ia poblacion en
ios paises cccidentales y aproximadamente el 70% de estos calculos se componen de oxalato célcico o de oxalato
calcico mas fosfato cdlcico. Algunas personas (por gjemplo, pacientes con una enfermedad intestinal como la
enfermedad de Crohn, la enfermedad intestinal inflamatoria, o esteatorrea, y también los pacientes que han sido
sometidos a una cirugia de bypass yeyunoileal) absorben mas oxalato en sus dietas que otros. Para estas personas,
ia incidencia de urolitiasis de oxalato aumenta de una forma acusada. Ei aumento de la incidencia de ia enfermedad
se debe al aumento de los niveies de oxalato en los rifiones y en la orina, y esto, el sindrome hiperoxalirico mas
frecuente en el hombre, se conoce como hiperoxaluria entérica. El oxalato es también un problema en los pacientes
con una enfermedad renal en fase final y hay pruebas recientes (Solomons, C. C, M. H. Meimed, S. M. Heitler [1991]
"Calcium citrate for vulvar vestibulitis" Joumal of Reproductive Medicine 36; 879-882) que ef aumento de oxalato
interviene también en la vestibuiitis vulvar (vulvodinia).

Se han aislado bacterias que degradan el oxalato a partir de heces humanas (Allison, M. J., H. M. Cook, D. B. Milne,
S. Gailagher, R. V. Clayman [1986] "Oxalate degradation by gastrointestinal bacteria from humans®, J. Nutr. 116:
455-460). Se encontrd que estas bacterias son similares a las bacterias reductoras del oxalato que habian sido
aisladas a partir de los contenidos intestinales de varias especies de animales (Dawson, K. A, M. J. Allison, P. A.
Hartman [1980] "Isolation and some characteristics of anaerobic oxalate-degrading bacteria the rumen” Appl.
Environ. Microbiol. 40: 833-839; Allison, M. J., H. M. Cook [1981] "Oxalate degradation by microbes of the large
bowel of herbivores: the effect of dietary oxalate” Science 212: 675-676; Daniel , S. L., P. A. Hartman, M. J. Allison
[1987] "Microbial degradation of the oxalate in the gastrointestinal tracts of rats” Appl. Environ. Microbiol 53 1793-
1797). Estas bacterias son diferentes de cualquier organismo descrito con anterioridad y se les ha dado tanto un
nuevo nombre de especie como de género (Allison, M. J., K. A. Oawson, W. R. Mayberry, J. G. Foss [1985]
“Oxalabacter formigenes gen. nov., sp nov.: oxalate-degrading anaerobes that inhibit the gastrointestinal tract.” Arch.
Microbiol. 141: 1-7).

No todos los seres humanos son portadores de poblaciones de O. formigenes en su tracto intestinal (Allison, M. J.,
S. L. Qaniel, N. A, Comick [1995] "Oxalate-degrading bacteria” en Khan, S. R. (ed.), Calcium oxalate in Biological
Systems CRC Press; Doane , L. T., M. Liebman, O. R. Caldweli [1989] "Microbial oxalate degradation: effects on
oxalate and calcium balance in humans" Nutrition Research 9; 957-964). Hay concentraciones bajas o una completa
carencia de bacterias degradadoras del oxalato en las muestras fecales de personas que han tenido una cirugia de
bypass yeyunoileal (Allison et al [1986] "Oxalate degradation by gastrointestinal bacteria from humans” J. Nutr. 116:
455 -460). También, ciertas perscnas y animales pueden mantener colonias de O. formigenes pero, no obstante,
tienen niveles en exceso de oxalato por razones no totalmente comprendidas.
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Lo que se necesita son métodos para el tratamiento de seres humanes y animales para reducir los niveles de
oxalato en sus organismos para tratar o prevenir las condiciones relacionadas con el oxalato. Los métodos
deseables incluirian la administracion de composicicnes reductoras de oxalato.

Sumario de la invencion

La presente invencion comprende composiciones para tratar y prevenir las condicicnes relacionadas con el oxalato.
Las composiciones de la presente invencion comprenden composiciones farmacéuticas gque comprenden
microorganismos que reducen el oxalato. Los métodos de la presente invencion comprenden métodos para preparar
composiciones farmacéuticas. Una realizacion comprende métodos que reducen el riesgo de desarrollar trastornos
relacionados con el oxalato reduciendo la cantidad de oxalato en el tracto gastrointestinal. Esta reduccion en el
tracto gastrointestinal da lugar a una reduccién en los niveles sistémicos de oxalato con lo que se favorece una
buena salud.

En una realizacion de la presente invencion, se logra una reduccion de fa absorcion de oxalato suministrando
bacterias de degradacién del oxalato al tracto gastrointestinal. En una realizacion, estas bacterias son Oxalobacter
formigenes. Estas bacterias usan oxalato como sustrato. Esta utilizacién reduce la concentracion de oxalato soluble
en el intestino y, de esta forma, ia cantidad de oxalato disponible para la absorcion. Una reduccion del oxalato en el
tracto gastrointestinal puede conducir también a la eliminacion de oxalato del sistema circulatoric. Los usos de la
presente invencién contemplan una reduceién global de la carga de oxalato en una persona.

En una realizacion especifica, esta invencién proporciona métodos y composiciones para el suministro de O.
formigenes viables al tracto gastrointestinal de las personas que estan en un riesgo creciente de enfermedad
relacionada con el oxalate. Las bacterias eliminan oxalato del tracto intestinal, reduciendo de esta manera la
cantidad de oxalato disponible para la absorcion y dando lugar al aumento de la excrecion de oxalato de la sangre a
los intestinos.

De acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion, los microbios que degradan el oxalato y que son distintos
de O. formigenes, que utilizan oxalato como un sustrato, también se pueden utilizar para lograr la degradacion del
oxalato terapéutico, reduciendo asi el riesgo de urolitiasis y otros trastornos relacionados con el oxalato. Estos otros
micrabios pueden ser, por ejempio, bacterias tales como clostridia o pseudomonas. Adicionalmente, la presente
invencién comprende métodos y composiciones para proporcicnar secuencias de polinucledtidos exégenos capaces
de conferir una funcién reductora del oxalato a los micraorganismos gue no producen enzimas reductoras de oxalato
de forma natural. Tales secuencias de polinucledtidos pueden utilizarse para transformar tales microorganismos
naturales, aguellos que son originalmente incapaces de reducir el oxalato, en microorganismos capaces de reducir el
oxalato. Estos microorganismos transformados pueden ser usados en los métodos y composiciones de la presente
invencion y se consideran en este documento.

En una realizacién de la presente invencién, las composiciones comprenden los microbios que degradan el oxalato,
y producen enzimas que cenfieren a estos microbios la capacidad de degradar el oxalato. En una realizacién
alternativa, las composiciones pueden comprender microbios que son transformados con secuencias de
polinucledtides que confieren a los microbics transformades la capacidad de degradar el oxalato. Las secuencias de
polinucledtides que cedifican genes y proteinas que reducen el oxalato se contemplan en la presente invencion. Las
secuencias de polinucledlidos que codifican enzimas gque se encuentran en microorganismos que reducen el
oxalato, tales como bacterias u hongos, u otras enzimas reductoras de oxalato, se pueden usar en los métodos de la
presente invencion. Las secuencias de polinucledtidos se pueden usar para transformar microorganismoes o células
de tal forma que los microorganismos o células tengan mas actividad de reduccion del oxalato, la misma actividad de
reduccion de oxalato, o menos actividad de reduccion de oxalato que los microorganismos de reduccion de oxalato
de origen natural. Las secuencias de polinuclettidos se pueden usar también en sistemas sintéticos o ex vivo para
proporcionar proteinas que tienen actividad de reduccién de oxalato. Tales microbios o enzimas se pueden
proporcionar en composiciones que se proparcionan en forma de composiciones y formulaciones farmaceuticas
ensefiadas en el presenle documento en donde los microbics o enzimas pueden ser proporcionados en
formulaciones farmacéuticas que comprenden excipientes, y otros vehiculos farmacéuticos conocidos en la técnica,
Ademas, dichas composiciones farmacéuticas comprenden vehiculos de suministro, en forma de palves, para e
suministro al tracto gastrointestinal de personas ¢ de animales.

Se pueden usar enzimas que desempefian un papel en la degradacion del cxalato en los métodos y composiciones
de la presente invencién e incluyen, pero sin limitarse a ellas, formil-CoA transferasa, oxalil-CoA descarboxilasa,
oxalato-oxidasa, oxalato-descarboxilasa y otras enzimas, cofactores y co -enzimas que son sustituyentes de las
rutas de degradacion del oxalato o estan implicadas en las rutas metabélicas del oxalato, en particular la reduccion
de oxalato.

También se describen usos y composiciones que comprenden enzimas para reducir los niveles de oxalato con el fin
de tratar o prevenir las condiciones relacionadas con el oxalato. Por ejemplo, se logra una reduccion en los niveles
de oxalata administrando enzimas que aci0an degradando el oxalato. Estas enzimas se pueden aislar y purificar o
se pueden administrar como lisado de células. El lisado de células se puede preparar de cualguier microorganismo
que tenga funcion de reducir el oxalato, por ejemplo, O. formigenes. En una realizacion especifica, las enzimas que
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se administran son una o mas de las enzimas de la presente invencion, tales como, pero sin limitarse a ellas,
oxalato-descarboxilasa, oxalato-oxidasa, formil-CoA transferasa y oxalil-CoA descarboxilasa. Opcionalmente se
pueden administrar factores adicionales que mejoran la actividad de la enzima. Estos factores adicionales pueden
ser, por ejemplo, oxalil CoA, MgCl, y TPP (difosfato de tiamina, una forma activa de vitamina B.). Las
composiciones farmacéuticas que comprenden enzimas comprenden una © mas enzimas y, opcionalmente,
cofactores, coenzimas, y otros agentes que potencian la actividad de la enzima, individualmente o en combinacién, y
se proporciohan junto con vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables.

Se consigue una reduccién de los niveles de oxalate administrando enzimas de degradacion del oxalato producidos
por un microorganismo recombinante, tal como Escherichia coli, que ha sido transformade para que exprese las
enzimas de degradacién del oxalato. El hospedador recombinante se puede administrar en una forma bien sea
viable o bien no viable. Otro aspecto de la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas y/o
suplementos nutricionales para administracién oral. Estas composiciones liberan los microorganismos de
degradacion del oxalato, o enzimas de degradacion del oxalato, en el intestino de los seres humanos o los animales.
Las composiciones de la presente invencion comprenden formulaciones farmacéuticamente aceptables. Por
ejemplo, los métodos y composiciones de la presente invencion comprenden un sistema de suministro de dosis que
proporciona las composiciones en el punto deseado, tal como el suministro de las composiciones al tracto
gastrointestinal del receptor. Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar en forma de
componente de los alimentos, tales como la leche, cames, y yogur.

En otra realizacion de la presente invencién se consigue una reduccién de la absorcion de oxalato en los animales
domésticos, agricolas, o exdticas deficitarios en bacterias de degradacion del oxalato mediante la administracion de
microorganismos de degradacion del oxalato.

Los usos de la presente invencién comprenden tratar o prevenir condiciones refacionadas con el oxalato en seres
humanos y animales mediante |a administracion de una cantidad eficaz de composiciones de reduccion de oxalato
que comprenden uno o mas microorganismos de reduccion de oxalato, una o mas enzimas de reduccion de oxalato
o combinaciones y mezclas de los mismos. Las condiciones relacionadas con el oxalato incluyen, pero sin limitarse a
ellas, hiperoxaluria, hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopatica de cdlculos renales de oxalato de céleico
(urolitiasis), hiperoxaluria entérica, vulvodinia, oxalosis asociada con enfermedad renal en fase final, trastornos de la
conductancia cardiaca, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A es un grafico de los datos de una dieta alta en calcio.
La Figura 1B es un grafico de los datos de una dieta baja en calcio.
La Figura 2A es un grafico de oxalato excretado.

La Figura 2B es un grafico de oxalato excretado.

La Figura 2C es un grafico de oxalato excretado.

Las Figuras 3A-C, es un grafico de oxalato excretado.

La Figura 4 un grafico de oxalato excretado.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion comprende composiciones para la reduccion del oxalato. Las composiciones de la presente
invencién comprenden microorganismos que son capaces de reducir el oxalato. Las composiciones comprenden
microorganismos gue son capaces de reducir el oxalato. Tales microorganismos incluyen, pero sin limitarse a ellos,
Oxalobacter formigenes, Pseudomonas, Clostridium, Lactobacilos, Bifidobacterias, algunos o todos de los cuales
son capaces de reducir el oxalato, pero también incluyen microorganismos, tales como bacterias u hongos que se
transforman con secuencias de polinucledtidos exdgenos se forma que se confiere la capacidad de reduccion de
oxalato. Adicionalmente, los microorganismos de la presente invencidn incluyen microorganismos que han sido
transformados con uno o mas vectores reductores de oxalato que comprenden secuencias de polinucledtidos
enddgenos o exogenos que codifican enzimas reductoras de oxalato o actividades asociadas de manera que los
microorganismos son “super-reductores”. Los super-reductores han potenciado la capacidad nativa u original de
reduccion de oxalato, por ejemplo, en la transformacion de Oxalobacter formigenes con secuencias reductoras de
oxalato adicipnales, o microorganismos que originalmente no tienen actividad de reduccion de oxalato que se
transforman con una o mas secuencias que codifican péptidos de reduccién de oxalato que tienen por resultado una
actividad potenciada de reduccién de oxalato. Las secuencias que codifican la actividad de reduccién del oxalate
pueden © no intercalarse en el genoma o en otros vectores que se encuentran en el micreorganismo. Tal
transformacion puede incluir la provision de secuencias génicas gue codifican proteinas o péptidos de reduccion de
oxalato o puede proporcionar nucleétidos de bloqueo tales como IRNA ¢ antisentido. Las técnicas para introducir
secuencias de polinuclettidos y los microorganismos de transformacién son conocidas en la técnica.
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Como se usa en el presente texto, las expresiones enzimas de degradacion del oxalato y enzimas de reduccion del
oxalato son indistintas y ambas se refieren a las enzimas implicadas en la reduccion o la degradacién del oxalato en
cualquier organismo, o a fragmentos actives o proteinas recombinantes que comprenden fragmentos activos
capaces de reducir o de degradar el oxalato.

También se describen secuencias de polinucledtidos que codifican péptidos o proteinas que estan implicados en las
rutas de reduccién del oxalato. Tales secuencias de polinucledtidos pueden ser derivadas de cualquier fuente y
pueden ser usadas en métodos conocidos por los expertos en la técnica, tales como para la transformacion de
células de origen microbiano, vegetal o animal, e incluyendo organismos completos.

Las composiciones de la presente invencién comprenden también composiciones farmacéuticas que comprenden
bacterias viables reductoras de oxalato y opcionalmente excipientes o vehiculos farmacéuticos en un vehiculo de
suministro. Las composiciones también comprenden composiciones farmacéuticas que comprenden una o mas
enzimas reductoras de oxalato purificadas, incluyendo pero sin limitarse a ellas, purificadas a partir de fuentes
naturales de tales enzimas, proeducidas por via recombinante o enzimas producidas sintéticamente, y opcionalmente
excipientes o vehiculos farmacéuticos, en un vehiculo de suministro.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden vehiculos para la administracién oral en
forma de polvos. Tales vehiculos de administracion oral se utilizan para suministrar bacterias viables y enzimas de
reduccion de oxalato en las dosificaciones y métodos que se ensefian en el presente texto. Tales composiciones
farmacéuticas son estables. Las composiciones pueden proporcionar bacterias viables y enzimas que tienen
actividad durante al menos 12 meses, con una pérdida minima en cfu {unidades formadoras de colonias, por sus
siglas en inglés) y actividad de {a enzima.

También se describen plantas y animales que tienen alterada la funcion de reduccién de oxalato. Por gjemplo, tales
ptantas incluyen plantas que han sido transformadas por composiciones de polinucledtidos de forma que la cantidad
de oxalato en la planta esta rebajada o la cantidad de acide oxdlico producido esté incrementada en comparacion
con las plantas no transformadas. Las composiciones de la presente invencién también comprenden animales que
tienen una mejor capacidad de reducir el oxalato. Por ejemplo, los animales que tienen capacidades mejoradas de
reduccion de oxalato se pueden usar como modelos in vivo para el estudio de las condiciones relacionadas con el
oxalato.

Los métodos de la presente invencién comprenden preparar las composiciones de la presente invencion. Los
métodos de la presente invencién comprenden la transformacion de células, plantas y animales, por métodos
conocidos por los expertos en la técnica para la introduccion de secuencias de polinucleétidos exdgenos. Tales
secuencias de polinucleétidos se pueden derivar de cualquier fuente y pueden ser utilizadas en métodos conocidos
por los expertos en la técnica, tales como para la transformacion de células de origen microbiano, vegetal o animal,
e incluyendo organismos entercs. Los métodos comprenden también la preparacion de composiciones que
comprenden lisados de células que tienen actividad de reduccién de oxalato, composiciones que comprenden una o
mas enzimas que tienen actividad de reduccién de oxalato, y composiciones que comprenden constituyentes
dietéticos preparados a partir de plantas o microorganismos que tienen alterados los niveles de oxalato. Los
meétodos también comprenden la preparacion de composiciones farmacéuticas orales estables que comprenden
bacterias viables reductoras de oxalato.

Los usos de la presente invencién comprenden usar las composiciones de la presente invencion. Tales usos
incluyen proporcionar secuencias de polinucledtidos a las células para potenciar o reprimir la capacidad de
reduccion del oxalato de las células asi comoe métodos de suplementacion de la dieta de manera que las
composiciones de la presente invencién se administran a las plantas o animales en los alimentos o en las fuentes de
fertilizantes o al mismo tiempo que los alimentos o las fuentes de fertilizantes para alterar los niveles de oxalato en la
comida, durante la digestién de la comida o durante la absorcidn por las plantas.

La presente invencién pertenece a la introduccion de composiciones que comprenden una o mas bacterias y/o
enzimas de degradacion del oxalato en el tracto gastrointestinal de un ser humano o animal, en donde la actividad
de las composiciones reduce la cantidad y/o la concentracion de oxalato presente, reduciendo asi el riesgo de
enfermedad debida al oxalato.

La presente invencién comprende composiciones para el tratamiento y la prevencion de condiciones relacionadas
con el oxalato en seres humanos y animales mediante la administracion de una composicién que comprende una o
mas enzimas reductoras de oxalato. Tales composiciones se pueden administrar una o mas veces al dia durante
uno o mas dias dependiendo de la gravedad de la condicién relacionada con el oxalato o la cantidad de oxalato en el
intestino o los fluidos corporales del ser humano o animal. Los tratamientos pueden continuar mientras esten
presentes los niveles de oxalato no deseados en el ser humano o animal. Por ejemplo, la composicién enzimatica se
puede administrar una o mas veces al dia durante un intervalo de tiempo que incluye de un dia a varios afios. Para
los seres humanos ¢ animales con enfermedades crénicas relacionadas con el oxalato, la composicién se puede
administrar durante el resto de la vida util del ser humano o animal.
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Los usos para el tratamiento y la prevencién de condiciones relacionadas con el oxalato pueden comprender la
administracién de una composicidn que comprende una cantidad efectiva de enzimas reductoras del oxalato o
actividad enzimatica para la reduccion del oxalato. Una cantidad efectiva comprende una cantidad de unidades de
actividad enzimatica de reduccion de oxalato que reduzca una parte del oxalato presente, o un nivel de unidades de
actividad enzimatica de reduccion de oxalato que inicie una reduccion en la cantidad de oxalato 0 mantenga una
cantidad reducida de oxalato en el individuo, en comparacion con la cantidad de oxalato presente antes de la
administracion de fa composicion. El nimero de unidades de actividad de la actividad enzimatica de reduccion del
oxalato que se pueden utilizar en una composicion de dosis Gnica puede variar de 0,0001 unidades a 5.000
unidades, de 5 unidades a 100 unidades, de 0,05 a 50 unidades, a 0,5 a 500, de 0,01 unidades a 50 unidades, de
0,01 unidades a 5 unidades, de 1 unidad a 100 unidades, de 25 unidades a 50 unidades, de 30 unidades a 100
unidades, de 40 unidades a 120 unidades, de 60 unidades a 15, de 50 unidades a 100 unidades, de 100 unidades a
500 unidades, de 100 unidades a 300 unidades, de 100 unidades a 400 unidades, de 100 unidades a 5.000
unidades, de 1.000 unidades a 5.000 unidades, de aproximadamente 2.500 unidades a 5.000 unidades, de 0.001
unidades a 2.000 unidades y todos los intervalos comprendidos aqui. Las composiciones pueden incluir ademas
otras enzimas, ccfactores, sustratos, coenzimas, minerales y otros agentes que scon dtiles en la reduccion del
oxalato. Una unidad enzimatica es la cantidad de enzima que degrade un micromo! de oxalato por minuto a 37°C.

En una realizacion especifica, la presente invencidon se refiere a metodos para la preparacion de composiciones que
comprenden células de bacterias de degradacion del oxalato de la especie Oxalobacter formigenes, al tracto
gastrointestinal humano o animal, donde la actividad de los microorganismos reduce la cantidad de oxalato presente
en el intestino provocando asi una reduccion de las concentraciones de oxalato en los rifiones y en otros fluidos
celulares. En ofra realizacion, la presente invencion comprende meétodos para la preparacion y administracion de
compaosiciones que comprenden una o mas enzimas de degradacion del oxalate, derivadas de cualquier fuente, al
tracto gastrointestinal humano o animal, en donde la actividad de la una 0 mas enzimas reduce la cantidad de
oxalato presente en el intestino y conduce a una reduccion de las concentraciones de oxalato en los rifiones y en
otros fluidos celulares. Las células o enzimas introducidas degradan el oxalato y las bacterias pueden 0 no replicarse
en el habitat intestinal de forma que la progenie de las células iniciales colonizan el intestino y siguen eliminando el
oxalato. La presencia de bacterias reductoras de oxalato reduce el riesgo de formacion de calculos renales asi como
otras complicaciones de la enfermedad causadas por el dcido oxalico en exceso. En una forma de realizacion para
uso humano, las cepas especificas de O. formigenes usadas son cepas aisladas de muestras intestinales humanas.
Las cepas son por tanto parte de la fiera bacteriana intestinal humana normal. Sin embargo, como no estan
presentes en todas las personas, o estan presentes en numero insuficiente, la introduccion de estos organismos
corrige una deficiencia que existe en algunos seres humanos.

Sin animo de vinculacion con ninguna teoria en particular, se cree que el enriguecimiento del contenido de los
intestinos con una o mas especies de bacterias de degradacion del oxalato o enzimas reductoras del oxalato
provoca una reduccion del oxalato en el contenido intestinal. Algunas de las bacterias o enzimas administradas
llevan a cabo la degradacion del oxalato en el sitio de absorcion o cerca del mismo. La actividad de las bacterias o
enzimas administradas hace que disminuya el nivel de absorcion de oxalato de la dieta. Una reduccion de la
concentracion de oxalato en los intestinos tambien puede llevar a una eliminacion de oxalato desde las células y la
circulacién general. Mas especificamente, una reduccion de la concentracion de oxalatc en los intestinos también
puede llevar a un aumento de la secrecion de oxalato en el intestino desde 1a sangre y reducir asi la cantidad de
oxalato gue necesita ser excretado en la orina. Por tanto, los métodos de la presente invencidn para la
administracién de bacterias reductoras de oxalato o enzimas de reduccion de oxalato se pueden usar para tratar 0
prevenir las condiciones relacionadas con el oxalato tales como hiperoxaluria primaria ademas de! tratamiento de la
hiperoxaluria dietética. Las composiciones y métodos de la presente invencion son particularmente ventajosos en la
promocién de niveles saludables de oxalato en seres humanos y animales.

Las composiciones farmacéuticas y nutracéuticas para la introduccion de bacterias de degradacion del oxalato o una
o mas enzimas de degradacion del oxalato, solas 0 en combinaciones, en el tracto gastrointestinal incluyen bacterias
0 enzimas que han sido liofilizadas o congeladas en forma de liguido o pasta y pueden ser suministradas mediante
un vehiculo de suministro oral. La composicion liberada convierte entonces el oxalato presente en el intestino en
productos inocuos. Los vehiculos farmacéuticos o nutracéuticos también se pueden combinar con las bacterias o las
enzimas. Estos pueden incluir, por ejemplo, tampdn de solucion salina-fosfato o bicarbonato. Los métodos de la
presente invencion comprenden la administracién de composiciones reductoras de oxalato al tracto gastrointestinal
de los seres humanos o animales.

Otros usos de administracion de estas composiciones que comprenden uno o Mas microorganismos, una o Mas
enzimas reductoras del oxalato o combinaciones y mezclas, a los intestinos incluyen afiadir directamente las
composiciones a las fuentes alimenticias. La una o mdas bacterias pueden ser afadidas como células recién
recolectadas, congelar las células secas, 0 células protegidas de alguna otra forma. La una o mas enzimas pueden
ser afiadidas en forma de proteinas liofilizadas, enzimas complejadas con otros materiales para mantener la
actividad enzimatica, y otros métodos conocidos por los expertos en la técnica para la adicion de enzimas actjvas a
las composiciones. Los alimentos se pueden suplementar con composiciones de degradacién del oxalato sin afectar
a su sabor ni a su aspecto. Estos alimentos pueden ser, por ejemplo, el yogur, la leche, la manteca de cacahuete o
el chocolate. Después:de la ingestion, cuando los productos alimenticios estan siendo digeridos y absorbidos por los
intestinos, las composiciones de degradacion def oxalato, incluyendo uno o mas microorganismos, una o mas
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enzimas o combinaciones, degradan el oxalato presente en los intestinos, reduciendo asi la absorcion de oxalato en
el torrente circulatorio.

Como se sefald anteriormente, se puede suplementar una diversidad de alimentos con composiciones de
degradacion del oxalate. Los métodos para preparar tales alimentos que contienen composiciones reductoras de
oxalato incluyen mezclar un material alimenticio con una composicion reductora del oxalato. Por ejempio, Ios
microorganismos que reducen el oxalato pueden ser cultivados en medios y pueden ser separados del medio, por
ejemplo, mediante centrifugacion. Los cuitivos de yogur tradicionales obtenidos de una industria lactea comercial se
pueden mezclar con el cultivo de microorganismos de degradacidn del oxaiato. Esta mezcla de cultivos puede
anadirse después a la premezcla basica de yogur lacteo sin afectar negativamente al sabor ni a la consistencia. El
yogur puede ser producido a continuacion y puede ser empaquetado usando procedimientos comerciales
tradicionales. En otro ejemplo, las bacterias de degradacion del oxalato se pueden afiadir a yogures ya producidos.
En un meétodo similar, una composicién reductora del oxalato que comprende una 0 mas enzimas reductoras del
oxalato puede ser afiadida al cultivo bacteriano de yogur o al producto alimenticio de yogur.

Otro ejemplo de ios usos de la presente invencion es afadir a Ia leche la composicion reductora del oxalato después
de haber sido homogeneizada y esterilizada. Tal método se utiliza actuaimente en la industria lactea para la adicién
a la leche de organismos Lactobacillus acidophilis. Cualquier fuente alimenticia que contenga bacterias puede ser
usada suplementando con bacterias de degradacion del oxalato. Estos productos alimenticios inciuyen productos de
queso 0 de came que tienen microorganismos deseables afadidos durante Ia elaboracion. Los alimentos que
comprenden composiciones de reduccion de oxalato que comprenden enzimas de reduccion de oxalato no se limitan
a aquellos alimentos que comprenden microorganismos, sinc que incluyen cuaiquier fuente de alimento en la que se
puedan afadir enzimas activas. Los materiales comanmente considerados como materiales alimenticios se pueden
usar como material portador para las enzimas de manera que las enzimas son activas en oxalato presente en el
material alimenticio en cualquier fase de la produccion o el crecimiento del material alimenticio, o cualquier etapa de
la digestion o por el ser humano o animal, o en oxalato presente en &l intestino.

En una realizacion, las cepas de bacterias, por ejemplo O. formigenes, usadas de acuerdo con la presente invencion
son cultivos puros que son aislados de cultivos anaerdbicos que han sido inoculados con diluciones de contenido
intestinal de seres humanos normales o, para su uso con animales, de animales normales. Se puede utilizar un
medio especial que contiene oxalato célcico que permite la deteccidon de colonias de degradacion del oxalato. En
una realizacion, la pureza de cada cepa puede asegurarse mediante el uso de al menos dos etapas posteriores de
clonacién repetitiva.

Las cepas de O. formigenes (tiles de acuerdo con la presente invencion se han caracterizado basandose en varios
ensayos, que incluyen: patrones de acidos grasos celulares, patrones de proteinas celulares, DNA y RNA (Jensen,
N. S., M. J. Allison (1995) "Studies on the diversity among anaerobic oxalate degrading bacteria now in the species
Oxalobacter formigenes" Abstr. to the General Meeting of the Amer. Soc. Microbiol., 1-29), y respuestas a las sondas
de cligonucledtidos (Sidhu et al. 1996). Se han descrito dos grupos de estas bacterias (Grupos | y ll, ambos
existentes dentro de Ia presente descripcion de ias especies). Las cepas usadas han sido seleccionadas baséndose
en la capacidad de degradacion del oxalato, y la evidencia de Ia facultad de colonizar el tracto intestinal humano. Las
cepas elegidas incluyen representantes de ambos Grupos i y |l de la especie.

Una realizacion de la presente descripcion implica procedimientos para la seleccion, preparacion y administracion de
las apropiadas bacterias de degradacion del oxalato a una diversidad de sujetos. De forma destacada, pero no
exclusiva, estos son personas o animales que no albergan estas bacterias en su intestino. Estas personas o
animales no colonizados 0 colonizados débilmente se identifican utilizando pruebas que permiten detectar de una
forma rapida y definitiva O. formigenes, incluso cuando los organismos estan en concentraciones relativamente
bajas en poblaciones bacterianas mixtas, tai como Jas que se encuentran en los contenidos intestinales. Los
métodos de la presente invencidon también se pueden usar para tratar a personas 0 animales cuyas bacterias de
degradacion del oxalato han sido agotadas debido, por ¢jemplo, a un tratamiento con antibitticos o en situaciones
post-quirirgicas. Los métodos de la presente invencion se pueden usar también para tratar a las personas o
animales que tienen colonias de bacterias de degradacion del oxalato pero que todavia tienen niveles no saludables
de oxalato debido a, por ejemplo, susceptibilidad al oxalato y/c a la produccidon excesiva de oxalato endogeno.

Las bacterias que se pueden usar de acuerdo con la presente invencion se pueden identificar mediante al menos
dos métodos:

1) Se pueden utilizar ondas de oligonucledtidos especificos para estas bacterias, y/o

2) Un ensayo de cultivo en el que se inocula un medio anaerdbico con oxalato 10 mM y después de la
incubacion a 37°C durante 1 a 7 dias, se determina la pérdida de oxalato.

Los métodos para la preparacion de las composiciones farmacéuticas se ensefian en e presente texto y los métodos
para el desarrollo de bacterias son generalmente conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden
desarrollar cultivos purcs de cepas de O. formigenes en cultivos por tandas en grandes fermentadores y las células
se pueden recolectar usando técnicas conocidas por los expertos. Las células de una sola cepa seleccionada o
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mezclas de cepas conocidas pueden ser tratadas segun se precise (por ejemplo, liofilizadas con trehalosa o glicerol)
para preservar la viabilidad. Las células bacterianas, ya sean frescas o de la fermentacion de existencias
congeladas, se pueden mezclar con vehiculos o excipientes, y después pueden ser fiofilizadas. Después se carga un
vehiculo de suministro cargado con la composicion en polvo.

Las composiciones farmacéuticas que se ensefian en el presente texto se ingieren en dosis y cantidades, y en
intervalos determinados por las necesidades de los individuos. En algunos casos, una dosis Gnica, o periédica,
puede ser todo lo que se necesita, y en otros casos puede ser necesaria la ingestion regular (por ejemplo, con las
comidas). Las dosis de cantidades efectivas se ensefian en el presente texto. Las composiciones farmacéuticas
comprenden bacterias viables reductoras de oxalato y/o enzimas reductoras del oxalato solos o en combinacion con
excipientes o vehiculos fisiolégicamente aceptables o portadores o vehiculos farmacéuticos, tales teminos se
utilizan indistintamente en el presente texto. La dosis de la composicién farmacéutica de fa presente invencion puede
ser menor que, igual a, o mayor que la cantidad de oxalato hecho constitutivamente y/o ingerido por el individuo, en
una cantidad efectiva administrada en la dosis de reduccién de oxalato durante un determinado periodo de tiempo.
Para algunas condiciones relacionadas con ei oxalato, la cantidad de actividad de reduccion de oxalato administrada
por los métodos y composiciones de la presente invencién puede ser menor que la cantidad de oxalato ingerido o
hecho constitutivamente, y solamente puede necesitar para complementar o suplementar un bajo nive! de capacidad
de reduccién de oxalato en el paciente. Para otras condiciones, puede necesitarse proporcionar mas actividad de
reduccion de oxalato.

Por ejemplo, en la hiperoxaluria primasia (PH), que es una enfermedad genética y una forma mas grave de Ia
hiperoxaluria, los pacientes producen aproximadamente 100-300 mg de oxalato al dia. Los métodos de tratamiento
de la PH y de prevencién de las secuelas de la PH comprenden administrar una cantidad de una composicion
reductora de oxalato que sea eficaz en la reduccion de al menos 100-300 mg de oxalato al dia, o al menos 200 mg
al dia, o 300 mg al dia, c mayor que 300 mg al dia, 6 400 mg a! dia. Ta! régimen de administracion puede ser por
una ruta de administracion oral. Por ejemplo, si es proporcionada por un vehiculo de administracién oral descrito en
el presente texto, que comprende una composicion de bacterias de reduccién de oxalato liofilizadas, ef vehiculo de
suministro oral se puede proporcionar al menos una vez al dia, al menos dos veces al dia, por lo menos tres veces
al dia, por o menos cuatro veces al dia, 6 segiin sea necesario para suministrar una cantidad efectiva de actividad
de reduccion de oxalato.

Los portadores pueden ser materiales secos basados en sdlidos para formulaciones en forma de polvo.

Los vehiculos tipicos para formulaciones secas incluyen trehalosa, maltodextrina, harina de arroz, celulosa
microcristalina (MCC), estearato de magnesio, inosite!, FOS, {cligosacaridos de fructosa), gluco-oligosacaridos
(GOS), dextrosa, sacarosa, y vehiculos similares.

Los vehiculos adecuados incluyen vehiculos acuosos y oleaginosos tales como, por ejemplo, vaselina blanca,
miristato de isopropilo, lanolina o alcoholes de lanoclina, aceite mineral, monooleato de sorbitan, propilenglicol,
aicohol cetilestearilico (juntos o en varias combinaciones), hidroxipropilceluiosa (PM = 100.000 a 1.000.000},
detergentes {por ejemplo, poli{estearato de oxilo) o lauril sulfato sodico) y mezclados con agua para formar una
focién, un gel, una crema o una composicién semi-solida. Otros vehiculos adecuados comprenden emuisiones de
agua-en-aceite o de aceite-en-agua y mezclas de emuisionantes y emolientes con disolventes tales como estearato
de sacarosa, cocoato de sacarosa, diestearato de sacarosa, aceite mineral, propilenglicol, 2-etil-1,3- hexanodiol ,
polioxipropilen-15-estearil éter y agua. Por ejemplo, las emuisiones que contienen agua, estearato de glicerol,
glicerina, aceite mineral, espermaceti sintético, alcohol cetilico, butilparabeno, propilparabeno y metilparabeno son
comercialmente disponibles. También se pueden incluir conservantes en el vehiculo incluyendo metilparabeno,
propilparabeno, alcohol bencilico y sales de etilendiamina tetraacetato. También pueden incluirse en el portador
aromas y/o colorantes bien conocidos. La composicién puede incluir también un plastificante tal como glicerol o
polietilenglico! (PM = 800 a 20.000). La composicion del portador puede variarse, siempre y cuando no interfiera
significativamente con la viabilidad de las bacterias de reduccion del oxalato o las enzimas de reduccion de! oxatato
en la composicion.

Una composicién tipica de esta invencion puede contener ademas cualquiera de los ingredientes inactivos
siguientes: acacia, aspartamo, acido citrico, D & C Amarillo N ° 10, FD & C Amarillo No. 8, saborizante (natural y/o
artificial), polisorbato 80, alginato de propilenglicol , didxido de silicio coloidal, y sacarosa y goma de xantano.

Una composicién también puede comprender los ingredientes inactivos siguientes: aspartamo, beta caroteno, acido
citrico, saborizante (natural y artificial), glicerina, maltol, manitol y metilcelulosa.

En los métodos descritos en el presente texto para elaborar composiciones farmacéuticas de O. formigenes para
administracion oral al tracto gastrointestinal, que comprenden cultivar las bacterias utilizando métodos de
fermentacion conocidos por los expertos en la técnica, opcionalmente congelar las células bacterianas, descongelar
las células congeladas y liofilizar las células bactetianas, opcionalmente mezcladas en una solucion de excipiente,
seguido por el tamizado de las células liofilizadas formando un polvo y proporcionar el polvo en un vehiculo de
suministro para una formulacion farmacéutica.
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La invencidén se refiere ademas a |la administracién al tracto gastrointestinal humano o animal de productos de
degradacion del oxalato o enzimas preparadas a partir de organismos de reduccién de oxalato de tales como células
de O. formigenes o de otras fuentes, o por métodos tales como medios recombinantes. En una realizacion, ias
enzimas de degradacion de oxalato pueden ser purificadas y preparadas en forma de una composicidn farmacéutica
o nutracéutica para e! consumo oral. En una realizacién preferida, estas enzimas se producen por via recombinante.
Las secuencias de ADN que codifican estas enzimas son conocidas por los expertos en la técnica y se describen,
por ejemplo, en el documento WO 98/16632. Estas secuencias, u otras secuencias que codifican proteinas de
degradacion del oxalato, se pueden expresar en un hospedador adecuado. E! hospedador puede ser, por ejemplo,
E. coli o Lactobacilius. E! hospedador transformado incluiria las sefiales adecuadas de regutacion y de transporte. La
proteina expresada puede ser aislada, purificada y administrada como se describe en el presente texto.
Alternativamente, se puede administrar el hospedador recombinante que expresa las proteinas deseadas de
degradacion del oxalato. El hospedador recombinante se puede administrar en una forma bien sea viable o bien no
viable. En oftra realizacion preferida, las enzimas son recubiertas o formuladas o modificadas de alguna otra forma
para proteger las enzimas de manera que no se inactiven en el estdmago, y estén disponibles para ejercer su
actividad de degradacion del oxalato en el intestino delgado. Ejemplos de tales formuiaciones son conocidos por los
expertos en la técnica y se describen, por gjemplo, en la patente de EE.UU. n° 5.286.495.

Las enzimas de degradacion de oxalato como se usa en el presente texto incluyen todas las enzimas implicadas en
las rutas del oxalato e incluyen pero no sin limitarse a ellas, oxalato-oxidasa, oxalato-descarboxilasa, formil-CoA
transferasa y oxalil-CoA descarboxilasa. La oxalato oxidasa se expresa en las plantas superiores y cataliza ia
oxidacion dependiente de! oxigeno de! oxalato a CO; con formacion concomitante de H:0». Las oxalato oxidasas se
han purificado de muchas fuentes, por ejemplo, plantulas raices y hojas de cebada; tallos y hojas de remolacha;
germen de trigo; hojas de sorgo; y piel de banana. Se ha desarrollado un procedimiento rapido de purificacidén de
tres etapas para obtener oxalato oxidasa a partir de las raices de la cebada. El gen que codifica |a oxalato oxidasa
de la raiz de cebada ha sido clonado, secuenciado y expresado.

La oxalato descarboxilasa esta presente principalmente en hongos. Recientemente se ha publicado una oxalato
descarboxilasa bacteriana en B. sublilis y esta codificada por el gen yvrk. Las oxalato descarboxilasas catalizan la
degradacion de oxalato libre a CO; y formiato. Se ha publicado la presencia de esta enzima en varios hongos,
incluidos Myrothecium, verrucaria, ciertas cepas de Aspergillus niger, y el hongo de la pudricién blanca, Coriolus
versicolor. El gen que codifica la oxalato descarboxilasa de Flammulina velutipes ha sido clonado y secuenciado;
véase el documento WO 98/42827.

La oxalil-CoA descarboxilasa es activa en un sustrato activado por CoA y la convierte en formil-CoA. Una formil-CoA
transferasa actla entonces intercambiando formiato y oxalato en CoA. Estas enzimas han sido estudiadas en las
bacterias de degradacion del oxalato, Pseudomonas oxalaticus presentes en el suelo y en Oxalobacter formigenes,
que residen en el tracto gastrointestinal de los vertebrados, incluyendo los seres humanos. Se ha demostrado que
0. formigenes desempefia una relacidon simbidtica con su hospedador regulando la absorcion de acido oxalico en &l
intestino, asi como los niveles de acido oxalico en el plasma. Como resultado de ello se ha encontrado que la
ausencia de esta bacteria es un factor de riesgo en los trastornos relacionados con el oxalato como la urolitiasis de
oxalato calcico idiopatica recurrente y fa hiperoxaluria entérica secundaria a la cirugia de bypass yeyuno-ileal, la
fibrosis quistica y la enfermedad intestinal inflamatoria.

Las patentes que describen diversos enzimas de degradacion del oxalato y los genes que codifican estas enzimas
incluyen fas patentes de EE.UU. n® 5.912.125, n® 6.090.628 y n® 6.214.980. E! término enzima de degradacion de
oxalato incluye, pero no sin limitarse a ellas, oxalato oxidasa, oxalato-descarboxilasa, oxalil-CoA descarboxilasa, y
formit-CoA transferasa, e incluye enzimas que son capaces de interactuar con oxalato o acido oxdlico. Estas
enzimas se pueden derivar de fuentes naturales o se pueden sintetizar usando medios recombinantes conocidos en
ia técnica, e incluyen todos los fragmentos, tales como sitios de union, sitios activos, o fragmentos capaces de
interactuar con oxalato o con acido oxalico. Este término también incluye, pero sin ser limitante, a todos los
cofactores necesarios, coenzimas, metales, o materiales de unidn o sustrato que se necesitan por la enzima en fa
interaccion con oxalato o con acido oxalico. La presente invencion contempla también cualquier compafiero de unidn
de estas enzimas e incluye anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen a las enzimas o interact(an con
ellas.

E! uso de O. formigenes es particutarmente ventajoso porque es un organismo anaerobio que no crece en entornos
de tejido aerdbicos y no produce ninglin compuestos gue sea toxico para los seres humanos o animales. Como una
alternativa a Q. formigenes o a un hospedador recombinante, se pueden utilizar otras bacterias de degradacion del
oxalato, tales como Clostridium, Bacillus subftilis, Pseudomonas, Lactobacilos, Bifidobacterias. Se pueden
administrar enzimas de degradacion del oxalato preparadas a partir de tales bacterias alternativas o bien se puede
administrar todo el microorganismo.

Ademas, todas las realizaciones mencionadas anteriormente son aplicables a animales domésticos, agricolas, o
mantenidos en zooldgicos, que adolecen de ndmeros deficientes, de bacterias de degradacion del oxalato, asi como
a seres humanos. Por ejemplo, pueden administrarse enzimas Yo microorganismos de degradacion del oxalato a
mascotas domésticas, tales como perros, gatos, conejos, hurones, cobayas, hamsters y jerbos, asi como a animales
agricolas, tales como caballos, ovejas, vacas y cerdos, o animales silvestres mantenidos para cria, como las nutrias
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de rio. Muchos animales que son capaces de reduccién del oxalato pierden su capacidad cuando son capturados.
La presente invencidn comprende métodos y composiciones para restaurar la actividad de reduccién del oxalato
perdida o reducida. Un aspecto de la presente invencidon comprende el tratamiento de animales recuperados de la
naturaleza que han perdido o han disminuido la actividad de reduccion de oxalato con !las composiciones que se
ensefan en el presente texto.

La presente invencion comprende composiciones y usos para la administracion de composiciones gue comprenden
una o mas bacterias de degradacion de! oxalato, una 0 mas enzimas, o combinaciones de bacterias y enzimas, en &l
tracto gastrointestina! humano o animal. Tales composicicnes y useos son efectivos en la reduccion de la cantidad y/o
la concentracion de oxalato presente. Tales usos y composiciones son efectivos en el tratamiento vy la prevencion de
condiciones relacionadas con el oxalato. Un aspecto de la presente invencion comprende composiciones y métodos
para la introduccion de enzimas de degradacion del oxalato en ef tracto gastrointestinal de un ser humano o animal.
La presente invencion comprende usos para e! suministro de una 0 mas enzimas de degradacién del oxalato al
tracto gastrointestinal de un ser humano o animal en forma de composiciones de vehiculos farmacéuticas y/o
nutracéuticas. Tales enzimas incluyen, pero no sin limitarse a ellas, oxalato oxidasa, oxalato-descarboxilasa, oxalil-
CoA descarboxilasa, y formil-CoA transferasa. Estas enzimas pueden ser derivadas de fuentes conocidas por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, la enzima vegetal oxalato oxidasa {OXO) puede ser purificada a partir de
plantulas de cebada, y la oxalato descarboxilasa se puede purificar a partir de fuentes bacterianas o fungicas.

Alternativamente, se pueden derivar enzimas de degradaciéon del oxalato por medios recombinantes. Por ejemplo,
medios recombinantes tales como la clonacién, la expresion y la purificacion, se pueden utilizar para obtener
enzimas de reduccion de oxalato, por ejemplo la enzima oxalato descarboxilasa de B. subtifis. Tales métodos
recombinantes son conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, se describe en general la clonacion y
expresidén del gen de oxalato-descarboxilasa de B. subiilis (YvrK): El gen de la proteina oxalato descarboxilasa
{YvrK) ha sido clonado en el plasmido pET-9a y el pET-14b (Novagen, WI), bajo el control de un fuerte promotor del
bacteriéfago T7, para la sobre-expresion en forma de proteina citosolica soluble. El hospedador de la expresion era
la cepa de E. cofi BL 21 (DE3) pLysS, un lisbgeno ADE3 deficiente en proteasas y que contiene una copia
cromosomica del gen de la T7-RNA polimerasa bajo el control de lacUV5. Ademas, esta cepa lleva un plasmido
compatible con pET que codifica la lisozima de T7, una enzima bifuncicnal que corta un enlace en la capa de
peptidoglicano de la pared celular e inhibe la T7 RNA polimerasa. Esto permite mayor control de |a expresion basal
no inducida y permite el uso de métodos que rompen la membrana interna, tales como congelacién-descongelacion,
o detergentes suaves, etc) para lisar la célula eficientemente. La expresion del producto génico se induce mediante
la adicion de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG). En consecuencia, un aspecto de la presente invencion
comprende métodos que comprenden la administracién de enzimas de degradacion del oxalato que han sido
producidas por un microorganismo recombinante. Se puede utilizar una diversidad de vectores de expresién y
hospedadores para producir enzimas de degradacion del oxalato como proteinas recombinantes, y tales métodos
son conocidos por los expertos en la técnica.

Otro aspecto de la presente invencion comprende usos para la reduccion de |a absorcién de oxalato suministrando
bacterias de degradacién del oxalato al tracto gastreintestinal de un ser humano o animal. Tales bacterias pueden
incluir, pero sin limitarse a ellas, Oxalobacter formigenes, Clostridium, Lactobacilos, Bifidobacterias y Pseudomonas.
Se ha aislado O. formigenes a partir de muestras fecales humanas y se ha clonado a través de la seleccion de
colonias individuales. Esto incluye el material aislado HC-1, que fue originaimente obtenido por Ixion Biotechnology
en 1996 por el Dr. Milton Allison. Por ejemplo se puede usar materia! congelado de cepa humana HC-1. Los
métodos de la presente invencion comprenden el enriquecimiento de los intestinos con una o mas especies de
bacterias de degradacién del oxalato, la reduccion global del oxalato en el contenido intestinal, reduciendo la
absorcion de oxalato en el intestino, la reduccion de la concentracion de oxalato en la sangre y en los fluidos renales
y la reduccion de los efectos deletéreos en el organismo debidos a la presencia de oxalato.

En consecuencia, un aspecto de la presente invencién comprende composiciones y usos para el suministro de
bacterias reductoras de oxalato y enzimas de degradacion de oxalato que pueden reducir el oxalato al tracto
intestinal de personas que tienen un riesgo incrementado de enfermedades y/o condiciones relacionadas con el
oxalato. Tales enfermedades y condiciones incluyen, pero no se limitan a las mismas, hiperoxaluria, hiperoxaluria
primaria, enfermedad idiopatica de calculos renales de oxalato célcico (urolitiasis), hiperoxaluria entérica, vulvodinia,
oxalosis asociada con enfermedad renal en fase final, trastornos de la conductancia cardiaca, enfermedad intestinal
inflamatoria, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, personas que han sido sometidas a cirugia de bypass yeyuno-
ileal, personas que tienen concentraciones insuficientes de bacterias de degradacion del oxalato, y otros estados de
enfermedad entérica. Los seres humanos y los animales que han sido sometidos a tratamiento con antibidticos,
tratamiento de quimioterapia u otros tratamientos que cambian la flora intestinal, se tratan con las composiciones y
métodos de |a presente invencion. La presente invencion se usa para restaurar la capacidad de reduccion de oxalato
a los seres humanos o animales con !a flora intestinal cambiada. Ef aumento de los niveles de excrecién urinaria de
oxalato favorece la formacion de caiculos renales, contribuyen a la cicatrizacion renal, & incluso puede tener por
resultado insuficiencia renal. En consecuencia, un aspecto de la presente invencion comprende composiciones y
usos para reducir la formacion de calculos renales. .

1
Una reduccién en las concentraciones globales de oxalato en los intestinos puede llevar también a la eliminacién de
oxalato de las células y de la circulacion general. Mas especificamente, una reduccion de la concentracion de
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oxalato en los intestinos puede lievar también al aumento de la secrecion de oxalato en el intestino desde la sangre.
Sin énimo de vingulacion con ninguna teoria en particular, actualmente se cree que hay un gradiente transepitelial
para la eliminacién entérica de oxalato. En consecuencia, un aspecto de la presente invencion comprende
composiciones y métodos para reducir los niveles en sangre de oxalato y aumentar la excrecidon de oxalato
favoreciendo la excrecion de oxalato a partir de la sangre a través de un gradiente transepitelial de oxalato de la
excrecién de oxalato del colon. Un método de la presente invencidn comprende proporcionar a los intestinos de un
ser humano o animal una composicién para reducir la concentracién o el nivel de oxalato de un ser humano o
animal. Tal disminucion puede comprender fa disminucidn de la cantidad de oxalato que se encuentra en los
intestinos, en la sangre, en el suero, en los fluidos tisulares, y en otros fluidos corporales.

Una composicion de la presente invencion comprende una pasta de Q. formigenes preparada para la administracién
oral. Para cada lote de pasta de O. formigenes, se usa un solo vial madre de HC-1 para generar un cultivo de
siembra con el fin de iniciar el desarrollo en fermentacidn de produccién a gran escala. Las bacterias de cada
fermentacion se recolectan mediante centrifugacion y se mezclan con excipientes crioprotectores, que proporcionan
proteccién contra la liofilizacion. La pasta cefular puede ser también sometida a liofilizacion, o secado por
pulvenzacnon o secado al vacio, lo que tiene por resultado un polvo fino que tiene una potencia en ¢l intervalo de
10" a 10° ufc/gramo.

Las composiciones de la presente invencion comprenden composncnones preparadas a partlr de extractos de una o
mas bacterias de reduccson de oxalato en el intervalo de 10 a 10'"? ufcigramo, de 10° a 10" ufc/gramo, de 10° a
10" ufc/gramo, de 10° a 10" ufc/g, de 107 a 10° ufc/g, de 107 a 10° ufc/gramo y todos los intervalos entre estos.

En el presente texto se describen también composiciones que comprenden uno o mas enzimas gue tienen actividad
para la reduccion de oxalato. Un aspecto de la invencion comprende la administracién de una cantidad efectiva de
una composicién enzimatica al tracto gastrointestinal de un ser humano o animal. Una cantidad efectiva de una
composicidn enzimatica es capaz de reducir una porcidn de oxalato en los intestinos o hacer disminuir la
concentracion de oxalato en un ser humano o animal desde el nivel medido antes de administrar la composicién.
Dicha medida puede ser una medida del oxalato presente en el intestine a partir de fuentes alimenticias o puede ser
un nivef medido en un fluido corporal como la sangre o la orina.

La presente invencidn comprende usos para tratar o prevenir condiciones relacionadas con el oxalato mediante la
administracion de composiciones que contienen O. formigenes al tracto gastromtest:nal de un ser humano o animal.
Se puede administrar a los sujetos capsulas entéricas que contienen 2 10° ufc/ g de células viables de O.
formigenes. Tal dosificacion puede ocurrir al menos dos veces al dfa con las comidas. La presente invencién
comprende también usos para la administracion de composiciones de reduccion de oxalato que comprenden uno o
mas microorganismes de reduccion de oxalato, una o mas enzimas reductoras del oxalato o combinaciones de los
mismos. Un uso de la presente invencion comprende la administracién al menos una vez al dia de una cantidad
eficiente de una composicion de reduccidn de oxalato en el gque la composicién de reduccion de oxalato comprende
una o mas enzimas reductoras del oxalato. Los usos incluyen también la administracién de tales composiciones mas
de una vez al dia, mas de dos veces al dia, mas de tres veces al dia y en un intervalo de 1 a 15 veces al dia. Tales
administraciones pueden ser continuadamente, como todos los dias durante un periodo de dias, semanas, meses 0
afos, o pueden ocurrir en momentos especificos para tratar o prevenir enfermedades relacionadas con el oxalato.
Por gjemplo, se pueden administrar a una persona o un animal composiciones reductoras de oxalato por lo menos
una vez al dia durante afios para tratar o prevenir las condiciones relacionadas con el oxalato o se puede administrar
a una persona o animal composiciones reductoras de oxalato al menos una vez al dia sélo en los momentos en los
que se ingieren alimentos que contienen oxalato, o por un periodo de tiempo restringido, tal como dias o semanas,
después de procedimientos o tratamientos que interfieren con la flora bacteriana normal. Tal administraciéon puede
ocurrir a través de vias conocidas para la administracion de productos farmacéuticos. La administracion a través de
las vias oral o intestinal, o en combinacion con materiales alimenticios, se contemplan en la presente invencién.

También se describe en el presente texto un sistema terapéutico para reducir el oxalato, que comprende un
recipiente que comprende la etiqueta y una composicidn terapéutica de acuerdo con la presente invencién, en donde
dicha etiqueta comprende instrucciones para el uso de la composicion para la reduccién del oxalato.

Tipicamente, el sistema esta presente en forma de un pagquete gue contiene una composicién terapéutica de esta
invencién, o en combinacion con material de envasado. El material de envasado in¢luye una etiqueta o instrucciones
para el uso de los componentes del paguete. Las instrucciones indican el uso que se contempia del componente de
envase como se describe en el presente texto para los métodos o composiciones de Ia invencidn. Por ejemplo, un
sistema puede comprender una o mas dosis unitarias de una composicion terapéutica de acuerdo con fa invencion.
Alternativamente, el sistema puede contener cantidades a granel de una composicion terapéutica. La etiqueta
contiene instrucciones para usar la composicion terapéutica en forma de dosis unitaria o bien formas a granel segin
sea o apropiado, y puede incluir informacion relativa al almacenamiento de la composicién, indicaciones de la
enfermedad , dosificaciones, vias de administracién e informacion de este tipo.

La presente invencion comprende composiciones farmacéuticas y usos para la reduccion del oxalato en los seres
humanos y los animales. Una composicién para reducir una concentracién de oxalato en un ser humano o animal
comprende un vehiculo de suministro oral que comprende una composicion reductora de oxalato gue comprende a)
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de 0,5% a 95% de una bacteria de reduccién de oxalato; b) de 0,1% a 50 % de un disacarido; ¢) de 3% a 85% de
una maltodextrina; d) de 0,5% a 25% de un alginato, y e) de 1,0% a 60% de una oligofructosa. La composicion
puede comprender un vehiculo de suministro oral.

Las composiciones pueden comprender bacterias reductoras de oxalato, esto es Oxafobacter formigenes,
Pseudomonas, Clostridium, Lactobacilos, Bifidobacterias, o una bacteria transformada con uno o mas vectores que
comprenden secuencias de polinucledtidos exdgenos o endégenas que codifican enzimas reductoras de oxalato, o
composiciones en las que las bacterias de reduccion del oxalato es Oxalobacter formigenes, o composiciones en las
que las bacterias de reduccién del oxalato es Oxalobacter formigenes cepa HC1. Las composiciones de reduccion
del oxalato pueden comprender un polvo liofilizado. E! poivo puede tener un tamafio de particula de 10 micrometros
a 2.000 micrémetros, ¢ de 100 micrémetros a 1.000 micrometros, o de de 500 micrémetros a 1.500 micrometros, o
de 500 micrémetros a 1.000 micrémetros, de 500 a 1.500 micrometros, o cualquier intervalo dentro de éstos o
proximo a los mismos.

La composicion puede comprender el disacarido, trehalosa, o en el que el alginato es alginato sodico. La
composicion de reduccion de oxalato puede tener un valor de ufc/g de, at menos, 1 E+03 a1 E+13 de bacterias de
reduccion de oxalato, la composicion de reduccion de oxalato puede tener una actividad de reduccion enzimatica de
oxalato/g de, al menos, 2 mg de oxalato degradado/h a 2.500 mg de oxalato degradado/h.

Una composicién para reducir la concentracion de oxalato en un ser humanc o animal puede comprender un
vehiculo de suministro orai que comprende una composicion de reduccion de oxalato que comprende una
composicion que comprende un vehiculo de suministro que comprende una composicién que comprende, a) de 3%
a 25% de bacterias de reduccion de oxalato; b) de 1,5% a 6% de un disacarido; c) de 45% a 60% de una
maltodextrina; d) de 4% a 6% de un aiginato, y e) de 20 % a 35% de una oligofructosa.

Una composicion para la reduccion del oxalato comprende una cantidad efectiva de actividad de educcion de oxalato
que reduzca una porcidn de oxalato presente que comprende a) de 0,5% a 95% de bacterias viables de reduccion
de oxalato liofilizadas; y b) de 95 % a 0,5% de un excipiente farmacéuticamente aceptable, y comprende ademas un
vehiculo farmacéutico de suministro. Ei vehiculo farmacéutico de suministro puede comprender un polvo. Una
cantidad efectiva de actividad de reduccion de oxalato puede ser proporcionada por bacterias de reduccion de
oxalato que pueden ser Oxalobacter formigenes, Pseudomonas, Clostridia, Lactobacilos, Bifidobacterias, o una
bacteria transformada con uno o mas vectores que comprenden secuencias de polinuciettidos exdgenos o
enddgenos que codifican enzimas reductoras de oxalato, que puede ser Oxalobacter formigenes, o que puede ser
cepa HC1 de Oxalobacter formigenes. La composicion puede proporcionarse en forma de polvo liofilizado. El polvo
puede tener un tamafio de particula de 10 micrdmetros a 2.000 micrometros, o de 100 micrémetros a 1.000
micrémetros, o de 500 micrometros a 1.500 micrometros, o de 500 micrémetros a 1.000 micrémetros, 500 a 1.500
micrometros, o cualquier intervalo dentro de éstos o proximo a los mismos. La composicion de reduccion de oxalato
puede tener un valor de ufc/g de, al menos, aproximadamente 1 E+03 a aproximadamente 1 E+13 de bacterias de
reduccion de oxalato. La composicidn reductora de oxalato puede tener una actividad enzimatica de reduccion de
oxalato de, al menos, 2 mg de oxalato degradado/h a 2.500 mg de oxalato degradado/h.

Los usos de la presente invencion comprenden reducir las concentraciones de oxalato en los seres humanos y los
animales, tratar condiciones de oxalato en seres humanos y animales, prevenir condiciones de oxalato en seres
humanos y animales, y preparar composiciones de reduccion de oxalato. La presente invencion comprende tambien
sistemas para fa reduccion de oxalato. Un uso para reducir la concentracion de oxalato en un ser humano o animal
comprende administrar a un ser humano o animai una cantidad efectiva de una composicion que comprende un
vehiculo de suministro que comprende una composicion de reduccién de oxalato que comprende, a) de 0,5% a 95%
de bacterias de reduccion de oxalato; b) de 0,1% a 50% de un disacarido; ¢) de 3% a 85% de una maltodextrina; d)
de 0,5% a 25% de alginato, y €) de 1,0 % a 60% de una oligofructosa. El vehicuio de suministro es un polvo. Las
bacterias de reduccién de oxalato pueden ser Oxalobacter formigenes, Pseudomonas, Clostridium, Lactobacilos,
Bifidobacterias, o una bacteria transformada con uno o mas vectores que comprenden secuencias de polinucledtidos
exagenos o endogenos que codifican enzimas reductoras de oxalato, puede ser Oxalobacter formigenes, o puede
ser |la cepa HC1 de Oxalobacter formigenes. La composicién puede proporcionarse en forma de un polvo liofilizado.
E! polvo puede tener un tamafio de particuia de 10 micrometros a 2.000 micrémetros, o de 100 micrometros a 1.000
micrémetros, o de 500 micrometros a 1.500 micrémetros, o de 500 micrometros a 1.000 micrémetros, de 500 a
1.500 micrometros, o cualquier intervalo dentro de éstos o proximo a los mismos. La composicion puede comprender
el disacarido, trehalosa, © en donde el alginato es alginato sodico. La composicion de reduccion de oxalato puede
tener un valor de ufc / g de, al menos, de aproximadamente 1 E+03 a aproximadamente 1 E+13 de bacterias de
reduccién de oxalato, la composicion reductora de oxalato puede tener una actividad enzimatica de reduccion de
oxalato de, al menos, 2 mg de oxalato degradado/h a 2.500 mg de oxalato degradado/hr, administrada por vias de
administracién oral.

Los usos pueden .comprender también prevenir una condicién relacionada con oxalato que comprende la
administracién de las composiciones ensefiadas en el presente texto. Tales usos pueden comprender también el
tratamiento de una condicién relacionada con el oxalato que comprende administrar las composiciones ensefiadas
en el presente texto. Las condiciones refacionadas con ef oxalato incluyen, pero sin limitarse a ellas, hiperoxaluria,
hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopatica de calculos renales de oxalato céicico (urolitiasis), hipefoxaluria
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entérica, vulvodinia, oxalosis asociada con la enfermedad renal en fase final, trastornos de conductancia cardiaca,
enfermedad intestinal inflamatoria, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, esteatorrea, pacientes que han sido
sometidos a cirugia gastrointestinal, tal como la cirugia de bypass yeyuno-ileal, o que han sido sometidos a
tratamiento con antibidticos. Los usos incluyen la administracién de las composiciones gue se ensefian en este
documento mas de una vez al dia durante un periodo de tiempo que alcanza hasta que se reduce el nive! suficiente
de oxalato o indefinidamente para controlar continuamente los niveles de oxalato. Un uso comprende prevenir una
condicion relacionada con el oxalato que comprende la administracidn a un ser humano o animal de una cantidad
efectiva de la actividad reductora de oxalato que reduzca una porcién del oxalato presente, que comprende a) de
0,5% a 95% de bacterias reductoras de oxalato viables liofilizadas; y b) de 95% a 0,5% de un excipiente aceptable
farmacéuticamente, y que comprende ademas un vehiculo farmacéutico de suministro. El vehiculo farmacéutico de
suministro puede comprender un polve. Las bacterias de reduccién de oxalato pueden ser Oxalobacter formigenes,
Pseudomonas, Clostridium, Lactobacilos, Bifidobacterias, o una bacteria transformada con uno ¢ mas vectores que
comprenden secuencias de polinucledtidos exdgenos o endégenos que codifican enzimas reductoras de oxalato,
pueden ser Oxalobacter formigenes, o pueden ser cepa HC1 de Oxalobacter formigenes . La composicién se puede
proporcionar como un polvo liofilizado. El polvo puede tener un tamafio de particula de 10 micrometros a 2.000
micrémetros, o de 100 micrometros a 1.000 micrémetros, o de 500 micrémetros a 1.500 micrometros, o de 500
micrémetros a 1.000 micrémetros, de 500 a 1.500 micrémetros, ¢ cualguier intervale dentro de éstos o préximo a los
mismos. La composicion puede comprender el disacarido, trehalosa, o en el que el alginato es alginato sadico. La
composicién de reduccién de oxalato puede tener un valor de ufc/g de, al menos, 1 E+03 a 1E 1 E+13 de bacterias
de reduccién de oxalato, la composicion reductora de oxalato puede tener una actividad enzimatica de reduccién de
oxalato/g de al menos 2 mg de oxalato degradado/h a 2.500 mg de oxalato degradado/h. La composicion puede
administrarse por vias de administracion orales. Las condiciones relacionadas con el oxalato que se pueden tratar o
prevenir incluyen hiperoxaluria, hiperoxaluria primaria, enfermedad idiopatica de calculos renales de oxalato calcico
(urolitiasis), hiperoxaluria entérica, vulvodinia, oxalosis asociada con enfermedad renal en fase final, trasternos de 1a
conductancia cardiaca, enfermedad intestinal inflamatoria, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, esteatorrea,
pacientes gue han sido sometidos a cirugia gastrointestinal tal como la cirugia de bypass yeyunoileal, o que han sido
sometidos a tratamiento con antibidticos.

Los métodos para preparar una composicion farmacéutica reductora de oxalato, comprenden proporcionar bacterias
de reduccién de oxalato en una concentracion de al menos 1 E+03 a 1 E+13; opcionalmente mezclar las bacterias
reductoras de oxalato con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables; liofilizar las bacterias; y cargar o
proporcionar las bacterias en un vehiculo farmacéutico de suministro. Tales excipientes pueden comprender uno o
mas de los componentes disacarido, maltodextrina, alginato u oligofructosa. Las bacterias de reduccién de oxalato
pueden ser Oxalobacter formigenes, Pseudomonas, Clostridia, Lactobacilos, Bifidobacterias, ¢ una bacteria
transformada con uno o mas vectores que comprenden secuencias de polinucledtidos exégenos ¢ enddgenos que
codifican enzimas reductoras de oxalato, pueden ser Oxalobacter formigenes, o pueden ser la cepa HC1 de
Oxalobacter formigenes. El vehiculo de administracién farmacéutica puede ser un polvo.

Se ha de hacer observar gue, como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las formas
non

singulares "un”, "una”, "el" y "1a" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto dicte claramente otra cosa
distinta.

Los siguientes son ejemplos que ilustran procedimientos para la practica de la invencion.
Ejemplol
Tratamiento de pacientes de alto riesgo.

Pacientes con hiperoxaluria primaria fueron alimentados con cdpsulas con recubrimiento entérico que contiengn
polvo liofilizado de O. formigenes dos veces al dia preferiblemente con sus dos comidas principales del dia. Cada
capsula de tamafio 2 contenia aproximadamente 137 myg de polvo a granel liofilizado que contiene al menos 10°
unidades fermadoras de colonias {ufc)/gramo.

Para los sujetos de alto riesgo que esto puede ser un tratamiento para toda la vida. Los sujetos de los estudios
clinicos mostraron gque la colonizacidn descendié cuando se detuvo el tratamiento. En el estudio clinico, el
tratamiento se hizo durante 4 semanas y hubo un seguimiento de dos semanas. El tratamiento de 4 semanas tuve
por resultado una disminucién significativa de los niveles de oxalato en sangre y en orina en comparacién con los
niveles de la linea base. Pero durante el periodo de seguimiento, los recuentos de condes de Oxalobacter en las
heces disminuyeron y los valores de oxalato en plasma y orina comenzaron a aumentar. Asi pues, se propone que
sera necesaria la alimentacién continua de composiciones reductoras de oxalato para proporcionar las condiciones
de un oxalato reducido. Las composiciones gue comprenden bacterias que pueden colonizar y establecerse de
forma continua en el intestino podrian conducir a la necesidad de menos administraciones de composiciones
reductoras de oxalato.

Las capsulas con recubrimiento entérico de células de O. formigenes pueden ser ingeridas por poblaciones de
pacientes con alto riesgo de enfermedad relacionada con el oxalato. Estos incluyen:
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1. Personas que producen demasiada cantidad de oxalato endégeno debido, por ejemplo, a un defecto
genético como la hiperoxaiuria primaria.

2. Personas en riesgo de urolitiasis con elevado oxalato urinario debido a una enfermedad enterica
{hiperoxaluria entérica).

3. Personas que tienen un historial de urolitiasis con miitiples episodios de enfermedad idiopatica de calcutos.
4, Personas con altos niveles de oxalato en el suero debido a una enfermedad renal en fase final.

5. Perscnas con vestibulitis vulvar.

6. Las personas que tienen dietas con alios niveles de oxalato, tales como se encuentran en ciertas areas y

épocas de la India y de Arabia Saudi. Esto también inciuiria a fos individuos que prefieren alimentos como la
espinaca, que son altos en oxalato.

A cualquiera de las personas o de los animales descritos anteriormente se les proporciona una composicion de fa
presente invencion. Por ejemplo, una perscna con niveles de oxalato endégenos mas altos que los nomales es
tratada dos veces al dia, con una capsula diseftada para el suministro de su contenido al intestino grueso, en donde
la capsula contiene aproximadamente 10° ufc de O. formigenes. La capsula preferilemente se administra con el
alimento.

Ejemplo 2.
Tratamiento de pacientes de bajo riesgo:

Las células de Q. formigenes con proteccién entérica, tal como se proporcionan en capsulas con recubrimiento
entérico, pueden también ser ingeridas por los individuos de las poblaciones de menor riesgo de enfermedad
relacionada con el oxalato. Serfa de desear colonizar estos pacientes con une o dos tratamientos que comprenden
composiciones de materiales reductores de oxalato, tales como bacterias reductoras de oxaiato. Estos pacientes
podrian también recibir rutinariamente tratamientos de materiales de reduccion de oxalato, bien sea como
suplementos o bien como adiciones a alimentos tales como la leche o ef yogur. Estos incluyen:

1. Personas que han perdido poblaciones de bacterias de degradacion del oxalato normales debido a
tratamientos con antibiéticos orales o episodios de enfermedad diarreica.

2. Los lactantes pueden ser inoculados para que una poblacion protectora normal de Oxalobacter sea
establecida mas facilmente que en el caso de hacerlo mas adeiante, cuando funcicnan los principios de exclusion
competitiva.

Las personas o animales que tienen riesgo bajo son tratados dos veces al dia, con una capsuTIa disefiada para el
suministro de su contenido en el intestino grueso, en donde la capsula contiene al menos 10° ufc de unc o mas
organhismos de reduccion de oxalato, tales como O. formigenes. La capsula se administra preferiblemente con
alimento.

Ejemplo 3
Uso de enzimas de degradacion del oxalato procedentes de Oxalobacter formigenes para controlar la hiperoxaluria.

Se realizd un estudio para evaluar la eficacia de las enzimas de degradacion del oxalato procedentes de
Oxalobacter formigenes para el control de |a hiperoxaiuria.

Animales utilizados; Ratas macho Sprague Dawley: BW 250-300 g
Dietas empleadas: Dieta narmal (ND): Harlan Teklad TD 89222; 0,5% Ca, 04% P

Farmaco usado: mezcla liofilizada de lisado de Oxalobacter formigenes (fuente de enzimas) con oxalil CoA, MgClz y
TPP.

Sistema de suministro de farmaco (capsulas): capsulas de tamafo 9 para estudios preclinicos en ratas (Capsu-GEl).
Revestimiento entérico Eudragit L-100-55 (Hulls America, Inc.). Recoleccion de orina basal de 24 horas. Analisis
fecal de Oxalobacter formigenes — Ias ratas no fueron colonizadas con Oxafobacter formigenes.

Protoceolo experimental:
A. Estudios a largo plazo:

Protocolo de animaies: .
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Grupo | (n = 4): alimentados con la dieta de oxalato con lisado. Las ratas recibieron dos capsulas todos los dias a las
16:00 y la dieta de oxalato durante la noche. La dieta fue eliminada durante el dia {de 8:00 a 16:00)

Grupo Il (n = 4): alimentados con dieta de oxalato como se describe para e! Grupo | (controles hiperoxaluricos).
Muestras de orina de 24 h fueron recogidas el Dia 7 y el Dia 8 del tratamiento anterior.

Los datos acerca de la concentracion media de oxalato en orina para los dos grupos de ratas que se muesiran
anteriormente indicaron que la alimentacion de lisado de Oxalobacter hizo disminuir la concentracion de oxalato en
orina en las ratas del Grupo | en comparacion con los controles hiperoxaliricos (Grupo ll). Las enzimas no pueden
ser activas durante mucho tiempo en &l tracto gastrointestinal; por consiguiente se llevaron a cabo estudios a corto
plazo como se describe a continuacion.

B. Estudios a corto plazo:
Protocolo de animales:

Grupo | (n = 4): Alimentacion 1 capsula a las 8:00; oxalato de la dieta durante dos horas (las ratas se mantuvieron en
ayunas durante !a noche para que coman bien durante este periodo) y 1 capsula a las 10:00.

Grupo |l (n = 4): La dieta de oxalato por dos horas como para el Grupo |.

Se recogid la orina de todos los animales durante el siguiente periodo de cinco horas y se analizaron para la
concentracion de oxalato.

Esto se realizd en los dias 11, 12 y 15 de este estudio.

Los resultados de este estudio indican que la alimentacion del lisado de Oxalobacter produce una disminucion
significativa en los niveles de oxalato en orina en un periodo de 5 horas después de la administracion de oxalato y
farmaco en las ratas del Grupo | en comparacion con el grupo de control hiperoxaldrice (Grupo I!). En este punto, se
llevd a cabo un estudio cruzado entre los dos grupos de ratas.

C. Estudios cruzados (Cross-Over):
Protocolo de animales:
Grupo |: Alimentados con dieta de oxalato dos veces al dia a las 8:00-10:00 y a las 15:00 -17:00

Grupo II: Alimentados con 1 cdpsula dos veces al dia antes de alimentar con la dieta de oxalato como para el Grupo
I

Los estudios a corto plazo para el efecto de la alimentacion de lisado de Oxalobacter sobre los niveles de oxalato en
orina se realizaron como se describe en la Seccion B anterior en el dia 2 y el dia 5 después del cruzamiento,

Los estudios cruzados muestran que las ratas previamente hiperoxalaricas de! Grupo Il, que fueron alimentadas con
el lisado de Oxalobacter, mostraron una disminucion de los niveles de oxalato en la orina. En cambio las ratas del
Grupo-| revertieron a la hiperoxaluria tras la retirada del farmaco.

Ejemplo 4
Tratamiento con células de Oxalobacter formigenes a ratas.

Se realizd un estudio para evaluar e! destino del oxalato de la dieta cuando se incluyen células de Oxalobacter
formigenes en la dieta.

Metodos:

Ratas Wistar macho se alimentaron con una dieta normal de calcio (1%), alta en oxalato q0,5%), 0 una dieta baja en
calcio (0,02%), alta en oxalato (0,5%) durante dos experimentos distintos. Se administro “C-oxalato (2,0 pCi) el dia
1 y de nuevo el dia 7 del estudio. Células de Oxalobacter formigenes (380 mg/d) se administraron al agua de bebida
de la rata en los dias 5-11. Se midio el destino del "*C procedente del oxalato basandose en ef analisis de "C en las
heces, 1a orina y el aire expirado. Las ratas sirvieron de autocontroles y las medidas durante el periodo de control
(antes de alimentar las células de Oxalobacter) se hicieron durante los dias 1-4; durante el periodo experimental
(cuando se alimentaron las células bacterianas) las medidas se realizaron en los dias 7-11.

Resultados:

1. Cuando1|as ratas se alimentaron con la dieta normal de calcio (1%), se recuperd menos del 1% de la dosis
administrada de 'C procedente del oxalato en el aire expirado (como diéxido de carbono producido a partir de “c
oxalato en el intesting, absorbido en la sangre y, después expirado) sin embargo en todos los casos se recuperd
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mas C durante el periodo en ef que las ratas fueron alimentadas con células de Oxalobacter (Fig. la). Esto esta en
contradiccion con fos resultados obtenidos cuando la dieta era baja en calcio (0,02%) cuando mas del 50% del e
del oxalato fue recuperado como didxido de carbono en el aire expirado durante el periodo experimental cuando las
ratas fueron alimentadas con céiulas Oxalobacter (Fig. 1b). Estos resultados son sorprendentemente diferentes de
las cantidades muy bajas de "C (menos de 5%) recuperadas durante el periodo de control (antes de la alimentacion
de células de Oxalobacter). Asi pues la alimentacion con las células Oxalobacter formigenes a las ratas aumentd
notabiemente la cantidad de oxalato de la dieta que se degradd en el tracto intestinal.

2. La alimentacion con células de Oxalobacter también hizo disminuir la cantidad de "C-oxalato que fue excretada
en la orina. Los valores para una re coleccién de 4 dias durante los periodos tanto de control como experimental y
para un nico dia en cada uno de estos periodos se muestran en las figuras 2a y 2b respectivamente. Las
cantidades de oxalato recuperadas en las heces de rata también fueron durante el periodo experimental (cuando se
alimentaron las células de Oxalobacter) menores que las encontradas para el periodo de contro! (Fig. 2c).

La mayoria de las ratas de laboratorio no llevan Oxalobacter en su tracto intestinal (no estan colonizadas). Los
presentes resultados indicaron gue la administracion deliberada de estas bacterias de degradacion del oxalato a las
ratas hizo que una gran porcion del oxalato de la dieta se degrade y que en consecuencia se excretase en la orina
menos oxalato de la dieta.

Los efectos del calcio de [a dieta en la degradacion del oxalato son notables. El calcio se compleja con oxalato de
forma que su solubilidad y su disponibilidad para el atague por Oxalobacter son limitadas y la cantidad gue se
degrada cuando las ratas se alimentan con una dieta alta en caicio es mucho menor que las cantidades degradadas
cuando el calcio en la dieta es bajo.

Ejemplo &.
Efecto de la alimentacion de O. formigenes sobre la excrecion de oxalato en la orina en cerdos.

Los cerdos son colonizados naturaimente con Oxalobacter. La descolonizacion se consiguié en cerdos
experimentales medianie la suplementacion de la dieta con antibidticos. Los cerdos fueron alimentados con
Oxalobhacter en caldo de cultive, que era consumido con facilidad. Los cerdos fueron alimentados con un pienso
basado en soja/maiz suplementado con 1.300 mg de oxalato/kg. La dieta basa! contenia 680 mg de oxalato/kg. Los
resultados se muestran en las FIGS. 3a-¢ para tres cerdos individuales.

En los tres cerdos el oxalato en la orina se redujo drasticamente durante el consumo de Oxalabacter. El nivel de
excrecion de oxalato en estos cerdos disminuyd a un minimo de aproximadamente 6 mg/g de creatinina en los tres
cerdos. Esto se ha de comparar con un nivel de 8-10 mg/g de creatinina que se ha observado en seres humanos
gue toman dietas de formula libre de oxalato. Este nivel se equipara con la sintesis enddgena en los seres humanos
cuando la carga dietética ha sido eliminada. Parece que este nivel refleja la sintesis endogena en cerdos y que la
absorcian intestinal ha sido eliminada por el tratamiento con Oxalobacter. Ademas, estos resultados indican que el
Oxalobacter ingerido fue capaz de eliminar tanto el oxalato cristalino afiadido como el oxalato transmitido por los
alimentos gue era biodisponible.

En este experimento, cada cerdo fue alimentado con 1,0 g de pasta de células con la comida de la mafiana. A un
valor de ODgop de 0,6, recuento de células viables es 2,1 x 10° células/ml, que se extrapolaa 2,1 x 10" célutas por
100 L. E! funcionamiento del fermentador de 100 L proporciona como promedio de £0-80 g de peso himedo de
células. Por consiguiente, 1 g de peso humedo de células es aproximadamente 3,5 x 10" células viables.

La dosis de 3,5 x 10" células viables como se ha indicado anteriormente podria eliminar la absorcion intestinal de
alrededor de 2,0 g de oxalato presente por kg de dieta (1.300 mg de oxalato afiadido + 680 mg presentes en la
dieta). Los animales consumieron 1 kg de dieta por comida.

E! peso carporal de los cerdos es de aproximadamente 90 kg. y se cree que el sistema digestivo de los cerdos es
muy parecido al de los seres humanos. En los seres humanos el consumo medio diaric de oxalato es de
aproximadamente 100-400 mg dependiendo de la composicion de la dieta, que también se divide en tres comidas al
dia, por consiguiente como promedio una dosis diaria de 10% a 10'® células viables serian suficientes para prevenir la
absorcion dietética de oxalato.

Ejemplo 6

Efecto de la suplementacion con O, formigenes sobre la excrecién de oxalate en la orina en ratas alimentadas con
dieta alta en oxalato.

Se realizo un estudio para determinar el efecto de la formulacion {xOC-3 sobre el estatus de colonizacion y los
niveles de oxalato en la orina después de una dieta de alto contenido en oxalato. Una formulacion 1xOC-3
comprende células viables liofilizadas de bacterias reductoras de oxalato,. como O. formigenes. La formulacion
contiene aproximadamente 10810’ ufc/gramo  por dosis. La formulacion también comprende agentes
crioconservantes tales como trehelosa y maltodextrina.
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Métodos:

Ratas macho Harlan Sprague Dawley se asignaron aleatoriamente a 3 grupos (6 animales/grupo). Los animales del
grupo 1 sirvieron como grupo testigo o de contro! y se les administro formulacion placebo con recubrimiento entérico
de tamafio 9 dos veces a! dia mediante alimentacion forzada en un nivel de dosis de 10° unidades formadoras de
colonias (UFC). Se administré a animales de los grupos 2 y 3 formulacion xOC-3 de Oxalobacter formigenes en
forma de capsulas con recubrimlento entérico de tamafio 9 dos veces al dia mediante ingestion oral forzada a
niveles de dosis de 10° y 107 ufc respectivamente. La ingestién forzada de las capsulas fue seguida por un lavado
con agua de la red tratada en autoclave para los tres grupos. Después de un periodo de aclimatacion inicial, todos
los grupos fuercn alimentados con una dieta estandar suplementada con 1% de oxalato por gramo.

Los materiales de ensayo y el material de control de placebo se prepararon siguiendo un protocolo normalizado.
Antes de su uso, se analizaron muestras representativas de cada material de ensayo para confirmar la identidad, la
pureza, y la potencia de las capsulas de ensayo, asi como para confirmar la ausencia de Oxalobacter formigenes en
el material de contro! de placebo durante el periode de dosificacién.

La dieta fue limitada a dos periodos de 1 hora al dia que se inician 15 minutos después de la ingestion forzada de la
mafana y de la tarde para asegurarse de gue las capsulas fueron dosificadas en un estémago vacio. Se proporciond
agua a voluntad. El consumo de alimento se registroé dos veces al dia. Se recogieron muestras fecales y de orina de
24 horas en el dia 1 (antes de la dieta suplementada con oxalato) y semanalmente después de ello. Los datos de |a
orina se analizaron a través de un analisis de medidas repetidas para diferencias en los parametros urinarios medios
a través de los grupos de dosificacion y el tiempo. También se incluyé un grupo de dosificacién por el término de
interaccion del tiempo para establecer cualquier posible interaccion entre €l grupo de dosis y €l tiempo.

Resultados:

Los resultados del analisis indicaron que hubo una interaccion estadisticamente significativa entre fos grupos de
dosis y &l tiempo (p < 0,0001) para todos los parametros que indican gue ei perfil de parametros de orina a través del
tiempo era diferente a través de los grupos de dosificacion. Para ayudar en la interpretaciéon de esta interaccion, se
llevd a cabo un andlisis de los datos por dato del tiempo para cada parametro para determinar si habia una
diferencia entre los grupos de dosificacién con respecto a los pardmetros de orina medios. Este analisis reveld que
para los grupos de dosis alta y dosis baja hubo un aumento en el oxalato en la orina desde la linea base hasta 7
dias (p < 0.0001 ambos grupos), perc no hubo un aumento desde los 7 dias a los 28 dias (p = 0,1094 dosis bajay p
= 0,6910 dosis aita). Para el grupo de placebo, sin embargo, hubo un aumento desde la linea base hasta los 28 dias
(p = 0,0010). También en el dia 21 y en el dia 28 los niveles de oxalato en la orina en el Grupo | de placebo fueron
significativamente mas altos que los de los grupos de dosis baja (Grupo 1I) y aita (Grupo |il), pero no hubo una
diferencia significativa entre la dosis baja y la dosis alta. Asi pues, hubo una disminucién global significativa en la
excrecion de oxalato en la orina en las ratas tratadas en comparacion con las ratas que fueron alimentadas con el
placebo.

Ejemplo 7

Efectos de la administracion oral de Q. formigenes sobre los niveles de oxalato en !a orina en pacientes que
padecen hiperoxaluria primaria (PH).

Nueve pacientes con hiperoxaluria primaria (PH) probada por biopsia participaron en el estudio. Después de recibir
jas evaluaciones iniciales de linea base, a todos los sujetos se les administrd Oxalobacier formigenes 1 g de pasta
celular (= 10'° ufc/gramo) ofrecida con sus comidas principales durante 4 semanas. Durante este periodo de tiempo,
todos los pacientes continuaron tomando su medicacion normal, se les pidié a comer su dieta normal, y mantener su
ingesta de liquidos tan alta como la normal. A excepcion de las espinacas y el ruibarbo, los alimentos ricos en
oxalato no estaban prohibidos. La colonizacion de Oxalobacter y su influencia sobre los niveles en plasma y en orina
de oxalato se miden en las semanas 5 y 8. La eficacia del tratamiente fue seguida en términos de la excrecion de
oxalato en la orina en sujetos con una funcion renal normal y oxalato en plasma en sujetos con enfermedad renal en
fase final (ESRD).

Resultados:

1. El tratamiento demostré una disminucion significativa de oxalato en orina en pacientes con funcion de orina
normal. Ei oxalato en el plasma disminuy6 significativamente en siete de los nueve sujetos. Hubo una disminucion
drastica de oxalato en plasma en dos sujetos con ESRD que proporciona evidencia para la eliminacion entérica de
oxalato endogeno en el intestino en contra de un gradiente de trans-epitelial.

2. El consumo de Q. formigenes cepa HC-1 en dosis que estan en el intervalo de 0,25 g a 2,0 g por comida fue bien
toleradas por los voluntarios sanos normales gue reciben dietas que contienen niveles de oxalato medios o altos.
Una dosis de pasta de céiulas de 1,0 g dos veces al dia durante 28 dias fue bien tolerada por los pacientes de PH.

Ejemplo 8
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Tratamiento de pacientes de alto riesgo con composiciones enzimaticas de reduccién de oxalato.

Pacientes hiperoxallricos primarios son alimentados con una o mas capsulas con recubrimiento entérico que
contienen una composicion enzimatica reductora de oxalato liofilizada, que comprende oxalato-descarboxilasa y/o
oxalato oxidasa, dos veces al dia preferiblemente con las dos comidas principales del dia. Se administra una
cantidad efectiva de |a composicién enzimatica. Por gjemplo, cada capsula de tamafio-2 contiene aproximadamente
5 a 100 unidades de cada enzima.

Para los sujetos de alto riesgo, esto es una administracién continua durante un periodo de tiempo prolongado,
probablemente un {ratamiente de por vida. La colonizacién bajara cuando se detenga el tratamiento.

Capsulas con recubrimiento entérico de composiciones de reduccion de oxalato que comprenden enzimas
reductoras de oxalato pueden ser administradas a poblaciones de pacientes con alto riesgo de enfermedad
relacionada con el oxalato. Estas inciuyen:

1. Personas que producen demasiado oxalato endogeno debido, por ejemplo, a un defecto genético como la
hiperoxaluria primaria.

2. Personas en riesgo de urclitiasis de nivel elevado de oxalato en la orina debido a una enfermedad entérica
(hiperoxaluria enterica)

3. Personas que tienen antecedentes in historial de urolitiasis con episodios multiples de enfermedad idiopatica de
calculos.

4. Personas con altos niveles de oxalato en el suero dehidos a una enfermedad renal en fase final.
5. Personas con vestibultitis vulvar.

B. Personas que tienen dietas con altos niveles de oxalato, tales como se encuentran en ciertas zonas y épocas en
la India y en Arabia Saudi. Esto incluiria también a las personas que llegan a preferir alimentos como la espinaca
que son de alto contenido en oxalato.

A todas las personas o animales descritos anieriormente se les proporciona una composicién de la presente
invencion. Por ejemplo, una persona con niveles de oxalato endogeno mas alto que los normales es tratada dos
veces al dia, con una capsula disefiada para €l suministro de su contenido en el intestino grueso, en donde la
cépsula contiene aproximadamente una cantidad efectiva equivalente de una composicion enzimatica gue tiene
actividad enzimatica similar a la proporcionada por 10" ufc de una bacteria reductora de oxalato, como O.
formigenes. La capsula se administra preferiblemente con aimento.

Ejemplo 9
Tratamiento de los pacientes de bajo riesgo con composiciones enzimaticas de reduccion de oxalato.

Las composiciones reduccion de oxalato con proteccién entérica que comprenden una mezcla de las enzimas
reductoras del oxalato oxalato descarboxilasa y/o oxalato oxidasa, tales como las que se proporcionan en capsulas
con recubrimiento entérico pueden ser también administradas a individuos en poblaciones de bajo riesgo de
enfermedad relacionada con el oxalato o en riesgo de condiciones relacionadas con el oxalato. Una cantidad
efectiva de la composicion enzimatica se administra en el régimen de tratamiento deseado.

Seria de desear administrar las composiciones a estos pacientes, ya sea durante periodos de tiempo mas cortos
cuando estan en riesgo de condiciones relacionadas con oxalato o simultaneamente con materiales gue contribuyen
a la condicion relacionada con el oxalato. Estos pacientes podrian también recibir rutinariamente tratamientos de
composiciones de reduccion de oxalato, bien sea como suplementos o como adiciones a alimentos tales como la
leche o el yogur. Estos incluyen a las personas gue han perdido poblaciones de bacterias normales de degradacién
del oxalato debido a tratamientos con antibiéticos orales o episodios de enfermedades diarreicas, o lactantes.

Las personas o animales que son de bajo riesgo son tratados dos veces al dia, con una capsula disefiada para el
suministro de su contenido en el intestino grueso, en donde la capsula contiene una cantidad efectiva de la
composicion enzimatica. Por ejemplo, cada capsula de tamafio-2 contiene aproximadamente 5 a 100 unidades de
cada enzima. La capsula se administra preferiblemente con alimento.

Ejemplo 10.
Método para preparar capsulas con recubrimiento entérico gue contienen Oxalobacter formigenes liofilizado.

Se utilizé una pasta de células de Oxalobacter formigenes de 200 gramos. La pasta de células puede ser.fresca, de
la fermentacion, o puede ser a partir de existencias congeladas que se descongelan. Una solucion crioconservante o
crioprotectora de trehalosa 100 mM se mezcl6 con la pasta de células. La solucion fue agitada constantemente. Esta
mezcla se mezclo después con una mezcla de excipientes. La mezcla de excipientes era Maltodextrina M500 y
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alginato sodico mezciados, y se afade a la solucion de Ratftilose P95 al 79%. Después, la mezcla de pasta de
células se vertié en la bandeja o las bandejas de liofilizacién. Las bandejas lienas se liofilizan entonces en un
secador Edwards Lyofast S24 (puede isarse cualquier tipo de secador adecuado), durante 40 a 65 horas, que puede
ser alterado para diferentes series de produccidn. Después de la liofilizacion, la torta seca se molié a mano y se
empujo a través de un tamiz de malla US 20. Esto proporciond un polvo con un tamafio de particula < 850 pm.

Una vez tamizado el polvo seco, estaba listo para €l lenado en capsulas. Las capsulas se llenaron usando una
maquina manual de llenado de capsulas, pero puede ser utilizado cualquier método de relleno de capsulas, tal como
maquinas de llenado automatico. En general, se usaron capsulas de tamafio 2. Las capsulas se recubrieron con
polimeros de recubrimiento entérico tales como Eudragit (obtenido comercialmente de Rohm Phama (Degussa)
usando un proceso de revestimiento acuoso, alternativamente se puede utilizar un proceso de recubrimiento con
disoivente. Esta empresa elabora muchos tipos de polimeros Eudragit diferentes que se disuelven especificamente a
distintos pH.

E! recubrimiento se llevd a cabo usando técnicas estandar. Los polimeros Eudragit son polimeros y copolimeros de
acido metacrilico. Por ejemplo, el Eudragit L100-55 es un copolimero de acido metacrilice de tipo C, el Eudragit L30
es una dispersion de copolimero de acido metacrilico, y el Eudragit S100 es un copolimero de acido metacrilico de
tipo B. Estos y otros recubrimientos entéricos son conocidos en fa técnica.

Revestimiento acuoso.

Se utilizaron Eudragit FS30D, un agente de formacién de pelicula, y Eudragit L30D55, un agente de formacion de
pelicula y otros materiales, junto con plastificantes, antiadhesivos, y vehiculos, tales como el agua y los conocidos
en las técnicas farmacéuticas.

Se recubrieron 800 gramos de capsulas con una suspension de recubrimiento para obtener capsulas recubiertas
uniformemente con perfi! de disgregacion USP. Perfil de disgregacion: sin desintegracion en fluido gastrico simulado
(pH 1,2) en una hora y desintegracion completa en fluido intestinal simulado (pH 6,8) dentro de una hora.

Proceso de recubrimiento con disolvente:

Pueden usarse agente de formacion de pelicula Eudragit L100-55, Eudragit S100, un agente de formacion de
pelicula y se usaron junto con otros materiales, tales como plastificantes, antiadhesivos, y vehiculos, tales como
agua y los conocidos en las técnicas farmacéuticas.

Se recubrieron 800 gramos de capsulas con una suspension de recubrimiento para obtener capsulas recubiertas
uniformemente con perfil de disgregacion USP. Perfil de disgregacién USP: sin desintegracién en fluido gastrico
simulado (pH 1,2) en una hora y desintegracion completa en fluido intestinal simulado (pH 6,8) dentro de una hora.

Ejemplo 11.

Para capsulas de suministro oral preparadas con el método del Ejemplo 1, para siete experimentos diferentes, a lo
largo de 1 afio de ensayo, se obtuvieron ios datos siguientes. Las composiciones farmacéuticas preparadas de esta
manera fueron evaluadas en cuanto a su estabilidad en términos de viabilidad bacteriana y actividad de degradacion
de oxalato. En la tabla que sigue, Tabla 1, que muestra 7 series de produccion y la estabilidad de composiciones
farmacéuticas que comprenden capsulas con recubrimiento entérico que comprenden bacterias viables de reduccién
de oxalato, en particular, O. forrnigenes.

TABLA 1

Exp.n® | Omeses | 1 N 2 3 3.4 6 2] 12

1 3.6 E+08 | 2,2 E+06 1,6 E+06 1,1 E+06 | 1,2 E+06 | 5,1 E+05
2 3,6 E+08 | 1,8 E+07 3,9 E+06 | 1,5 E+06 | 2,2 E+06 | 6,0 E+05
3 1,5 E+08 | 1,8 E+07 | 4,2 E+06 | 4,2 E+06 2,0 E+06 | 1,8 E+06 | 1,1 E+06
4 1,5 E+08 3,56 E+06 | 3,56 E+06 4,1 E+06 | 1,7 E+06 | 1,1 E+06
5 1.5 E+08

6 24 E+08 | 2,9 E+07 3.4 E+06 | 3,7 E+06 | 2,3 E+05
7 24 E+08 | 7,1 E+07 2,0E+06 | 1,2 E+06 | 1,5E+05

[
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Otro ejemplo se muestra en los datos de la Tabla 2 a continuacion.
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TABLA 2

Tiempo en meses | Act de degradacion
de OX/cap.
(mg/h/capsula)

0 29

1 3.9

3 3,48

6 36

9 1.6

12 2,5

Los datos de estabilidad de un polvo liofilizado que comprende bacterias de reduccion del oxalato producido por el
método del Ejemplo 10, con QOxalobacter formigenes, se muestran en la Tabla 2A.

Tiempo en meses | ufcfg de polvo
0 1,8 E+8

3 8,45 E+9

6 1,06 E+10
126 7,1 E+9

En otra serie de produccion, se obtuvieron los siguientes datos:

5 TABLA 3
Mes | ufc/g de polvo | ufcicapsula | Actividad/g de polvo | Actividad/capsula
0 2,4 E+08 3,3 E+07 18,6 2,55
1 2,9 E+07 4,0 E+06 42,9 5,88
2 1,7 E+07 2,3 E+06 391 5,36
6 3,4 E+08 4,7 E+05 23,2 3,18
9 3,7 E+08 5,1 E+05 24,8 3,40
12 | 23 E+05 3,2 E+04 22,2 3,04

La actividad es mg de oxalato degradado por hora.
Ejemplo 13
Formulaciones para el suministre oral de composiciones farmacéuticas de Oxalobacter formigenes viable

Formulacién 1

Componente Cantidad (g} | %
Pasta celular de Ox. formigenes (seca) | 24,00 6 %
D(+) Trehalosa (crioprotector) 11,34 3%
Maltodextrina QD M-500 240,00 57 %
Alginato sédico , 16,00 4%
Raftilosa P95 u oligefructosa 126,24 30 %

10 Por ejemplo, se puede obtener la trehalosa de Sigma Co. La trehalosa es un disacarido y por tanto una formulacion
de la presente invencién que comprende un disacarido tal como maltosa, lactosa, celobiosa, sacarosa, diglucosa, o
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trehalosa. La maltodextrina QD M-500 tiene un valor DE de 10 y es un polvo blanco o polvo blanco granular. Es un
polimero sacarido rutritivo no dulce, compueste de unidades de D-glucosa unidas principalmente por enlaces alfa-1-

4. DE es equivalentes de dextrosa, una medida cuantitativa del grade de hidrdlisis del polimero de almidén. Cuanto

mas alto es el valor de DE, tanto mayor es el grado de hidrélisis del almidon. Los estabilizantes son también

5 componentes de la formulacion, tales como alginato de sodio, que también se usa como estabilizante, espesante,
agente gelificante, o emulsionante. El alginato sédico es un hidrato de carbono natural de amilosa destilado de las

algas. Se aplica mucho en alimentacion, medicina, textiles, impresion y tefiido, fabricacion de papel y productos
quimicos diarios como espesante, emulsionante, estabilizante y aglutinante. La férmula molecular es CeH7OgNa) , ¥

es un polvo vagiforme de color blanco o amarillo claro, inodoro e insipido, se disuelve en agua, insoiuble en etanol y

10 éter. La raftiiosa P95 es un polvo de 95% de oligofructosa DP2 a DPy, y los az(cares glucosa, fructosa y sacarosa

(5%).

Formulacion 2

Formulacion 6

Componente Cantidad (g) | %
Pasta celular de Ox. formigenes (seca) | 41,7,00 10%
D{+) Disacarido 11,34 3%
Maltodextrina QD M-500 221,00 53 %
Alginato sodico 16,00 4%
Oligofructosa 126,24 30 %
Formulacion 3
Componente Cantidad () | %
Pasta celular de Ox. formigenes {seca) | 24,00 6 %
D(+) Disacarido (maltosa) 11,34 3%
Maltodextrina QD M-500 240,00 57 %
Alginato sodico 16,00 4 %
Oligofructosa 126,24 30 %
Formulacion 4
Componente Cantidad {g) | %
Pasta celular de Ox. formigenes (seca) | 83,4 20 %
D(+) Disacarido 226 6 %
Maltodextrina QD M-500 196,26 47 %
Alginato sédico 16,00 4%
Raftilosa P95 95 91 23 %
15 Formulacion 5
Componente Cantidad (g) | %
Pasta celular de Ox. formigenes {seca) | 62,64 15 %
D(+) Disacarido 25,05 3%
Maltodextrina QD M-500 212,97 53 %
Alginato sédico 16,00 4 %
Oligofructosa 100,22 24 %
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Formulacion 8
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Componente Cantidad (g) | %
Pasta celular de Ox. formigenes (seca) | 12,52 3%
D(+) Disacarido 6,26 15 %
Maltodextrina QD M-500 240,00 57 %
Alginato sédico 25,05 6%
Oligofructosa 137,80 3%

Componente Cantidad (g) | %
Pasta celular de Ox. formigenes (seca) | 104,40 25%
D(+) Trehalosa 25,056 6 %
Maltodextrina @D M-500 187,91 45 %
Alginato sodico 16,00 4%
Cligofructosa 83,52 20 %

Componente Cantidad (g) | %
Pasta celular de Ox. formigenes (seca) 396,04 95 %
Excipiente de disacarido 8,34 2%
Mezcla excipiente — Mallodextrina, Na alginato, Oligofructosa | 12,5 3%
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para reducir ia concentracién de oxalato en una perscna ¢ animal, gue consiste en un
polve, que comprende una composicion de reduccion de oxalato que comprende:

a) de 0,5% a 95% de bacterias de reduccién de oxalato;
b} de 0,1% a 50% de un disacarido;

c) de 3% a 85% de una maltodextrina;

d) de 0,5% a 25% de un aiginato; y

e) de 1,0% a 60% de una oligofructosa.

y en donde la bacteria de reduccion del oxalato es Oxalobacter formigenes.

2. La composicion segun fa reivindicacion 17, en la que la bacteria de reduccion del oxalato es Oxalobacter
formigenes, cepa HC1.

3. La composicion segln la reivindicacion 12, en la gue la compoesicién de reduccién del oxalato tiene un valor
de ufc/g de aproximadamente al menos 1 x 10° a aproximadamente 1 x 10" bacterias de reduccion de! oxalato.

4. La composicion segun la reivindicacion 12, en la que una dosis unica de la composicion de reduccién del
oxalato tiene una actividad enzimatica de reduccion del oxalato de aproximadamente 5 unidades a
aproximadamente 5.000 unidades.

5. Una composicion para la reduccién del oxalato, que comprende una cantidad efectiva de actividad de
reduccion del oxalato que reduzca una porcién del oxalato presente, gue comprende:

de 0,5% a 95% de bacterias de reduccién del oxalato licfilizadas viables;
de 95% a 0,5% de un excipiente aceptable farmacéuticamente;

en donde la composicion es un polvo.

6. La composicion segun la reivindicacién 5% en la que la bacteria de reduccion del oxalate es Oxalobacter
formigenes.
7 La composicion segun ia reivindicacion 6, en la que la bacteria de reduccion del oxalatc es Oxafobacter

formigenes, cepa HC1.
8. Un método para preparar una composicion farmacéutica en poivo gue reduce el oxalato que comprende

proporgionar bacterias Oxalobacter formigenes de reduccion del oxalato en una concentracién de al menos 1 x 10°a
1x107;

opcionalmente mezclar las bacterias de reduccion del oxalatc con une o mas excipientes aceptables
farmacéuticamente;

liofilizar las bacterias; y
cargar las bacterias en un vehiculo farmacéutico de suministro que consiste en un polvo.

9. El método segln la reivindicacion 82, en el gue los excipientes comprenden unc 0 mas entre disacaridos,
maltodextrina, alginato u oligofructosa.

10. El métode segun la reivindicacion 82 en el que la bacteria de reduccién del oxalato es Oxafobacter
formigenes, cepa HC1.
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FIG. 4

Tabla 1: EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON O. FORMIGENES (FORMULACION IxOC-3) SOBRE LA
EXCRECION DE OXALATO EN LA ORINA (MICROMOLES/DIA) EN RATAS ALIMENTADAS CON DIETA RICA

EN OXALATO
GRUPO Ne° Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
| (placebo) 457 +0,82 13,97 £ 3,22 17.56 £ 6,24 22,75+ 3,16 25431 8,04
Il (dosis baja) 4,56 + 0,58 11,43+£1,78 12,82 £4.21 13,00 + 2,117 13,63 + 2,53
Il {dosis alta} 4,04 £127 14,22 + 3,00 12,74 + 2,69 13,60 £ 3.29° 14,37 + 4,64°

Grupo | = 1% de oxalato (HOD) + 0 ufc
Grupo i = HOD + 10° ufc de O. formigenes
Grupo Iil = HOD + 10° ufc de O. formigenes

#p < 0,001 en comparacién con Grupo |
® p < 0,0022 en comparacion con Grupo |

° p < 0,0041 en comparacion can Grupo |
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