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RESUMO

"METODO PARA PRODUGAQ DE PARTICULAS POLIMERICAS
FUNCIONALIZADAS, BIODEGRADAVEIS E A SUA UTILIZAGAO COMO

TRANSPORTADORES DE MEDICAMENTOS"

A invencdo refere-se a um método para producdo de
particulas poliméricas funcionalizadas, biodegradaveis e a

sua utilizacdo como transportadores de medicamentos.
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~

DESCRICAQO

"METODO PARA PRODUGAQ DE PARTICULAS POLIMERICAS
FUNCIONALIZADAS, BIODEGRADAVEIS E A SUA UTILIZAGAO COMO

TRANSPORTADORES DE MEDICAMENTOS"

EEE
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REIVINDICAGCOES

1. Método para producédo de particulas

poliméricas biodegradaveis, que abrange:

a) Pé6br a disposicdc uma célula, em gue é
introduzido na c¢célula pelo mencs um gene
induzivel, em que o gene codifica uma proteina
que controla o tamanho das particulas
poliméricas; e
em que pelo menos um gene adicional que codifica
uma polimero sintase é introduzido no organismo;
e
em que a, pelo mencos uma, polimero sintase é uma
proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou em gque a, pelo menos
uma, polimero sintase & uma proteina de fusdo que
é capaz de se ligar a uma substéncia
biologicamente activa directamente ou com um
reagente de acoplamento, ou em que a, pelo menos
uma, polimerc sintase & ume proteina modificada
que & capaz de se ligar a uma substéncia
biologicamente activa directamente ou com um
reagente de acoplamento; e

b) Cultivar a célula sob inducdo de pelo
menos um gene induzivel mencicnado em a), num
meio de cultura com condicdes que sdo apropriadas
para a formacdo das particulas poliméricas

biodegradaveis, pela célula.
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2. Método segundo a reivindicacdo 1, em que a
proteina controladora do tamanho & uma proteina de fusdo
gue abrange uma proteina bioclogicamente activa, ou em que a
proteina controladora do tamanho é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou com um

reagente de acoplamento.

3. Método segundo a reivindicacdo 1, em que a,
pelo menos uma, polimero sintase abrange um dominio de
ligacdo da particula polimérica e pelo mencs um dominio de
ligacdo, ou método segundo a reivindicacdo 2, em que a,
pelo menos uma, polimero sintase e a proteina controladora
do tamanho abrangem respectivamente um dominio de ligacgdo
da particula polimérica e pelo menos um dominio de ligacéo,
em que o, pelo menos um, dominio de ligacdo & capaz de se
ligar a uma substéncia biologicamente activa directamente

e/ou com um reagente de acoplamento.

4. Método segundoc uma das reivindicacdes
anteriores, em que se controla o tamanho das particulas
através do, pelo menos um, gene induzivel de tal forma que
as particulas poliméricas formadas tém um didmetro de 10 nm
a 3 um, especialmente um difmetro de 10 nm a 900 nm, e

especialmente preferido um didmetro de 10 nm a 100 nm.

5. Método para produc¢ao de particulas
poliméricas biodegradaveis, que abrange:

a) Pbr a disposicédoc uma célula, em gue &
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introduzido na célula pelo menos um gene, em que
0 gene codifica uma polimero sintase;
em que a, pelo menos uma, polimero sintase € uma
proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou
em que a, pelo menos uma, polimero sintase é uma
proteina de fusdo que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou
com um reagente de acoplamento, ou
em que a, pelo menos uma, polimero sintase é uma
proteina modificada que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou
com um reagente de acoplamento; e

b) Cultivar a célula num meio de cultura
com condicdes que sdo apropriadas para a formacdo
das particulas poliméricas biodegradaveis, pela

célula.

6. Método segundoc uma das reivindicacdes
anteriores, em que a célula é cultivada na presenga de pelo
menos uma substédncia farmaceuticamente activa e/ou um
corante, em que o corante & escolhido entre vermelho de

Nilo e rodamina 123.

7. Método segundo uma das reivindicacodes
anteriores, em que as células cultivadas s&o fragmentadas e
subsequentemente as particulas poliméricas s&o isoladas dos

restos celulares.
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8. Método segundo uma das reivindicacodes
anteriores, em qgue se separa a camada lipidica que se
encontra a superficie da particula polimérica, das
particulas poliméricas, e se substitui por uma camada

lipidica com outra composigéo.

9. Método para producdo in vitro de particulas
poliméricas biodegradaveis, que abrange:

a) Pébr a disposici&o uma solucdc apropriada
para a formacdc das particulas poliméricas com
pelo menos um substrato;

b) Introdu¢do de uma proteina na solucéo,
que ¢é apropriada para controlar o tamanho das
particulas poliméricas; e

¢} Introducdo de pelo menos uma polimero
sintase,
em que a, pelo mencs uma, polimero sintase é uma
proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou
em que a, pelo mencs uma, polimero sintase é uma
proteina de fusdo que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou
com um reagente de acoplamento, ou
em que a, pelo mencs uma, polimero sintase é uma
proteina modificada que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou

com um reagente de acoplamento.

10. Método segundo a reivindicacdo 9, em que a
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proteina controladora do tamanho & uma proteina de fuséo
gque abrange uma proteina biclogicamente activa, ou em que a
proteina controladora do tamanho é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou com um

reagente de acoplamento.

11. Método segundo a reivindicacdo 9, em que a,
pelo menos uma, polimero sintase abrange um dominio de
ligacdo da particula polimérica e pelo mencs um dominio de
ligacdo, ou método segundo a reivindicac&o 10, em que a,
pelo menos uma, polimero sintase e a proteina controladora
do tamanho abrangem respectivamente um dominio de ligagéo
da particula polimérica e pelo menos um dominio de ligacgéo,
em que o, pelo menos um, dominio de ligacdo & capaz de se
ligar a uma substéncia bioclogicamente activa directamente

e/ou com um reagente de acoplamento.

12. Método segundo uma das reivindicacdes 1-11,
em que a, pelo menos uma, polimero sintase & escolhida do
grupc que abrange a polimero sintase de R. eutropha, P.
oleovorans, P. putida, P. aeruginosa, Aeromonas punctata e
Thiocapsa pfennigii ou em que a, pelo menos uma, polimero

sintase & phaC de Ralstonia eutropha.

13. Método segundo uma das reivindicagdes 1 a
12, em que a célula & um microrganismo que é escolhido
entre o0s géneros abrangidos pelos seguintes: Ralstonia,
Alcaligenes, Pseudomonas ¢ Halobiforma ou em que a célula é

um microrganismo que é escolhido do grupo gue abrange os
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seguintes: Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus,
Escherichia coli, Pseudomonas fragi, Pseudomonas putida,
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas

fluorescens ou Halobiforma haloterrestris.

14. Método segundo uma das reivindicacdes 1 a 4
ou 9 a 11, em que a proteina que controla o tamanho das
particulas poliméricas é obtida da familia das proteinas
semelhantes a fasina, inclusive da fasina de Ralstonia

eutropha e da fasina de Pseudomonas oleovorans.

15. Método segundo uma das reivindicacgdes 3 ou
11, em que o, pelo menos um, dominio de ligacdc gque & capaz
de se ligar & substédncia biologicamente activa e/ou ao
reagente de acoplamento & escolhido do grupo que abrange os
oligopeptideos, enzimas, abzimas, proteinas nao
catalilicas, epitopo FLAG, ou pelo menos um residuo

cisteina.

l6. Método segundo uma das reivindicacgdes 1 a
15, em que a substédncia biologicamente activa abrange uma

substancia farmaceuticamente activa.

17. Método segundo uma das reivindicagdes 1 a
16, em que a proteina biologicamente activa e a substancia
biclocgicamente activa & um oligopeptideo, enzima, abzima,

proteina ndo catalitica ou um anticorpo.

18. Método para producdo in vitro de particulas
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poliméricas biodegradaveis, que abrange:

a) Pér a disposicdo uma solucgdc apropriada
para a formacdc das particulas poliméricas com
pelo menos um substrato;

b) Introdugdo de pelo mencs uma polimero
sintase na solucéo,
em gue a, pelo mencos uma, polimero sintase é uma
proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou
em que a, pelo menos uma, polimero sintase & uma
proteina de fusdo que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou
com um reagente de acoplamento, ou
em que a, pelo menos uma, polimero sintase & uma
proteina modificada que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou

com um reagente de acoplamento.

19. Particula polimérica com pelo menos uma
polimero sintase,

em que a, pelo mencs uma, polimero sintase & uma
proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou

em que a, pelo mencs uma, polimero sintase é uma
proteina de fusdo que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou
com um reagente de acoplamento, ou

em que a, pelo mencs uma, polimero sintase é uma

proteina modificada que é capaz de se ligar a uma
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substéncia biologicamente activa directamente ou

com um reagente de acoplamento.

20. Particula polimérica segundo a reivindicagédo
19, além disso com pelo menos uma proteina, em que a
proteina é escolhida do grupo, que abrange uma polimero
despolimerase, um polimero-regulador, uma polimero sintase
e uma proteina que controla o tamanho das particulas,

em que a, pelo menos uma, proteina é uma proteina

de fusdo que abrange uma proteina biologicamente

activa, ou

em que &, pelo menos uma, proteina é uma proteina

de fusdo que & capaz de se ligar a uma substéncia

biologicamente activa directamente ou com um

reagente de acoplamento, ou

em que a, pelo mencos uma, polimero sintase é uma

proteina modificada que é capaz de se ligar a uma

substéncia biologicamente activa directamente ou

com um reagente de acoplamento.

21. Particula polimérica segundo a reivindicagédo
19 ou 20, produzida segundo um dos métodos descritos nas

reivindicacbes 1-16.

22. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 19 ou 20, em que a volta da particula
polimérica ¢é formada wuma camada fosfolipidica e a
composicdo da camada fosfolipidica influencia o transporte

da particula através de uma membrana bioldgica.
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23. Particula polimérica segundo a reivindicagdo
19, em que a, pelo menos uma, polimero sintase abrange um
dominio de ligacdo da particula polimérica e pelo menos um
dominio de ligagdo, ou particula polimérica segundo a
reivindicacdo 20, em gue a, pelo menos uma, polimero
sintase e a, pelo menos  uma, proteina  abrangem
respectivamente um dominio de ligacdo da particula
polimérica e pelo menos um dominio de ligacdo, em que o,
pelo menos um, dominio de ligagdo é capaz de se ligar a
substincia biologicamente activa e/ou a um reagente de

acoplamento.

24. Particula polimérica segundo a reivindicagédo
23, em que a, pelo menos uma, polimero sintase, ou a, pelo
menos uma, polimero sintase e a, pelo menos uma, proteina
estd/estdo ligadas a particula polimérica através do

dominio de ligac&o da particula polimérica.

25. Particula polimérica segundo a reivindicagédo
23, em que a substdncia Dbiologicamente activa e/ou o
reagente de acoplagem est&o/estd ligadas ao dominio de

ligacao.

26. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 23 a 25, em que 0, pelo menos um, dominio de
ligacdo & escolhido do grupo que abrange os oligopeptideos,
enzimas, abzimas, proteinas ndo cataliticas, epitopo-FLAG e

pelo menos um residuo de cisteina.
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27. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 23 a 26, em qgue 0, pelo menos um, dominio de
ligacdo é criado, ao modificar quimicamente a, pelo menos
uma, polimero sintase, ou a, pelo menos uma, proteina ou
tanto a, pelo menos uma, polimero sintase como a, pelo

menos uma, proteina com um reagente de acoplagem.

28. Particula polimérica segundo a reivindicagédo
27, em que a modificacdo quimica abrange a ligac¢do de pelo
menos um reagente de acoplagem a, pelo menos uma, polimero
sintase ou a, pelo menos uma, proteina ou tanto a, pelo
menos uma, polimero sintase como &, pelo menos uma,
proteina, em gque é escolhido do grupo que abrange cloreto
de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)acido fosforoso (BOP-Cl1),
bromotrispirrolidinafosfoniohexafluorofosfato (Py-BroP),

benzotriazol-1-

iloxitrispirrolidinafosfoniohexafluorofosfato (PyBOP), n-
hidroxisuccinimida-biotina, Hexaflucorofozfatco de 2-(1H~-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3~tetrametiluronio (HBTU) ,

diciclohexilcarbodiimida, disuccinimidil carbonato, 1-(3-

dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC), bis(2-oxo-3-
oxazolidinil) fosfinag, diisopropilcarbodiimida (DIPC),
tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotrioxazolil)-1,1,3, 3-
tetrametiluronio (TBTU) , tetrafluoroborato de 2= (5-

norborneno-2, 3-dicarboxyimido)-1,1, 3, 3-tetrametiluronio
(TNTU), acido cloroférmico-para-nitrofeniléster e
tetrafluoroborato de O- (N-succinimidil)-1,1,3,3-

tetrametiluronio (TSTU).
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29. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 19 a 28, em que pelo menos uma substancia
farmaceuticamente activa e/ou um corante sdo introduzidos
na particula polimérica, em que o corante é escolhido entre

vermelho de Nilo ou rodamina 123.

30. Particula polimérica segundo a reivindicacéo
29, em que a substédncia farmaceuticamente activa e/ou o
corante é libertado através da difusdo ou da decomposicéo

da particula polimérica.

31. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 19 a 30, em que a substidncia bioclogicamente

abrange uma substdncia farmaceuticamente activa.

32. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 19 a 30, em que a substancia bioclogicamente

activa é& escolhido do grupo que abrange a didesoxi-inosina,

floxuridina, 6-mercaptopuring, doxorrubicina,
daunorrubicina, l-darrubicina, cisplatina, metotrexato,
taxol, antibidéticos, anticoagulantes, germicidas,

antiarritmicos e precursores de principios activos ou
derivados deles, ou do grupo gque abrange, a insulina,
calcitonina, ACTH, glucagon, somatostatina, somatotropina,
somatomedina, hormona paratirdide, eritropoetina, factores
de 1libertacdo do hipotalamo, prolactina, tireotropina,
endorfina, encefalina, vasopressina, opidcios sintéticos,

superdxido dismutase, anticorpos, interferon, asparaginase,
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arginase, arginina desaminase, adenosina desaminase,

ribonuclease, tripsina, guimotripsina e pepsina.

33. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacgdes 19 a 31, em que a proteina biologicamente
activa é wescolhido do grupo gque abrange a insulina,
calcitonina, ACTH, glucagon, somatostatina, somatotropina,
somatomedina, hormona paratirdide, eritropoetina, factores
de libertacdo do hipotdlamo, prolactina, tireotropina,
endorfina, encefalina, vasopressina, opiadcios sintéticos,
superdxido dismutase, anticorpos, interferon, asparaginase,
arginase, arginina desaminase, adenosina  desaminase,

ribonuclease, tripsina, quimotripsina e pepsina.

34. Particula polimérica segundo uma das
reivindicacdes 19 a 31, em que a proteina biologicamente
activa e a substancia biologicamente activa & um
oligopeptideo, uma enzima, uma abzima, uma proteina ndo

catalitica ou um anticorpo.

35. Utilizacdo de uma particula polimérica com
pelo menos uma polimero sintase, em que a, pelo menos uma,
polimero sintase é uma proteina de fus&o gue abrange uma
proteina biologicamente activa, ou

em que a, pelo menos uma, polimero sintetase
¢ uma proteina de fusdo que estd ligada directamente ou com
um reagente de acoplamento a uma substédncia biologicamente

activa, ou
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em que a, pelo menos uma, polimero sintase é
uma proteina modificada que estd ligada directamente ou com
um reagente de acoplamento a uma substédncia biologicamente
activa,

para a producdo de um medicamento, de um

pesticida ou de um herbicida.

36. Utilizacdo de uma particula polimérica
segundo uma das reivindicacdes 19 a 34 para a producdc de
um medicamento apropriado para o tratamento de doencas do

sistema nervoso central.

37. Medicamento, pesticida ou herbicida, que
abrange uma particula polimérica com pelo menos uma
polimero sintase, em que &, pelo menos uma, polimero
sintase & uma proteina de fusdo que abrange uma proteina
bioclogicamente activa, ou
em que a, pelo menos uma, polimero sintetase & uma proteina
de fusdo que estd ligada directamente ou com um reagente de
acoplamento a uma substincia biologicamente activa, ou
em que a, pelo menos uma, polimero sintetase & uma proteina
modificada que estd ligada directamente ou com um reagente

de acoplamento a uma substincia biologicamente activa.

38. Medicamento que abrange uma particula
polimérica segundo uma das reivindicacdes 19 a 34, para
utilizacdo no tratamento de doencas doc sistema nervoso

central.
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39. Método para ligagdo de uma substéncia
biologicamente activa, gue abrange:

a) Pbr a disposicdo uma ou varias particulas

poliméricas com pelo menos uma polimero sintase,

em que a, pelo mencs uma, polimero sintase é uma

proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou

em que a, pelo menos uma, polimero sintetase é

uma proteina de fusdo que é capaz de se ligar a uma

substéncia biologicamente activa directamente ou com
um reagente de acoplamento, ou

em que a, pelo menos uma, polimero sintetase é

uma proteina modificada que & capaz de se ligar a uma

substéncia biologicamente activa directamente ou com
um reagente de acoplamento, e

b) Pb6r em contacto a particula polimérica com uma

amostra que abrange uma substédncia biologicamente

activa, de forma que a proteina biologicamente activa

ou a, pelo menos uma, polimero sintetase se ligue a

substéncia biologicamente activa.

40. Método segundo a reivindicacdo 39, em que a
substéncia biologicamente activa abrange uma substancia

farmaceuticamente activa.

41. Método segundo a reivindicac&o 39, em que a
proteina biologicamente activa é escolhido do grupo que
abrange a insulina, calcitonina, ACTH, glucagon,

somatostatina, somatotropina, somatomedina, hormona
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paratirdide, eritropoetina, factores de 1libertacdo do
hipotalamo, prolactina, tireotropina, endorfina,
encefalina, vasopressina, oplacios sintéticos, superdxido
dismutase, anticorpos, interferon, asparaginase, arginase,
arginina desaminase, adenosina desaminase, ribonuclease,

tripsina, quimotripsina e pepsina.

42, Método segundo a reivindicac&o 39, em que a
proteina biologicamente activa e a substéncia
biclogicamente activa é um oligopeptideo, uma enzima, uma

abzima, uma proteina ndo catalitica ou um anticorpo.

43, Método segundo a reivindicac&o 39, em que a,
pelo menos uma, polimero sintetase abrange um dominio de
ligacdo da particula polimérica e um dominio de ligacgéo,
gque & capaz de se ligar & substancia biclogicamente activa

e/ou ao reagente de acoplagem.

44, Método segundo a reivindicacio 39, em que o,
pelo menos um, dominio de ligacdo é escolhido do grupo que
abrange os oligopeptideos, enzimas, abzimas, proteinas ndo
cataliticas, epitopo-FLAG ou pelo menos um residuc de

cisteina.

45. Método segundo a reivindicacio 43, em que o,
pelo menos um, dominio de ligacdo é criado, ao modificar
guimicamente a, pelo menos uma, polimero sintase na
superficie da particula polimérica com um reagente de

acoplagem.
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46. Método segundo a reivindicac&o 45, em que a
modificacdo quimica abrange a ligacdo de pelo menos um
reagente de acoplagem a, pelo menos uma, polimero sintase
em que o reagente de acoplagem é escolhido do grupo que

abrange cloreto de bis(2-oxo-3-oxazolidinil)éacido fosforoso

(BOP-C1), bromotrispirrolidinafosfoniohexafluorofosfato
(Py-BroP), benzotriazol-1-
iloxitrispirrolidinafosfoniohexafluorofosfato (PyBOP), n-

hidroxisuccinimida-biotina, hexaflucrofosfato de 2-({1H-
benzotriazol--i1)-1,1,3, 3-tetrametilurconio (HBTU) ,

diciclohexilcarbodiimida, disuccinimidil carbonato, 1-(3-

dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC), bis(2-oxo-3-
oxazolidinil) fosfing, diisopropilcarbodiimida (DIPC),
tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotrioxazolil)-1,1,3, 3-
tetrametiluronio (TBTU), tetrafluoroborato de 2-(5-

norborneno-2, 3-dicarboxiimido)-1,1,3,3-tetrametiluronio
(TNTU), acido cloroférmico-para-nitrofeniléster e
tetrafluoroborato de O- (N-succinimidil)-1,1, 3,3~

tetrametiluronio (TSTU) .

47. Particula, utilizacao ou composicao
farmacéutica, pesticida ou herbicida segundo a
reivindicacdo 31, 35, 36, 37 ou 38, em qgque a particula
apresenta um didmetro de 10 nm a 3 um, 10 nm a 100 nm, ou

50 nm a 500 nm.

48. Método segundo a reivindicacdo 5, em que

pelo menos um gene adicional, que codifica uma proteina que
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¢ introduzida na célula, em que a proteina é escolhida do
grupo, que abrange uma polimero despolimerase, um polimero-
regulador, uma polimero sintase e uma proteina que controla
0 tamanho das particulas,
em que a, pelo menos uma, proteina adicional é
uma proteina de fusdo que abrange uma proteina
biologicamente activa, ou
em que a, pelo menos uma, proteina adicional é
uma proteina de fusdo que é capaz de se ligar a
uma substéncia biologicamente activa directamente
ou com um reagente de acoplamento, ou
em que a, pelo menos uma, proteina adicional é
uma proteina modificada que é capaz de se ligar a
uma substéncia biologicamente activa directamente

ou com um reagente de acoplamento.

49. Utilizacido segundo a reivindicacdo 35 ou 36,
em que além disso a particula polimérica abrange pelo menos
uma proteina adicional, em que a proteina & escolhida do
grupc, que abrange uma polimero despolimerase, um polimero-
regulador, uma polimero sintase e uma proteina que controla
o tamanho das particulas,

em que a, pelo menos uma, proteina adicional &

uma proteina de fusdo que abrange uma proteina

biologicamente activa, ou

em que a, pelo menos uma, proteina adicional é

uma proteina de fusdo que & capaz de se ligar a

uma substancia biologicamente activa directamente

ou com um reagente de acoplamento, ou
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em que a, pelo menos uma, proteina adicional é
uma proteina modificada que é capaz de se ligar a uma
substéncia biologicamente activa directamente ou com

um reagente de acoplamento.

50. Medicamento, pesticida ou herbicida segundo
a reivindicacdo 37 ou 38, em que além disso a particula
polimérica abrange pelo menos uma proteina adicional, em
gue & proteina ¢é escolhida do grupo, que abrange uma
polimero despolimerase, um polimero-regulador, uma polimero
sintase e uma proteina que controla o tamanho das
particulas,

em que a, pelo menos uma, proteina adicional &

uma proteina de fusdo que abrange uma proteina

biologicamente activa, ou

em que a, pelo menos uma, proteina adicional &

uma proteina de fusdo que & capaz de se ligar a

uma substancia biologicamente activa directamente

ou com um reagente de acoplamento, ou
em que a, pelo menos uma, proteina adicional & uma proteina
modificada que & capaz de se ligar a uma substéancia
biclogicamente activa directamente ou com um reagente de

acoplamento.
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