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(57) Resumo: A presente invenção refere-se a métodos para a produção de partículas de replicon do alfavírus em altos
rendimentos; os RNAs do replicon são submetidos à eletroporação em células permissivas, em que as células estão em uma
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REIVINDICAÇÕES 

 1. Método para a preparação de partículas de replicon de 

alfavírus (ARPs), caracterizado pelo fato de que compreende: 

(a) introduzir um vetor de replicon de RNA de alfavírus e 

uma ou mais moléculas de ácido nucléico auxiliadoras em células 

permissivas para o alfavírus através da eletroporação, em que a 

concentração das células permissivas para o alfavírus no meio de 

cultura durante a eletroporação é de 5 x 107 a 5 x 108 células/mL; e em 

que a concentração do vetor de replicon de RNA de alfavírus 

adicionada às células antes da eletroporação é de 35 µg por mL; 

(b) cultivar as células permissivas para o alfavírus contendo 

o vetor de replicon de alfavírus e um ou mais moléculas de ácido 

nucléico auxiliadoras para formar os ARPs; e 

(c) coletar os ARPs das células permissivas para o alfavírus 

cultivadas,  

em que a uma ou mais moléculas auxiliadoras é codificada 

dentro de uma molécula única de DNA auxiliadora que codifica todas 

as proteínas estruturais do alfavírus. 

 2. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que a eletroporação é realizada em uma câmara para 

eletroporação em que um espaço entre os eletrodos é entre 0,4 e 1,0 

cm. 

 3. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que as células permissivas para o alfavírus após a etapa 

(b) são colocadas em contato com uma solução aquosa apresentando 

uma força iônica de 0,2 M a 5 M para liberar os ARPs para produzir 

uma solução contendo ARP; e os ARPs são coletados da solução 

contendo ARP. 

 4. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que a concentração da molécula única de DNA auxiliadora 
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é de pelo menos 100 g/mL. 

 5. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que as células permissivas para o alfavírus são células 

Vero. 

 6. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que o alfavírus é um alfavírus atenuado. 

 7. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que o alfavírus é o vírus da encefalite equina Venezuelana 

(VEE). 

 8. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado 

pelo fato de que a etapa (c) é seguida por uma etapa de cromatografia 

de troca iônica, cromatografia de afinidade pela heparina, de 

cromatografia por afinidade ou hidrofóbica. 
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