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RESUMO
“MICRORGANISMOS DE DEGRADAGCAO DE OXALATO OU ENZIMAS DE
DEGRADAGCAO DE OXALATO PARA PREVENIR DOENCAS RELACIONADAS
COM OXALATO”

Esta invencdo proporciona materiais e procedimentos para o
fornecimento de estirpes seleccionadas de bactérias e/ou
enzimas de degradagdo de oxalato para os tratos intestinais
de pessoas que estdo em elevado risco para contrair a
doenga relacionada com oxalato porque perderam ou possuem
concentragdes inadequadas desta bactéria. A administracgao
desta bactéria e/ou de enzima relevante remove oxalato do
trato intestinal e reduz assim a quantidade de oxalato
disponivel para absorcg¢do reduzindo o risco para contrair a

doenca relacionada com oxalato.



DESCRIGAO
“MICRORGANISMOS DE DEGRADAGCAO DE OXALATO OU ENZIMAS DE
DEGRADACAO DE OXALATO PARA PREVENIR DOENCAS RELACIONADAS
COM OXALATO”

Antecedentes da invencédo

A  doencga dos cdlculos do trato wurindrio de kidney
(urolitiase) € o maior problema de saude do mundo. A maior
parte dos calculos associadas a urolitiase é composta sd
por oxalato de cdlcio ou por oxalato de cdlcio mais fosfato
de céalcio. Outros estados de doencas foram também
associados ao excesso de oxalato. Estes incluem a
vulvodinia, a oxalose associada a doenca renal crédnica e a

doenca de Crohn e a outros estados de doenca entérica.

O acido oxalico (e/ou os seus sals de oxalato) encontra-se
numa larga diversidade de alimentos e, em consequéncia, um
componente de muitos constituintes em dietas humanas. Pode
ocorrer o aumento da absorcdo de oxalato apds a ingestdo de
alimentos contendo elevadas quantidades de &cido oxalico.
Alimentos tais como espinafres e ruibarbo sdo bem
conhecidos por conterem elevadas quantidades de oxalato mas
uma multiddo de outros alimentos e bebidas também contém
oxalato. Porque o oxalato é encontrado numa tal gama de
alimentos, as dietas que sao baixas em oxalatos e que sao

também saborosas sao dificeis de formular.

O oxalato é também produzido metabolicamente por enzimas de
tecido normal. O oxalato (oxalato dietético que é absorvido
bem como oxalato que ¢é produzido metabolicamente) nao é
adicionalmente metabolizado pelas enzimas de tecido e pode,

em consequéncia ser expelido. Esta excrecdo ocorre



principalmente via Kidneys. A concentracdo de oxalato em
fluidos Kidney ¢é critica com aumento de concentragdes de
oxalato provocando aumento de risco pela formagcado de
cristais de oxalato de cdlcio e deste modo a subsequente

formacao de cdlculos Kidney.

O risco para a formacdo de calculos Kidney gira a volta de
um numero de factores que ndo estdo ainda completamente
compreendidos. A doenga do cdlculo do trato urindrio Kidney
ocorre em cerca de 2% da populacao dos paises ocidentais e
cerca de 70% destes cdlculos sdo compostos por oxalato de
cdlcio ou oxalato de cdlcio mais fosfato de cdlcio. Alguns
individuos (p.ex. doentes com doenga intestinal tal como
doenca de Crohn, doenca dos intestinos inflamatdéria ou
esteatorréia e também doentes que possuem Jjejunoileal
cirurgia de bypass) absorvem mais oxalato nas suas dietas
do que outros. Para estes individuos a incidéncia de
oxalato urolitiase aumenta acentuadamente. A incidéncia do
aumento da doenca é devida aos niveis de aumento de oxalato
em Kidneys e urina; o sindroma hiperoxalirico mais comum no
homem é conhecido como hiperoxaluria entérica. O oxalato é
também um problema em doentes com insuficiéncia renal
crénica e hd uma evidéncia recente (Solomons et al.
[1991]"”Citrato de Calcio para vestibulitese vulvar

(vulvodinia) .

As bactérias que degradam o oxalato foram isoladas das
fezes humanas (Allison et al. [1986] “Degradacgéo do oxalato
por bactérias gastrointestinais de seres humanos” J.Nutr.
116:455-460) . Estas bactérias parecem ser semelhantes as
bactérias de degradacao de oxalato que foram isoladas a
partir do conteudo intestinal de um numero de espécies

animais (Dawson et al. [1980]”Isoclation and some



characteristics of anaerobic oxalate-degrading bactéria the
rumen” Appl. Environ. Microbiol. 40:833-839; Allison and
Cook [1981] “Oxalate degradation by microbes of the large
bowel of herbivores: the effect of dietary oxalate” Science
212:675-676; Daniel et al. [1987] “Microbial degradation of
oxalate 1in the gastrointestinal tracts of rats” Appl.
Environ. Microbiol. 53:1793-1797). Estas Dbactérias sao
diferentes de quaisquer organismos descritos previamente e
foi dada a ambas um novo nome de espécie e de género,
formigenes (Allison et al. [1985]”0Oxalabacter formigenes
gen.nov., sp. Nov.:anaerdbios de degradacdo de oxalato que

habitam no trato intestinal” Arch. Microbiol. 141:1-7).

Nem todos os humanos carregam populacgdes de O. Formigenes
nos seus tratos intestinais (Allison et al. [1995]"”Oxalate-
degrading bactéria” in Khan, S.R. (ed.), Calcium Oxalate in
Biological Systems CRC Press; Doane et al. [1989]”Microbial
oxalate degradation: effects on oxalate and calcium balance
in humans” Nutrition Research 9:957-964). Ha concentracdes
muito Dbaixas ou uma completa falta de bacteria de
degradacao nas amostras fecais das pessoas que tinham tido
jejunoileal cirurgia de bypass (allison et el.
[1986]"0xalate degradation bactéria from humans” J. Nutr.

116:455-460) .

Breve Resumo da Invencdo

O assunto da invencdo refere-se a materiais e métodos que
reduzem o risco para desenvolvimento de wurolithiasis
limitando a quantidade de oxalato dietético absorvido do
trato intestinal. Numa forma de realizacdo da invencédo, uma
redugcdo na absorcdo de oxalato ¢é atingida através do
fornecimento de bactérias de degradacao de oxalato ao trato

intestinal. Numa forma de realizacdo preferida estas



bactérias sao Oxalobacter formigenes. Estas bactérias usam
apenas oxalato como um substrato de crescimento. Esta
utilizacdo reduz a concentracadao de oxalato soltvel no
intestino e assim a quantidade de oxalato disponivel para

absorcéao.

Numa forma de realizacao especifica, a matéria da invencao
proporciona materiais e procedimentos para o fornecimento
de O. Formigenes aos tratos intestinais de pessoas dque
estdo em risco crescente para doengas relacionadas com
oxalato. Estas Dbactérias e a sua prole replicam no
intestino e removem oxalato do trato intestinal, reduzindo,
desse modo, a quantidade de oxalato disponivel para

absorgcdo e o risco para a doenga relacionada com oxalato.

Ainda numa outra forma de realizacdo da matéria da
invencao, a redugdo na absorgado de oxalato é atingida pela
administracdo de enzimas que actuam para degradar o
oxalato. Estas enzimas podem ser isoladas e purificadas ou
podem ser administradas como wum lisato de célula de
Oxalobacter formigenes. Numa forma de realizacgao
especifica, as enzimas que sao administradas sédo formil-CoA
transferase e oxalil-CoA descarboxilase. Numa forma de
realizacado preferida, podem ser administrados factores
adicionais que melhoram a actividade da enzima. Estes
factores adicionais podem ser, por exemplo, oxalil CoA,
MgCl, e TPP (difosfato de tiamina wuma forma activa de

viamina B;i.)

Ainda um outro aspecto da invencdo refere-se a composicgdes
farmacéuticas para administracdo oral. Estas composicdes
libertam o© oxalato degradando micrdébios, ou oxalato

degradando enzimas no intestino delgado dos seres humanos.



Preferencialmente o©0s microrganismos e/ou enzimas sao
encapsuladas num sistema de libertagdo de dose que diminui
a probabilidade de libertar os materiais no estdmago humano
mas aumenta a probabilidade de libertar no intestino

delgado.

Breve Descrigdo das Figuras

Figura la mostra os resultados de uma avaliag¢do do estudo
da gordura do oxalato dietético quando as células de
Oxalobacter formigenes sao incluidas na dieta.

Figura 1lb mostra os resultados de uma avaliagdo do estudo
da gordura gquando as células de Oxalobacter formigenes
estdo incluidas na dieta.

Figura 2a mostra os resultados de uma avaliagao do estudo
da gordura quando as células de Oxalobacter formigenes
estdo incluidas na dieta.

Figura 2b mostra os resultados de uma avaliagao do estudo
da gordura quando as células de Oxalobacter formigenes
estdo incluidas na dieta.

Figura 2c¢c mostra os resultados de uma avaliagao do estudo
da gordura quando as células de Oxalobacter formigenes

estdo incluidas na dieta.

Descricdo Detalhada da Invencéo

A matéria da invencao refere-se a introdugado de bactérias
e/ou enzimas de degradacdao de oxalato no trato intestinal
humano onde a actividade destes materiais reduz a absorcéao

de oxalato e reduz o risco de doenca devido ao oxalato.

Numa forma de realizagao especifica, a invengdo refere-se a
preparagcao e administragédo de células de Dbactérias de
degradacao de oxalato das espécies, Oxalobacter formigenes,

ao trato intestinal humano onde as suas actividades



metabdlicas reduzem a quantidade de oxalato disponivel para
absorcdo do intestino e assim reduzem as concentracdes de
oxalato em Kidney e outros fluidos celulares. As células
introduzidas degradam o oxalato e replicam no habitat
intestinal de tal forma que a prole das células iniciais
colonizam o intestino e continuam a remover oxalato. Esta
actividade reduz o risco de formagdo de cédlculos Kidney bem
como outras complicagdes de doengas provocadas pelo Aacido
oxalico. Numa forma de realizacdo preferida, as estirpes
especificas de 0. Formigenes usadas sao estirpes isoladas
de amostras de intestino humano. As estirpes sé&o assim
parte normal da flora bacterial do intestino humano. Porém,
visto que nédo estdo presentes em todas as pessoas, a
introducdo destes organismos corrige uma deficiéncia que

existe em alguns seres humanos.

O enriquecimento dos contetdos do intestino delgado com uma
ou mais espécies de bactérias de degradacdo de oxalato
provoca a redugdo de oxalato nos contetdos do intestino.
Algumas destas bactérias realizam a degradagdo do oxalato
no ou perto do local de absorcdo. A actividade das
bactérias decresce o nivel de absorcdao de oxalato

dietético.

As composigdes farmacéuticas para a introducdao de bactérias
e/ou enzimas de degradacdo de oxalato no intestino delgado
incluem bactérias e7ou enzimas que foram liofilizadas ou
congeladas na forma ligquida ou de pasta e encapsuladas numa
cdpsula de gel. O material de capa de gel ¢&, de
preferéncia, um material polimérico que forma um comprimido
ou capsula de libertacdo que é resistente a degradacédo pela
acidez gdstrica e pepsina do estdmago mas é degradado com

libertacdo concomitante de materiais de degradacéo de



oxalato devido ao pH mais elevado e contetdo de bilis na
proximidade do intestino delgado. O material de libertacéao
coverte, entdo, o oxalato presente no intestino delgado em
produtos inofensivos. Os veiculos farmacéuticos também
podiam ser combinados com as bactérias ou enzimas. Estes

poderiam incluir tampédo de fosfato salino.

As bactérias e/ou enzimas para ser administradas podem ser
fornecidas como cdapsulas ou microcapsulas designadas para
proteger o material dos efeitos adversos do estédmago acido.
Podem ser wusados um ou mais dos varios métodos de
revestimento protectores entéricos. As descrigdes desses
revestimentos entéricos incluem o uso de ftalato de acetato
de celulose (CAP) (Yacobi, A., E.H. Walega, 1988,

formulagdes de libertacdo controlada oral: Doseamento e

avaliacao, Pergammon Press). Outras descricgdes da
tecnologia de encapsulacéao incluem U.S. Patent N°
5,286,495.

As estirpes de bactérias (0. formigenes) usadas de acordo
com a matéria da invencado sdao preferencialmente culturas
puras que estdo isoladas das culturas anaerdbicas que foram
inoculadas com diluig¢des de conteudos de intestinos de
seres humanos normais. Pode ser usado um oxalato de cdlcio
especial contendo um meio que permite a detecgédo de
colénias de degradacgdo de oxalato. A pureza de cada estirpe
pode ser assegurada através do uso de, pelo menos, dois

passos de clonagem repetitiva subsequente.

As estirpes de O. formigenes Uteis de acordo com a matéria
da invencdo tém sido caracterizadas com base em varios
testes, que incluem: padrdes de 4acidos gordos celulares,

padrdes de proteinas celulares, ADN e ARN (Jensen and



Allison, 1995), e respostas de sondas oligonucledtidas
(Sidhu et al. 1996). Dois grupos destas bactérias (Grupos I
e II, existindo ambos dentro da presente descricdo das
espécies) foram descritos. As estirpes usadas foram
seleccionadas com base na capacidade de degradagdo e na
evidéncia da habilidade para colonizar o trato intestinal
humano. As estirpes seleccionadas incluem representantes de

ambos os Grupos I e II das espécies.

A divulgacédo é procedimentos para selecgdo, preparacao e
administracdo das bactérias de degradacdo de oxalato para
uma diversidade de matérias. De modo proeminente mas néao
exclusivamente, estas sao pessoas que nao acolhem estas
bactérias nos seus intestinos. Estas pessoas nao
colonizadas estdo identificadas usando testes que permitem
rédpida e definitiva detecgdo de 0. Formigenes mesmo quando
0s organismos estdo em concentracgdes relativamente baixas
nas populagdes Dbacteriais tal como se encontram nos
contetidos intestinais. As composicgdes da invencao também
podem ser usadas para tratar individuos cujas bactérias de
degradacao de oxalato tenham sido esgotadas devido a, por
exemplo, tratamento antibidético ou situacdes pds—
operatérias. As bactérias que podem ser usadas de acordo
com a 1invencao podem ser identificadas por, pelo menos,

dois métodos:

1)Sondas oligonucledétidas especificas para estas bactérias
podem ser usadas; e/ou

2)Uma cultura teste em que um meio anaerdébico com 10 mM de
oxalato € inoculado e apds incubacgao a 37°C durante 1 a 7

dias, determina-se a perda de oxalato.



Culturas puras de estirpes de O. formigenes podem ser
desenvolvidas num fermentador grande de culturas a granel e
as células podem ser colhidas usando técnicas conhecidas
dos técnicos da especialidade. As células de uma dunica
estirpe ou misturas de estirpes conhecidas podem ser
tratadas como necessdario (p. ex. glicerol ou trehalose seco
congelado) para preservar a viabilidade e sao depois
colocadas em cdapsulas designadas para proteger as células
através da sua passagem pelo estdémago Aacido (capsulas

entéricas revestidas).

As células sao ingeridas em quantidades e em intervalos
determinados pelas necessidades individuais. Nalguns casos
o uso simples ou periddico pode ser tudo o que & necessario

e noutros casos pode ser necessdria a ingestdo regular.

A  invengdo refere-se ainda a administragdo ao trato
intestinal de produtos ou enzims de degradagao de oxalato
preparados a partir de células de O. Formigenes. Numa forma
de realizacgdo, as enzimas de degradacao de oxalato podem
ser purificadas e preparadas como uma composicgao
farmacéutica para consumo oral. Numa forma de realizagéo
preferida, estas enzimas sao produzidas de forma
recombinante. As sequéncias de ADN que codificam estas
enzimas sao conhecidas dos peritos da especialidade e séo
descritas em, por exemplo, WO 98/16632. Estas sequéncias ou
outras sequéncias que codificam proteinas de degradacgdo de
oxalato podem ser expressas num hospedeiro apropriado. O
hospedeiro pode ser, por exemplo, E. coli. A proteina
expressa pode ser isolada, purificada e administrada como
descrito aqui. Alternativamente, o hospedeiro recombinante
expressando as proteinas de degradacao de oxalato pode ser

administrado. 0 hospedeiro recombinante pode ser
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administrado tanto numa forma vidvel como ndo vidvel. Numa
outra forma de realizacdo preferida, as enzimas sao
revestidas ou, por outro lado, formuladas ou modificadas
para proteger as enzimas de forma que nao sao inactivadas
no estémago e estdo disponiveis ©para exercer a sua
actividade de degradacdo de oxalato no intestino delgado.
Exemplos dessas formulagdes sao conhecidos dos peritos da
especialidade e estdo descritos em, por exemplo, U.S.

Patent N° 5,286,495.
Os exemplos seguintes ilustram procedimentos para a préatica
da invencgao. Estes exemplos ndo podem ser considerados como

limitativos.

Exemplo 1 - Tratamento de Doentes de Risco

Células de 0. Formigenes revestidas entéricas podem ser
ingeridas por populagdes doentes de elevado risco para

doencas relacionadas com oxalato. Estas incluem:

1. Pessoas que possuem perda de bactérias de degradacgdo de
oxalato normal devido a: tratamentos com antibidéticos de

via oral ou ataques de diarreias.

1. Pessoas que possuem uma histéria de urolithiasis com
multiplos episdédios de doenga de cdlculos idiopdticos.

2. Pessoas em risco para urolithiasis com elevado
oxalato urindrio devido a doenga entérica (hiperoxaluria
entérica).

3. Pessoas com elevados niveis de oxalato de soro
devido ao fim da doenca renal crénica.

4, Pessoas com vestibultitis wvulvar.
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5. Pessoas que tém diabetes com elevaos niveis de
oxalato tal como encontrado em certas Aareas e estacdes da

India e da Ardbia Saudita.

Exemplo 2-Tratamento de Doentes de Baixo Risco

1. Pessoas que possuem perda de bactérias de degradacgéao
de oxalato normal devido a: tratamenntos com antibidticos
de via oral ou ataques de diarreias.

2. As criancas serdao inoculadas de modo gue uma
populagédo protectora normal de Oxalabacter serd mais
facilmente estabelecida do que no caso de mais tarde na
vida  quando operam ©os principios de exclusdo de
competitividade.

3. Outros como pessoas ainda nao especificadas que podem

beneficiar.

Exemplo 3- Uso de enzimas de degradacio de oxalato de

Oxalobacter formigenes para controlar hiperoxaluria

Conduziu-se um estudo para avaliar a eficacia das enzimas
de degradacéo de oxalato a partir de Oxalobacter formigene

para controlar hiperoxaluria.

Animais usados: Male Sprague Dawley Rats: BW 250-300g

Dietas usadas: Dieta normal (N.D.):Harlan Teklad TD
89222; 0,5% Ca, 0,4% P

Drogas usadas: Mistura liofilizada de lisato de
Oxalobacter formigenes (fonte de
enzimas) com Oxalil CoA, MgCl2 e TPP

Sistema de libertacao

de drogas(capsulas): cdpsulas de tamanho 9 para estudos

preclinicos de ratos (Capsu-Gel).

Revestimento entérico Eudragit L-100-55 (Hulls América,

Inc.). Coleccgdo basica de urina 24 horas. Anadlise fecal
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para Oxalobacter formigenes —os ratos ndo foram colonizados

com Oxalobacter formigenes.

Protocolo Experimental:

A. Estudos a longo prazo:

Protocolo animal:

Grupo I (n=4): Alimentacdo de dieta de oxalato com lisato.
Aos ratos deram-se duas cédpsulas todos os dias as 4:00 p.m.
e dieta de oxalato todas as noites. A dieta foi removida

durante o dia (8:00 a.m. a 4:00 p.m)

Grupo II (n=4): Alimentacdo de dieta de oxalato como
descrito para o Grupo I (Controlos hiperoxaltrico).
Foram colhidas 24 horas de amostras de urina no dia 7 e no

dia 9 do tratamento acima descrito.

Os dados sobre a concentragdo do meio oxalato urindrio para
os dois grupos de ratos mostrados atrds indicaram que a
alimentacdo de lisato de Oxalobacter baixou a concentracéo
de oxalato urinadrio nos ratos do Grupo I gquando comparados
com os controlos hiperoxaltrico (Grupo II). As enzimas nao
podem ser activas durante uma longa duracao no trato
gastrointestinal; consequentemente, estudos a curto prazo

foram realizados como se descreve abaixo.

B. Estudos a curto prazo:

Protocolo animal:
Grupo I (n=4): Alimentacdo de 1 capsula as 8:00 a.m; dieta
de oxalato durante duas horas (os ratos

foram jejuados durante a noite de modo que
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comeram bem durante este periodo) e 1

capsula as 10:00 a.m.

Grupo II (n=4): dieta de oxalato durante duas horas como

para o Grupo I.

A urina foi colhida de todos os animais durante as cinco
horas seguintes e analisada para a concentracdo de oxalato.

Isto realizou-se nos dias 11,12 e 15 deste estudo.

Os resultados deste estudo mostraram que a alimentacdo de
lisato de Oxalobacter produz um decréscimo significativo
nos niveis de oxalato urindrio num periodo de 5 horas apds
a administracdo de oxalato e droga nos ratos do Grupo I
quando comparado com o grupo de controlo hiperoxallrico
(Grupo 1II). Neste ponto, realizou-se um estudo cruzado

entre os dois grupos de ratos.

C. Estudos Cruzados:

Protocolo Animal:

Grupo I: a alimentacdo de dieta de oxalato duas
vezes por dia das 8:00-10:00 a.m. e das
3:00 p.m. =5:00 p.m.

Grupo I1: alimentagdo de 1 capsula duas vezes por dia
antes da alimentacdo da dieta de oxalato

como para o grupo I.

Estudos a curto prazo para o efeito da alimentacado de
lisato de oxalobacter nos niveis de oxalato urindrio foram
realizados como descrito na Seccao B atras nos dias 2 e 5

apdés ligacao cruzada.
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Estudos c¢ruzados mostram que os ratos do grupo II
previamente hiperoxaluricos que estdo agora a alimentar o
lisato de Oxalobacter, mostram uma diminuicdo nos niveis de
oxalato wurindrio. Em contraste, os ratos do Grupo I

revertem para hiperoxaluria na retirada da droga.

Exemplo 4- Tratamento de ratos com células de Oxalobacter

formigpnes

Métodos:

Ratos machos Wistar foram alimentados com cdlcio normal
(1%), dieta elevada de oxalato (0,5%) ou cédlcio baixo
(0,02%), dieta de oxalato elevada (0,5%) durante duas
experiéncias separadas. Deu-se durante 1 dia '“C-oxalato
(2,0uCi) e novamente no dia 7 do estudo. As células de
Oxalobacter formigenes (380mg/d) foram administradas em
ratos bebendo 4dgua nos dias 5-11. A gordura de ''C de
oxalato foi medida com base na andlise de ''C nas fezes,
urina e ar expirado. Os ratos serviram como auto controlos
e fizeram-se medigdes durante o periodo de controlo (antes
das células Oxalobacter serem alimentadas) e durante os
dias 1-4; durante o periodo experimental (quando as células
bacteriais foram alimentadas) fizeram-se medigdes nos dias

7-11.

Resultados:

1. Quando os ratos foram alimentados (1%) com a dieta de
cdlcio normal, menos do que 1% da dose administrada de He
de oxalato foi recuperada no ar expirado (como didéxido de
carbono produzido de *C oxalato no intestino, absorvido no
sangue e depois expirado) porém em todos os casos mais do
que '“C foi recuperado durante o periodo em que os ratos

foram alimentados com células Oxalobacter (Fig.la). Isto
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estd em contraste com os resultados obtidos quando a dieta
foi baixa em calcio (0,02%) quando mais do que 50% do Mo
do oxalato foi recuperado como didéxido de carbono no ar
expirado durante o periodo experimental gquando os ratos
foram alimentados pelas células de Oxalobacter (Fig.lb).
Estes resultados sédo muito diferentes dos de muito baixa
quantidade de ''C (menos do que 5%) recuperados durante o
periodo de controlo (antes da alimentacdao das células
Oxalobacter). Assim a alimentacdo das células Oxalobacter
formigenes a ratos aumentou marcadamente a quantidade de

oxalato dietético que foi degradado no trato intestinal.

2. A alimentacdo das células Oxalobacter também diminuiu a
quantidade de 14C-oxalato que foi expelida na wurina. Os
valores durante 4 dias de colheitas durante ambos os
periodos de controlo e experimental e para um dia simples
em cada um destes periodos sao mostrados nas figuras 2a e
2b respectivamente. As quantidades de oxalato recuperadas
nas fezes dos ratos foram também mais baixas durante o
periodo experimental (quando as células Oxalobacter foram
alimentadas) do que as encontradas durante o periodo de

controlo (Fig. 2c).

A  maior parte dos ratos laboratoriais ndo possuem
Oxalobacter nos tratos intestinais (eles nao sao
colonizados). Os resultados presentes mostram gque agquela
administracdao decidida destas bactérias de degradacao do
oxalato a ratos provoca uma grande porgdo do oxalato
dietético a ser degradado e consequentemente menos oxalato

da dieta é expelido na urina.

Os efeitos do cdlcio dietético sobre a degradacao do

oxalato sdo grandes. O cdlcio forma complexo com oxalato de
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tal forma que a sua solubilidade e disponibilidade para
ataque por Oxalobacter ¢é limitado e a quantidade que ¢é
degradada quando os ratos sdo alimentados com dieta de
cdlcio elevada ¢é muito menor do que as quantidades

degradadas quando o cdlcio na dieta é baixo.

Deve—se entender que os exemplos e formas de realizacéo
descritos aqui sédo apenas com o propdsito ilustrativo e que
varias modificagdes ou alteracgdes serdo submetidas a
peritos da especialidade e sao para serem incluidas no

dmbito das reivindicag¢des apensas.

Lisboa, 28 de Dezembro de 2009



REIVINDICAGCOES

1. Composigdo para o tratamento de oxalato relacionado
com doengas nos seres humanos pela reducgdo de oxalato nos
intestinos e consequente reducdo da concentracdo de oxalato
no fluido de Kidney, caracterizada por a referida
composicdo compreender um material seleccionado de entre os
grupos que consistem em micrdébios e enzimas que degradam o
oxalato em que a composicdo ¢é formulada para reduzir
desactivagdo no estdmago e em que a referida composicgao é

revestida com um material que degrada no intestino delgado.

2. Composicao de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada por a composicdo compreender bactérias de

degradacédo de oxalato vidvel.

3. Composicdao de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em

que as bactérias sao Oxalobacter formigenes.

4, Composicao de acordo coma reivindicacgao 1,
caracterizada por as enzimas de degradagédo do oxalato
estarem presentes na forma de um lisato de célula

liofilizada de bactérias de degradacao de oxalato.

5. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 4,
caracterizado por a enzima ser formil-CoA transferase ou

oxalil CoA descarboxilase.

6. Composicao de acordo com a reivindicacéao 5,
caracterizada por a composigdo compreender um composto
seleccionado de entre oxalil CoA, MgCl, e difosfato de
tiamina.

Lisboa, 28 de Dezembro de 2009
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