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Resumen

En los dltimos tiempos, se ha oido hablar acerca de la carne sintética o carne cultivada. Esta se
produce por medio de un cultivo de células en un laboratorio, y posee caracteristicas muy similares a
la carne tradicional, en cuanto a su apariencia, sabor y textura. Existen aproximadamente 100 start-
ups interesadas en abordar la produccion de carne sintética. Estas también reciben inversiones de
otras empresas grandes las cuales se han visto motivadas a invertir debido al incremento esperado en
la demanda de proteina animal, la huella ambiental de los sistemas ganaderos tradicionales y la
disminucién significativa del nimero de animales sacrificados. Dicha produccién se lleva a cabo a partir

de una materia prima primordial que son las células madre satélite (CMS) (1).

Las células madre satélite son células indiferenciadas capaces de promover la regeneracion tisular y
con una alta capacidad de inmunomodulacion. Ademas, se pueden extraer de manera sencilla a partir

de animales adultos, y poseen la capacidad de diferenciacion hacia linaje muscular (2).

El objetivo del presente estudio fue extraer y caracterizar las CMS aisladas desde diferentes misculos
vacunos. Estas fueron aisladas en base a su adherencia al plastico a partir de muestras de tejido
muscular bovino (n=8) y posteriormente cultivadas in vitro bajo condiciones de esterilidad por un
periodo de 15-20 dias. Se procesaron muestras de diferentes origenes: biopsia y animales faenados,
y se evaluaron dos métodos para la obtencion de las CMS. Se realizaron ensayos para caracterizar
las células obtenidas, morfologia y adherencia al plastico, curva de crecimiento e inmunomarcacion de
Pax7.

Los resultados obtenidos dan indicio a que las células aisladas mediante el uso de filtros de tipo cell
strainers se tratarian de células madre satélite. Esto se puede observar tanto en su morfologia, su

comportamiento hacia la diferenciacion, su alta viabilidad y la presencia de Pax 7 en el nlcleo celular

3).


https://inta.gob.ar/sites/default/files/carne_sintetica.pdf
http://www.scielo.edu.uy/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1688-48092018000100018
https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1369/jhc.6R6995.2006
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Abreviaciones

CMS: Célula madre séatelite

CS: Célula satélite

CM: Célula madre

PBS: del inglés, Phosphate-buffered saline

ETOH: Etanol

DMEM: del inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium
SFB: Suero fetal bovino

FAO: del inglés, Food and Agriculture Organization

EEUU: Estados Unidos de América

USDA: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
INAC: Instituto Nacional de Carnes

PDT: del inglés, Population doubling time

UNEP GEAS: del inglés, United Nations Environmental Program, Global Environmental Alert Service
DMSO: del inglés, Dimethyl sulfoxide

rpm: Revoluciones por minuto

Tamb: Temperatura ambiente
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1. Introduccién

1.1. Carne vacuna: Consumo y mercado

1.1.1 Consumo

En el 2019, la bbc realiz6 un analisis del consumo de carne vacuna global. Se detect6 que el consumo
de carne aumento casi cinco veces mas que a principios de la década del 60. Desde 70 millones de
toneladas a mas de 330 millones de toneladas en el 2017. Esto se debe a que la poblacién mundial se
duplicé durante ese periodo pasando de 3000 millones de personas a 7600 millones.

En el 2013, se registraron los datos de la FAO y de Our World in Data y segun esta informacion, los
cuatro paises que encabezaron la lista de consumo céarnico en el mundo eran EEUU, Australia, Nueva
Zelanda y Argentina teniendo un promedio de consumo de 100 kg per capita anuales.

La mayoria de los paises de Europa occidental consumen entre 80 y 90 kg de carne por persona por
afio. De lo contrario, el promedio en Etiopia es de 7kg, de Ruanda de 8kg y de Nigeria de 9kg, siendo
diez veces menor que el promedio europeo.

Segun este analisis, se puede concluir que el consumo de carne esta vinculado a la situaciéon
socioecondmica del pais.

Por estos motivos mencionados anteriormente, es que muchas empresas estan interesadas en lograr
producir carne en mayor cantidad y a un menor precio con el fin de abastecer a toda la poblacién
mundial (4).

1.1.2. Mercado interno

En Uruguay, se consume una alta cantidad de carne, principalmente de origen bovino, lo que diferencia
a la poblacioén uruguaya del resto de los consumidores de carne a nivel mundial. EI consumo mundial
carnico esta liderado por carne porcina seguida por la aviar, en tercer lugar, se encuentra la carne
vacuna. Esto se explica ya que ya que la carne bovina es la de mayor precio comparado al resto de
las carnes analizadas. La misma ha tenido una dinamica particular, con claras diferencias entre los
mercados en desarrollo y desarrollados. Se vuelca al mercado interno aproximadamente el 25% de la
produccion total del pais de carne bovina. Cabe destacar, que la produccién de carne hace de la
gastronomia uruguaya un monopolio carnico, predominando los alimentos derivados de la ganaderia
bovina. Segun estudios realizados, se detall6 que el consumo promedio de carne bovina per capita en
el 2021 se ubicaba en 46,6 kg por afio (5).

El mercado interno se posicioné como un mercado clave para la industria frigorifica en donde las
empresas del sector carnico lograron mayor rentabilidad como consecuencia de la combinacion del
mercado interno y el externo.

En el 2021 se concluyd con una facturacion récord en cuanto a la comercializacion de carnes

producidas en Uruguay, considerando que se superaron los 4000 millones de dblares que se desglosan
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https://www.bbc.com/mundo/noticias-47119001
https://www.gub.uy/presidencia/comunicacion/noticias/sector-carnico-alcanzo-4000-millones-dolares-2021
http://www.ainfo.inia.uy/digital/bitstream/item/14544/1/ValentinaHerrera-INAC.pdf

en 2900 millones de délares por los ingresos por exportaciones y 1200 millones de dolares por
comercializacion en el mercado interno.

Por otro lado, se ha detectado que en comparacion con el 2020, el consumo de carne bovina en
Uruguay ha aumentado un 2,3%. Cabe destacar, que también aumenté el precio de la carne en

comparacion con el 2020, un 21,5% segun datos del INAC (6).

1.1.3. Mercado Global

Los principales mercados a los que Uruguay exporta carne vacuna son: China, Estados Unidos, Japon,
Coreay la Unién Europea.

Con respecto a Estados Unidos, en el 2021 se detectd que el mercado carnico se encontraba en un
momento “muy interesante” porque subié el precio de la comida y el consumo de alimentos llegé a
niveles récord.

En cuanto a China, se ha definido como que es el mercado mas resuelto y trabajado debido al arancel
manejable. Por otro lado, la demanda céarnica se mantiene en el tiempo y las acciones de marketing
son cada vez mas fuertes. Con perspectivas de crecimiento, se ve un mercado con mucha firmezay
estabilidad.

Por dltimo, en el caso de Japén y Corea del Sur, se consideran mercados muy similares con acceso
ilimitado. Lo arancelario es mas complicado y la demanda desafiante. Uruguay es el sexto mayor
exportador en Japén, por lo que significa un 1% del mercado.

Con respecto a la exportacion al mercado europeo, se sabe que es un mercado desafiante, pero de

todas formas se han observado aumentos tanto en volumen como en valor en el 2021 (7).

El sector carnico seguiré creciendo en el mundo. En el 2021 se considerd el mejor desempefio histérico
en cuanto a la produccién carnica (aviar, porcino, bovino) (8). De acuerdo con datos preliminares del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), el saldo productivo del 2022 alcanza los
58 millones de toneladas, lo que significa un crecimiento del 1% anual mientras que la necesidad de

importacion prevista para este afio ascenderia a 10 millones de toneladas (7).

Con respecto a las exportaciones globales de carne vacuna, en el 2021 se detectaron las mas altas

de la historia, con un valor de 11 millones de toneladas, un 2% mas que en el 2022 segln la USDA

(9).

1.2. Alternativa a la carne vacuna

1.2.1. Necesidad de nuevas fuentes de alimento

Debido a la importancia nutricional y la popularidad sostenida de la carne como alimento, el sector
ganadero se ha ido expandiendo exponencialmente, con un consumo promedio actual de carne de 42
kg por afio a nivel mundial (UNEP GEAS 2012).
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https://www.elobservador.com.uy/nota/mas-de-us-4-000-millones-por-ventas-de-carnes-al-exterior-y-en-el-mercado-interno-2021129184747
https://rurales.elpais.com.uy/carnes/una-a-una-la-situacion-de-los-principales-mercados-de-acceso-para-la-carne-vacuna
https://rurales.elpais.com.uy/carnes/exportaciones-uruguayas-a-la-union-europea-crecieron-en-volumen-y-en-valor
https://www.agrositio.com.ar/noticia/220675-evolucion-de-los-mercados-carnicos-y-perspectivas-para-el-2022
https://rurales.elpais.com.uy/region/en-2022-la-demanda-de-carnes-seguira-creciendo-a-mayor-ritmo-que-la-oferta#:~:text=Las%20estimaciones%20del%20USDA%20indican,un%20incremento%20del%202%2C7%25.
https://blasinayasociados.com/usda-confirma-buenas-perspectivas-para-el-mercado-carnico/

Estudios de la FAO que plantean perspectivas del sector agricola hacia el 2030 prevén que se dara un
crecimiento del 14% en cuanto al consumo de proteinas carnicas para esta fecha.

Este aumento significativo se atribuye precisamente al crecimiento poblacional, aumento de la riqueza
y urbanizacion. El crecimiento exponencial del sector carnico ganadero plantea un desafio a la
sostenibilidad del sistema de produccién de alimentos.

Por estos motivos es que se esta profundizando cada vez mas en el tema de la carne sintética, con el
fin de satisfacer las necesidades de la poblacion mundial otorgando seguridad alimentaria,

sostenibilidad ambiental y salud (10).

1.2.2. Impacto ambiental de la produccién de carne

Los investigadores ambientales han estado analizando el impacto ambiental que tiene la carne en
nuestra salud y en el ambiente. Los mismos, estan convencidos que la disminucién en el consumo de
la carne es indudablemente el camino no solo para mejorar nuestra salud, sino también la del planeta.
Se ha detectado que las emisiones del sector ganadero (que incluye vacas, cabras, ovejas, cerdos y
aves) son responsables del equivalente a 7,1 gigatoneladas de di6xido de carbono anuales,
aproximadamente el 14,5 por ciento de las emisiones causadas por humanos. Esas son las
estimaciones de la FAO, que ademas sefiala que el 65 por ciento de las emisiones del sector estan
relacionadas con la produccion de carne y lacteos. Pero las emisiones de la industria ganadera no son
el Unico problema para el planeta. La cria de animales domina tres cuartos de la tierra de cultivo,
contamina el agua y lleva a la deforestacion, particularmente en la selva amazénica (11).

Se ha demostrado que la creciente demanda carnica impulsa la produccién de soja, lo que lleva a la
deforestacion.

La produccion de carne esté siendo desafiada cada vez méas por la necesidad de frenar el cambio

climatico debido al efecto invernadero (12).

1.2.3. Carne sintética como complemento a la carne tradicional

Existen tres aspectos claves que determinaran el futuro de la poblacién mundial.

El primero consiste en el nimero de habitantes y la demanda alimentaria. Segun datos de la FAO y la
ONU, 1100 millones de personas estan hambrientas, 3000 millones malnutridas, 1400 millones obesas,
2400 millones en condiciones de peso mas 0 menos correctas. Estos datos sefialan una situacion
geoecondmica insostenible.

Siguiendo la linea de lo mencionado anteriormente, los recursos finitos también cumplen un rol muy
importante dentro de la problematica alimentaria. A modo de comparacion, en 1970 habia 0,38
hectareas de superficie agricola util disponible por cada habitante, mientras que en 2050 se estiman
qgue seran tan solo 0,15 hectareas por habitante. Esto significa que generar alimento para toda la
poblaciéon mundial sera sumamente desafiante.

Por dltimo, la escasez de agua dulce sera uno de los problemas mas severos al que se enfrentara la

sociedad. Se dice que las guerras o enfrentamientos seran por la superficie agricola Gtil y por el agua,
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https://www.oecd-ilibrary.org/sites/6c9145fc-es/index.html?itemId=/content/component/6c9145fc-es
https://www.oecd-ilibrary.org/sites/6c9145fc-es/index.html?itemId=/content/component/6c9145fc-es
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4648904/#:~:text=Embracing%20the%20technology%20would%20allow,as%20animals%20raised%20for%20meat.
https://www.dw.com/es/comer-menos-carne-para-salvar-el-clima-s%C3%AD-pero-no-siempre/a-55305939
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780081007228000127

no por el petréleo ni por un posicionamiento geopolitico. El origen de esta crisis es que se estan
gestionando de manera incorrecta los recursos hidricos.

Por estos motivos es que hoy en dia se buscan nuevas alternativas a la produccién de alimentos ricos
en proteina que participen de procesos mas amigables con el medio ambiente, como son los productos
plant-based, con las famosas hambueguesas de la compafiia Beyond Meat que lograron entrar al
mercado alimentario genrando un gran impacto. La produccion de estos alimentos requiere menor
cantidad de agua, de tierra y de energia que las vias tradicionales de generacion de proteina segun
afirma la empresa (13). A su vez se estan estudiando nuevas vias de produccion masiva de carne
creada en el laboratorio. De mas esta decir, que los cambios tecnolégicos conllevan ciertas
consideraciones éticas y morales, pero es importante la rapida adaptacion a estos cambios. La carne
producida en el laboratorio contendra fibras musculares, tejido conjuntivo, grasa, pero no hueso. Es un
producto distinto, pero de la misma familia, una proteina de origen animal. Se pretende mezclar la
misma con grasa animal sintética o ingredientes como la sal, jugo de remolacha, colorante, hierro,
entre otros.

Inevitablemente una vez que salga al mercado, el producto va a ser demandado y lo l6gico es que el
sector cérnico lidere esta oportunidad porque es quien tiene el conocimiento del mercado cérnico. Se
estima que su relacién calidad-precio sea muy competitiva con la de la carne tradicional. Cabe destacar
gue dicho consumo sera una decisién de cada uno, cada persona decidira si quiere comer carne animal
de granja o carne sintética. No sustituira a la carne natural, pero si la complementara y la superara

cuantitativamente logrando abastecer a una mayor porcién de la poblacion mundial (14).

1.2.4. Impacto en la sociedad

Ademas de los desafios éticos y de aceptacion del consumidor que presenta la potencial industria de
carne sintética, existen aspectos sociales, politicos e institucionales que juegan un rol muy importante
dentro de este nuevo proceso de produccion.
Variadas narrativas a favor de la carne sintética han enfatizado la capacidad de estos nuevos alimentos
de superar los impactos negativos asociados con la produccién ganadera convencional. De todas
maneras, es necesaria una evaluacién continua de los impactos que puedan surgir a partir de la carne
sintética, tanto positivos como negativos, y como estos pueden contribuir o reconfigurar las economias

politicas ya existentes en el sistema alimentario mundial (15).

1.2.5. Ventajas y desventajas

Como todo producto innovador, la carne sintética ha traido una serie de debates y discusiones acerca

de su forma de produccién, su textura, su sabor, y su impacto en el ambiente y en la salud.

Las personas que estan a favor de la carne producida en el laboratorio, sostienen que la misma es un
producto innovador que revoluciona la cadena de produccién alimenticia y supone mejorar la dieta y la
salud de la poblacién.

Por otro lado, también fomenta los valores de cuidado del planeta y la recuperacion del ecosistema.
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Su forma de produccion ayuda a mitigar varios de los efectos nocivos de la ganaderia intensiva y
extensiva. Su rol seria principalmente el de disminuir el sacrificio de los animales y la cantidad de tierra
destinada para la produccion ganadera.

Cabe destacar que la carne producida en el laboratorio ayudaria a reducir entre el 15 y el 20% las
emisiones de gases de efecto invernadero, minimizando el consumo de agua utilizada en la produccién
de alimentos y evitando la deforestacion de grandes terrenos.

Por otro lado, las aguas subterraneas dejarian de ser contaminadas con microorganismos parasitos y
restos de fertilizantes y medicamentos administrados masivamente al ganado.

Con la producciéon de carne sintética, se disminuirian los riesgos de la inseguridad alimentaria
advertidos por la FAO, para el afio 2050 habrd mas de 9000 millones de personas en el planeta lo que
incrementa la demanda global de alimentos carnicos.

A su vez, permite un mayor control sobre la cantidad de acidos grasos, grasas saturadas, proteinas y
micronutrientes como el hierro y por ende la reduccién de riesgo de intoxicaciones o enfermedades
asociadas al consumo de la carne tradicional.

Por dltimo, para la produccién de carne sintética se parte de una biopsia de tejido animal y ésta se

logra aumentar hasta unas 500 veces en volumen.

Con respecto a las desventajas de la carne sintética, se podria decir que se excluyen un significativo
namero de vitaminas y micro-minerales presentes en el animal.

Para la elaboracidn de la carne, haria falta un 98% menos de personal en comparacion con el sistema
de produccion tradicional. Esto haria desaparecer multiples negocios ganaderos.

Algo a destacar, es que este tipo de productos implican altos costos tanto del proceso de investigacion
como de produccion.

De més esta decir, que aun no hay garantias de que sea un producto saludable para el consumo

humano ya que no se ha consumido de manera masiva por un largo periodo de tiempo.

Los retos de la produccién de carne sintética son, por un lado, reducir los costos a tal punto de que
sean competitivos con los de la carne tradicional. Por otro lado, la apariencia y el sabor. Aunque las
pruebas de la carne sintética han resultado en caracteristicas similares a la de la carne tradicional, alin
no se ha logrado igualarla.

Por ultimo, no menos importante, esta la aceptacion de los consumidores. Es sumamente importante
la habilidad y tecnologia empleada por los investigadores. Estos tienen la responsabilidad de quitar la

idea de que todo lo creado en laboratorio es “malo” (16).

1.2.6. Etica

Hasta el momento, el impacto mayor que ha tenido esta nueva metodologia de produccién de carne a
nivel social ha sido la ética y la aceptacion del consumidor. Estos siguen siendo desafios importantes
gue requieren seguimiento.

La evidencia cientifica indica que el consumo carnico ha formado parte importante de la psicologia

humana y el comportamiento poblacional (17). Por este motivo, ho es conveniente quitar el producto
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del mercado, sino buscar alternativas de produccién que hagan de este mas amigable con el ambiente
y tenga un mayor alcance.

La reduccion de la mortalidad animal y de la cantidad de animales requeridos es la razén moralmente
mas destacada para apoyar la investigacién y produccién de carne sintética.

De todas formas, cualquier desarrollo tecnolégico se encontrard con objeciones. Existen ciertas
preocupaciones éticas sobre la produccién de carne sintética El aumento del canibalismo al aumentar
la escala de produccién carnica, ademas se podra producir una dependencia de las personas hacia
las tecnologias y las grandes industrias, aun no se sabe los efectos que podra provocar en la salud de
las personas, por ultimo, la produccion de carne sintética posee un elevado costo de produccion. Si
bien estas son relevantes, ninguna es suficiente para fundamentar una oposicién al desarrollo de este
producto. Los aspectos positivos de este tipo de produccidn se destacan frente a sus objeciones éticas,
siendo estos la disminucion del sacrificio animal, de la contaminacién y la posibilidad de una
disminucién de costos. Estos factores son lo suficientemente significativos como para demostrar que
se debe apoyar a la investigacion continua y produccién de la carne sintética. De mas esta decir, que
este producto podria coexistir con la produccién de carne para reducir al médximo las practicas

industriales y otras practicas agricolas poco éticas (18).

Como se mencion6 anteriormente, hoy en dia existe la carne alternativa, elaborada en base a plantas.
La comercializacién de esta esta siendo liderada por la empresa beyond meat y su sabor y textura se
asemeja al de la carne producida de manera tradicional.

Otro tipo de carne sintética que se encuentra en fase de investigacion, es la carne sintética creada a
partir del cultivo de células madre que derivan en musculo o en tejido adiposo. Pudiendo luego generar
productos procesados como hamburguesas o salchichas elaboradas a partir de fibras de tejido
muscular que se generan tras el cultivo de células madre, o también se encuentra en fases de

investigacion la impresion 3D de cortes de carne partiendo también de células madre.

1.3. Generalidades de las células madre

Las células madre son las células no especializadas, que pueden diferenciarse en uno o varios tipos
celulares de un organismo. Estas células existen tanto a nivel embrionario como en tejidos adultos.

Las células madre pueden clasificarse de diferentes maneras, una de ellas es segun el nivel de
potencialidad. Las células madre unipotentes van a derivar en un solo tipo celular como es el caso de
las células madre satélite. Las células madre pluripotentes pueden derivar en mas de un tipo celular
como las células madre mesenquimales. También se encuentran las células que derivan a varios tipos
celulares pudiendo generar un 6rgano en su totalidad a partir de una Gnica célula madre, estas se
llaman células madre multipotentes. Y por Gltimo se encuentran las células madre totipotentes que

pueden diferenciarse a todos los tipos celulares del organismo, como el caso de un cigoto (19) (20).
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1.3.1. Células madre satélite

Las células madre satélite (SC) son células que se ubican en el misculo y participan en el proceso de
crecimiento y regeneracion muscular. Las mismas se encuentran naturalmente inactivas hasta que se
envia una sefal de activacion del entorno local para que posteriormente estas participen en la auto
renovacion y miogénesis. Las SC inactivas expresan el factor transcripcional Pax7. Luego de una sefal
de activacion, las células se logran activar mediante el control transcripcional regulatorio Pax3/Pax7,
los cuales conducen una cascada de activacion y proliferacion induciendo la expresion de factores
transcripcionales especificos del muasculo. Por otro lado, cabe mencionar que el proceso de
diferenciacion de las SC se asocia con una disminucion en los niveles de Pax7 (21).

Debido a lo mencionado anteriormente, se podria decir, que las SC son la principal fuente de progenie
miogénica en el misculo adulto ya que una vez que las células satélites se cultivan y proliferan, las
células resultantes se denominan progenie miogénica.

Las células satélites se pueden visualizar mediante microscopia electronica y 6ptica. En particular, la
expresion especifica del factor de transcripcién de Pax7 mediante el uso de un anticuerpo para la
inmunodeteccion de esta proteina permite identificar las células en su conformacién nativa en una

variedad de especies (22).

1.3.2. Aplicaciones de células madre

Las células madre estan en la mira de muchos investigadores de diferentes areas de la ciencia. Por un
lado, estan teniendo un gran papel en lo que son los avances de la medicina (23).
Por otro lado, las células madre también estan siendo protagonistas de una nueva alternativa de
produccion de alimentos, donde se busca desarrollar carne u otros productos que se componen de
materia prima animal a partir de las mismas.

La aplicacién de estas es muy amplia y puede responder a varias problematicas de la actualidad, es

por esto que conocerlas, lograr extraerlas y diferenciarlas se vuelve cada vez mas atractivo.

1.3.3. Cultivo de células madre

1.3.3.1. Cultivo primario

Las células que forman un cultivo primario son células de mamiferos que se extraen directamente de
tejidos animales. Estas se procesan en condiciones de cultivo optimizadas con el fin de lograr simular
el estado in vivo. Se utilizan frecuentemente para estudiar la fisiologia y biogquimica de las células
(metabolismo, viabilidad, sefializacion, etc) asi como también los efectos de los farmacos y
compuestos toxicos en las mismas.
Las células primarias tienen una vida util limitada y tienen un nimero de division celular limitado, asi
como también pueden ser dificiles de cultivar manteniendo su esterilidad (24).

Estas células se diferencian de las lineas celulares ya que las ultimas han adquirido la capacidad de

proliferar indefinidamente ya sea a través de mutaciones aleatorias, asi como también mediante
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modificacion deliberada. Lo cual se presenta a su vez como una desventaja, al alterar las propiedades
fisiologicas de las células dejando de representar el estado in vivo de las mismas, dependiendo de las

mutaciones involucradas.

1.3.3.2 Extraccién y aislamiento de las células madre satélite

El cultivo de las SC comienza luego de una disgregacién mecanica y enzimatica del tejido original. Se
ha demostrado que las SC se adhieren al plastico de los recipientes de laboratorio, esto se volvié una
caracteristica de estas células que se puede observar luego de la disgregacién del tejido.

La digestion enzimética es sumamente efectiva a la hora de aislar las células del tejido, de todas
formas, también tiene el potencial de dafarlas. La enzima mas utilizada para este fin debido a su
capacidad de romper los enlaces de coldgeno es la colagenasa. La concentracion optima de esta y el
tiempo de incubacion adecuado deben ser monitoreados con detenimiento durante el aislamiento.

Se observan diversos protocolos de aislamiento, proliferacién y caracterizacién de SC. El mas comdn
se basa en la adherencia al plastico durante las primeras 72 horas del cultivo y el mismo se debe a la
heterogénea poblacion de células presentes en el cultivo. Como se menciond anteriormente, las SC
tienen la capacidad de expandirse ilimitadamente en cultivo manteniendo su potencial crecimiento y
su plasticidad con una tasa de duplicacion dependiente del tejido de origen y de la densidad inicial
cultivada.

Para que las SC logren sobrevivir, proliferar y diferenciarse in vitro, el sistema de cultivo debe imitar
las condiciones in vivo de las células en su tejido original. Las mismas se deben mantener en una
estufa con 5% CO:2 para mantener del pH del medio y a la temperatura 6ptima de la especie de origen.
El suero fetal bovino se utiliza en el medio de cultivo como fuente de factores de crecimiento y de
nutrientes que potencian la proliferacién y la adherencia al plastico de estas células.

Cabe destacar que en las instancias de investigacion inicaial se suele trabajar bajo el uso de
antibiéticos teniendo en cuenta el contexto del cultivo primario a partir de una muestra que no esta
estéril con el fin de proteger de cualquier tipo de contaminacion y evitar que las células pueden estar

expuestas. El antibidtico méas utilizado es penicilina-estreptomicina (25).

1.3.4. Caracterizacion de células madre satélite

Existen numerosas estrategias de caracterizacion de las células madre.

En primer lugar, es importante lograr observar la adherencia al plastico por parte de estas células.
También se debe verificar que las mismas tengan morfologia redondeada inicialmente y luego que
empiezan a diferenciarse se puede observar una morfologia fibroblastoide

A su vez se podria realizar una citometria de flujo o inmunofluorescencia. Se ha determinado el perfil
inmunofenatipico en las SC derivadas de tejido muscular a través de sefial fluorescente, esto permite
visualizar y analizar la variacion de los marcadores celulares durante el desarrollo del cultivo (26). La
emision fluorescente se da gracias al anticuerpo secundario IgG Alexa Fluor 488 policlonal. EI mismo

se une especificamente al anticuerpo monoclonal de ratén anti Pax 7. Luego de confirmar la presencia
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de Pax7 en el nucleo de las células y complementar dicha informacién con la morfologia celular se
podria confirmar la presencia de células madre satélite.

Otra manera de verificar que las células obtenidas son células madre satélite es a través de la
diferenciacion de estas. A medida que pasan los dias de cultivo, se puede notar una diferencia en
cuanto a la morfologia de estas células. De esta manera, se puede concluir que este cambio de
morfologia representa la diferenciacion espontanea de dichas células.

Una alternativa a estas metodologias es el disefio de una PCR que permite amplificar marcadores
especificos de las células satélites en estudio, en este caso bovinas. Para esto se debe conocer la
secuencia codificante para los marcadores de los tejidos de los diferentes animales que pueden ser
estudiados (27).

\ J U

Y Y Y
Quiescencia Proliferacion Diferenciacion
Pax7 P:/)1(7 " @ Myod1 Myog/

yo Myod1 Myog Mrfa

Figura 1: Cultivo de CMS en el correr de los dias y la evolucion en la expresion de los factores de trasnscripcion
en cada fase. Primeras etapas de expresion de Pax7 en células madre satélite de aspecto redondeado, luego se
diferencian a mioblastos mediante el factor de diferenciacién Myod resultando en miotubos tras la expresion de

Myog. Imagen extraida del estudio realizado por Osta Pinzolas (28).

Como se puede observar en la Figura 1, los factores de transcripcion mas utilizados para la
caracterizacion de CS son Pax7, Myodl y Myog dependiendo del tiempo transcurrido del cultivo en
estudio. Estas proteinas activan la transcripcion y diferenciacion de mioblastos en miotubos.

En primer lugar, al momento en que las células se encuentran en su estado nativo, se observa la
presencia de Pax7. Luego a medida que estas células comienzan a proliferar, también se puede
comenzar a identificar la expresion gendmica de Myod1 a medida que la expresion de Pax 7 disminuye.
Por dltimo, en el momento de la diferenciacion celular, los marcadores expresados mayoritariamente

son Myod1, Myog y Mrf4, especificos de mioblastos (28).
17


http://www.scielo.org.co/scielo.php?pid=S0120-29522014000200002&script=sci_abstract&tlng=es
https://zaguan.unizar.es/record/7015/files/TESIS-2012-015.pdf

1.4. De célula madre a carne sintética

A continuacion, se puede ver un resumen extraido del articulo de McKinsey de los pasos involucrados
en el proceso de produccion de carne sintética.

Cultivated meat has the potential to replicate the taste, texture, smell,
nutritional composition, and appearance of conventional meat.

Production process for cultivated meat

Cultivated meat is made by taking a small sample of animal cells and growing them in a controllad environment.

Cell lines ara 2 Cells grow in Cells reach Calls are Harvested cells
purchased/ nutrient-rich desired density harvested in a are preparad for
developed for media in seed inthe main centrifugation distribution
perpetual use train bioreactors bioreactors process

Q.

Figura 2: Pasos generales para la produccion de carne sintética obtenido a partir del articulo elaborado por la
consultora Mckinsey

En primer lugar, se procede a la extraccion de las células a partir del animal de origen. Se realiza una
pequefia biopsia al animal en una zona determinada y se transportan las células extraidas en medio
de cultivo adecuado para luego continuar el proceso de aislamiento en el laboratorio.

A continuacion, se crecen las células en un medio de cultivo rico en nutrientes con el fin de adaptar las
células al ambiente en que se encuentran y simular el entorno in vivo.

El crecimiento de las células se da en biorreactores y se efectlia hasta alcanzar la densidad celular
deseada.

Luego las células son sometidas a una centrifugacion para lograr obtener las células separandolas del
medio de cultivo.

Por Ultimo, las células se preparan para su distribucién mediante procesos que varian segun el
producto final deseado. Cabe destacar que se pueden agregar aditivos para contribuir con la textura,
formay con el sabor (29).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Extraer, aislar y caracterizar células madre satélites en el laboratorio de biotecnologia de la Universidad

ORT Uruguay para su posible utilidad como materia prima para la produccién de carne sintética.

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:

Evaluar diferentes opciones de toma de muestra para la extraccion celular.
Realizar ensayos a partir de diferentes tejidos musculares vacunos.

Probar diferentes metodologias de extraccién celular.

Analizar el crecimiento y la viabilidad de las células madre satélite obtenidas.
Caracterizar por diversos métodos el cultivo de manera de poder
presencia/ausencia de CMS.

Analizar el rendimiento celular de una extraccion a partir de tejido bovino.

determinar

la
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3. Materiales y métodos

El medio de cultivo DMEM (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle's Medium) low Glucose utilizado, y

el Suero Fetal Bovino (SFB) empleado para suplementarlo son de Capricorn Scientific.

Los filtros empleados se adquirieron de la empresa Greiner bio-one (Alemania). Mientras que el

Percoll® y la colagenasa | son de la empresa Merck (Alemania).

Ademas, para el andlisis de caracterizaciéon del cultivo se utilizaron dos anticuerpos obtenidos de
antibodies-online Inc. (EUA). Los mismos son anticuerpo primario anti Pax7 de ratén y IgG Alexa Fluor

488 policlonal

El azdl de tripan, al igual que la Tripsina-EDTA (0,05% Tripsina, 0,02% EDTA en PBS) y la solucion de
Penicilina-Estreptomicina (10.000 unidades/mL de Penicilina y 10mg/mL de Estreptomicina)

pertenecen a la empresa Sigma-Aldrich (US).

En primer lugar, se prepararon los reactivos a ser utilizados ya sea el SFB, el PBS, el medio de cultivo
y la colagenasa.

El medio de cultivo se preparé con DMEM, 10% SFB y 1% antibi6tico penicilina-estreptomicina.

La colagenasa | se prepar6 a una concentracion de 2 mg por mL. Se prepararon alicuotas de 4 mL y

se conservaron en el freezer.

3.1. Toma de muestra de tejido muscular bovino

Se realizaron extracciones de diferentes origenes: Carniceria, frigorifico y biopsia.

Carniceria: se obtuvo una muestra de la carniceria “Morengo Carnes” y otra muestra del mostrador del

frigorifrico Santa Clara.

Frigorifico: Se obtuvieron muestras de diferentes tejidos y se registré la informacion de raza y edad del

animal.

Biopsia: Se realizé en colaboracion con la Unidad academica salud de los rumiantes, Departamento
de produccioén y salud de los sistemas productivos de la Facultad de veterinaria (UdelaR). Se asistio al
campo experimental 2 ubicado en Libertad. Se usaron animales jévenes que estaban destinados a otra
investigacion interna de la facultad de veterinaria de UdelaR. El veterinario PhD. Dario Caffarena
realizé la biopsia de musculo semimembranoso. Se tomaron 3 muestras de aproximadamente 5
gramos de la parte trasera de tres animales. Se trabaj6 de acuerdo a las normas éticas para el manejo

de animales de experimentacién, dado que los animales estaban destinados a otros ensayos de la
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Facultad de Veterinaria. Las muestras se depositaron en un tubo conteniendo medio de cultivo

preparado anteriormente en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT.

3.2. Extraccion y aislamiento de células madre bovinas

Luego de la toma de muestra, se deben extraer y aislar las células de interés ya que, al partir de un
cultivo primario, se obtiene una poblacion heterogénea de células

En primer lugar, las muestras de tejido fueron lavadas una vez con ETOH 70% vy tres veces con PBS
1X.

Luego, se llevd a cabo la ruptura mecanica, es decir, se corté el tejido con bisturi y pinza estéril. A
continuacion, se incubo el tejido con colagenasa | (0,1 mg/mL) por 1 hora a 37°C en bafio

termostarizado.

A continuacion, se emplearon dos técnicas diferentes para aislar las células de interés. Por un lado,
una centrifugacion en gradiente de Percoll® y por otro lado filtracién.

Para la primera opcién, luego de ser filtradas a través de una gasa estéril, las muestras se sometieron
a una centrifugacién por gradiente tomando como referencia el ensayo realizado por Miersch et al.
(30). Las concentraciones de Percoll® empleadas en este caso fueron: 25, 50 y 70%.

En primer lugar, se genera un stock de percol diluido en PBS al 10X y a partir del mismo se generan
las diferentes concentraciones mencionadas anteriormente con PBS 1X. Luego se realiz6 una
centrifugacién de 30 minutos a 1752 g. Cabe destacar que se trabajé en todo momento en hielo.
Luego de la centrifugacion, se tomaron las células de la interfaz 50-70% y se realiz6 un lavado con

medio de cultivo. Las células fueron sembradas en placa de 6 pocillos conteniendo medio de cultivo.

Para la filtracion, se trabaj6 con cell strainers, realizando dos filtraciones, primero a través de poros de
100 umy luego de 40um.

Por ultimo, se realizaron tres lavados con medio de cultivo (DMEM, 10% SFB y 1% Antibiotico)
centrifugando a 300 g por 5 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en medio de cultivo
compuesto por DMEM bajo en glucosa, suplementado con 20% SFB y 1% antibiético penicilina-
estreptomicina. Por ultimo, se incubd el cultivo en botellas T25 en estufa a 37°C 5% CO2en atmésfera

himeda.

3.3. Mantenimiento de células madre bovinas en cultivo

Las células cultivadas fueron controladas diariamente al microscopio y se realiz6 cambio de medio
cada 2 dias. Una vez alcanzada una confluencia cercana al 80%, se realizd subcultivo empleando
Tripsina-EDTA. Para ello, en primer lugar, se procedid a quitar el medio de cultivo de las botellas y se
lavé con PBS 1X. Luego se retir6 el PBS y se afiadieron

20pL por cm2 de la 22 superficie de cultivo de tripsina-EDTA y se incubaron durante al menos 5 minutos
en la estufa a 37°C, 5% CO2. Pasado este tiempo se comprobé el estado de las células al microscopio,

y una vez que se observé que se encontraban despegadas, rapidamente se neutralizé con 1 volumen
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de medio (DMEM suplementado con 10% SFB) para evitar que estas se dafien. Se tomé una pequefa
alicuota de la solucion celular para realizar el conteo y evaluar a su vez la viabilidad del cultivo.
Finalmente, la suspensién celular se transfirié a 2 botellas T25 para continuar la amplificacion.

3.4 Evaluacion de morfologia celular

Tal y como se mencioné anteriormente, una de las metodologias de caracterizacion celular es a través
de la visualizacién y seguimiento de la morfologia.

En el caso de las CMS, es visible la diferencia en la morfologia de las células antes y después de la
diferenciacion. Es por esto, que se realizé seguimiento y se obtuvieron fotos diarias de la visualizacion
a través del microscopio con el fin de analizar el comportamiento de las células y evaluar si la

morfologia celular a medida que pasan los dias coincide con la establecida por bibliografia.

3.5. Inmunofluorescencia para Pax7

La caracterizacién de las CMS se llevé a cabo evaluando el crecimiento en adherencia de las células
y la inmunofluorescencia de las mismas al incubarlas con un anticuerpo especifico (anti Pax 7).

En primer lugar, se procedi6 a la esterilizacion de los vidrios porta células exponiéndolos a luz UV por
30 minutos luego de ser lavados con ETOH 70%. Una vez esterilizados, se sembraron las células en

los mismos dentro de una placa de 24 pocillos.

Luego del sembrado de las células, se realizé la fijacion con PFA 4% durante 20 minutos a 4°C. El
mismo se prepar6 trabajando en campana calentando a 60°C la solucidon de PBS 1X con PFA 4% para
lograr la homogeneidad de la solucién. Luego se agrega NaOH de a gotas hasta que se obtenga una
solucién transparente. Por Ultimo, se ajusta el volumen final con PBS 1X y se alicuota para conservarlo

en freezer a -20°C.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X durante 5 minutos a Tamb. A continuacién, se

permeabilizaron las células con 200 uL de Triton 0.3% en PBS durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se realizaron 3 lavados rapidos con PBS 1X. Previo a la incubacion con el anticuerpo
primario, se bloquearon las células en 200 uL de BSA 5% a 1 hora en T.A. A algunos de los pocillos
se les agregd HCl y a otros no. El HCI permite la deteccion nuclear celular, y debido a que Pax7 es
una proteina nuclear, se esperaria detectarla bajo el tratamiento de HCI 2M. El mismo fue afiadido

previo al bloqueo de las células.

Se probaron 2 concentraciones de anticuerpo primario anti Pax7: 0,5 ug/mL y 1 ug/mL y se realizaron

3 lavados con PBS 1X durante 5 minutos a Tamb

Por ultimo, se realizé la incubacién con el anticuerpo secundario en BSA 5%. Anticuerpo secundario

IgG Alexa Fluor 488 policlonal [1 mg/mL]stock
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Se probaron 2 diluciones de estos anticuerpos: 1:500 y 1:1500 y se realizaron los lavados

correspondientes. Se incubaron 200 uL por 2 horas a T.A.

Con el fin de hacer un seguimiento diario de la expresion de la proteina Pax7 en el nucleo celular, se
procedié a realizar el proceso de inmunofluorescencia mencionado anteriormente todos los dias
durante una semana.
En una placa de 24 pocillos se sembraron las células sobre los vidrios estériles colocados previamente

en cada pocillo.

Se probaron tres condiciones: Control de inespecificidad (solo AC secundario), control negativo (Sin

ACs) y por ultimo la muestra con anticuerpo primario y secundario.

Durante una semana, se fijaron las células pocillo por pocillo, dia a dia. En primer lugar, se retir6 el
medio de cultivo del pocillo, luego se procedié al lavado con PBS (2 veces) y por ultimo se incubaron
las células con PFA 4% durante 20 minutos a 4°C. Luego de la incubacién, se hizo un lavado con PBS
1X tres veces y se incubaron a TA.

Al finalizar la semana, se procedio a realizar la permeabilizacion, el blogueo y la tincién de las células
obtenidas en los 7 pocillos en estudio

3.6. Curva de crecimiento y viabilidad celular

Se sembraron las células en una placa de 24 pocillos trabajando bajo las mimas condiciones que en
los ensayos anteriores.

Cada dia, se despegaron 2 pocillos empleando Tripsina-EDTA y se realizé recuento en cdmara de
Neubauer mediante el método de exclusion con Azul de Tripan 0,5% en PBS y se analiz6 a su vez la
viabilidad de los cultivos. El método empleado permite distinguir entre células vivas (refractivas) y
muertas (azules) ya que éstas Ultimas presentan su membrana comprometida e incorporan el
colorante.

Los valores obtenidos fueron utilizados en la siguiente ecuacion para calcular la concentracion

celular:

nde cél __n%de células vivas contadas * 10.000 x inversade la dilucion

mL cantidad de cuadrantes contados

Para la viabilidad celular se emple6 la siguiente ecuacién:

n2de células vivas
100

e g ) —
wakitkiat (6) n2de células totales .

Por dltimo, el sobrenadante de cultivo se almaceno a -20°C, previa centrifugacion a 1200 rpm por 5

minutos.
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3.7. Congelado de células

Para el congelado de las células, se retir6 el medio de cultivo, se realizaron 2 lavados con PBS 1Xy
se despegaron las mismas utilizando el reactivo tripsina-EDTA.
Luego, se procedio al conteo de las células para conocer la cantidad y viabilidad de células a congelar
en el criotubo.
A continuacion, se centrifugé la suspensioén celular a 18928 gdurante 5 minutos y se resuspendieron
en 1mL de medio de congelacibn compuesto por 90 % SFB y 10% DMSO.
Por dltimo, el criotubo se congel6 a -80°C utilizando el Mr.Frosty que al contener isopropanol permite
el congelado gradual de las células evitando dafiarlas. Una vez alcanzada la temperatura deseada, los

criotubos se conservan en nitrégeno.
3.8. Descongelado de células

El proceso de descongelado de células se basa en termostatizar rapidamente los crioviales
conteniendo 1 mL de células en un bafio de agua a 37°C. Luego se procedio a afiadir 1 mL de medio
de cultivo correspondiente, previamente termostatizado a 37 °C y luego se transfirié la solucién a un
tubo cénico conteniendo 5mL de medio de cultivo a 37 °C. A continuacion, se centrifugaron las células
a 260 g durante 5 minutos. Luego se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1
mL medio de cultivo suplementado con SFB y antibidtico. Se contaron las células en camara de
Neubauer utilizando azul de tripan y por ultimo se llevo la suspensién celular a un volumen de medio
de cultivo adecuado para plaquear y asi incubarlas en la estufa a 37°C, 5%CO2 (31).

Para ello se realizd un conteo celular diario por 12 dias, sin cambio de medio, evaluando la morfologia
de las células.

3.9. Consumo de glucosa

Para determinar los niveles de glucosa, dia a dia se tomé el medio de cultivo de los pocillos y se
centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 minutos. Luego se transfirid el sobrenadante a otro tubo
eppendorf y se congelaron los sobrenadantes a -20°C. Luego de transcurridos 12 dias se procedi6é a
realizar la cuantificacion de glucosa utilizando un kit especifico mediante un método enzimético-
colorimétrico de glucosa oxidasa/peroxidasa.

La determinacion del consumo celular de glucosa se realiza siguiendo el protocolo indicado por el kit
“Glicemia enzimatica AA” (Wiener Lab).

En primer lugar, se preparo la curva estandar, tal como lo indica el inserto del kit, con concentraciones
de glucosa de entre 0y 600 pg/uL . Luego se procedié a la preparacién de las muestras. Para esto, se
tuvo en cuenta que las muestras de cultivos celulares deben mantener la linealidad de la curva hasta
la concentracién de 500 um/mL. Para ello se realizaron diluciones 1/10 con agua destilada y se
procedio a pipetear en placa de 96 pocillos 10 pL de cada uno de los estandares por duplicado y cada

una de las muestras a testear.
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Luego se agregaron 100 uL de reactivo A por pozo, se mezclé evitando la generacion de burbujas y
se incub6 durante 10 minutos a 37°C. Se leyé la absorbancia a 450nm en un lector de placa y se

graficé absorbancia en funcién de concentracion de glucosa.
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4. Resultados y discusion

Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, la produccién de carne actual posee ciertas
desventajas como son el impacto ambiental que la misma genera, la demanda creciente y la
desigualdad en el consumo céarnico. Actualmente existen alternativas a la carne consumibles por la
poblaciéon mundial en base a vegetales. En Uruguay, la produccion de carne es muy importante en
términos econdmicos, disponer de la opcion de cultivos celulares capaces de producir carne sintética
obtenidas a partir de estas especies vacunas brindan un nuevo mercado para continuar bien

posicionados y ofrecer nuevos productos.

La principal ventaja de este modelo es la productividad a gran escala de proteina, ya que partiendo de
una biopsia se pueden obtener toneladas de carne (12). Sumado a esto, otra gran ventaja que posee
este nuevo modelo de produccion de carne es la disminucién en la superficie productiva y en el
sacrificio animal. Ademas, con este modelo se evitan las emisiones de GEI asociadas al ganado, en
especial en el sistema feedlot.

Para lograr la produccién de carne sintética, las empresas deben de contar con la principal materia
prima que son las células madre bovinas. Debido a esto, se propone aislarlas para luego
comercializarlas y proveer a las empresas de estas para facilitar a las mismas en cuanto a la
produccion.

4.1. Extraccion de células madre satélites

Las células madre satélite son células no diferenciadas procedentes del misculo. Su origen es lo que
causa gran interés dentro del negocio de la carne sintética ya que las mismas se diferencian de manera

espontanea en mioblastos.

4.1.1. Evaluacion de extraccién a partir de muestras de diferentes origenes

Se realizaron extracciones de diferentes origenes: Carniceria, frigorifico y biopsia.

La metodologia mas utilizada segun bibliografia para la extraccion de células madre animales es la
biopsia en animales machos jovenes, ya que en esta etapa hay mayor presencia de estas células y se
encuentran en una etapa de ciclo replicativo mas acelerada. Esto se debe a la tensiébn muscular que
presenta el animal vivo (32).

Debido a la complejidad para la obtencién de muestras de biopsia, se evaluaron otras fuentes para la
toma de muestra de tejido muscular bovino. Estos tejidos no se procesan en condiciones de esterilidad,
por lo que el riesgo de contaminacidn de los cultivos celulares es alto. Ademas, la obtencion de células
viables en tejidos obtenidos luego de la faena del animal puede ser variable. En la Tabla 1, se visualizd

el % de contaminacion de los cultivos celulares a partir de las diferentes muestras, en las muestras de
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biopsia, el 67% se contaming, en el caso de frigorifico el 10% de las botellas obtenidas resultaron
contaminadas y en las muestras de carniceria el 100%. En cuanto a la viabilidad celular se podria decir
gue las tomas de muestra realizadas a partir de carniceria no tuvieron éxito ya que él % de viabilidad
es de 0. Por otro lado, las tomas de muestras realizadas en frigorificos presentaron una alta viabilidad
celular, contando con un 90%. Esto también se debe a que fue el evento de extraccion mas repetido.
Por ultimo, en el caso de la biopsia realizada, de 3 muestras solamente una resulto viable durante 40
dias. Esto abarca un 33% de viabilidad. Cabe destacar, que él % de viabilidad hace referencia a la
viabilidad de las células durante 40 dias. Ya que dentro de ese rango las mismas o se congelaron o se

procedieron a tefir para ser observadas bajo microscopio de epifluorescencia.

Tabla 1. Expresa el éxito obtenido a partir de las extracciones realizadas a partir de los 3 origenes diferentes de

muestras.
Cantidad de extracciones | % de contaminacién | % de viabilidad
Biopsia 1 67 33
Frigorifico | 4 10 90
Carniceria | 2 100 0

Como se puede observar en la tabla 1, el mayor nimero de eventos de extraccion se ha llevado a cabo
en distintos frigorificos. Esto se dio debido a que los resultados han demostrado ser prometedores en
comparacion con los obtenidos a partir de muestras de carniceria, considerando la viabilidad celular y
la esterilidad de los cultivos Por otro lado, la coordinacion de la biopsia no fue para nada sencilla, por
lo que se accedié solamente una vez a este tipo de extraccién. En suma, el tiempo dedicado a la hora
de realizar la biopsia es mucho mayor que el dedicado para la extraccion en los frigorificos por lo cual

también result6é siendo una ventaja para esta metodologia.

27



Figura 3: Microscopia Optica 100X que representa la morfologia de cultivos de células bovinas extraidas de un
corte de cuadril obtenido de carniceria. Las imagenes A,B y C representan los cultivos a los dias 2,6 y 9
respectivamente. Se visualiza un aumento en las particulas contaminantes a medida que pasan los dias hasta
llegar a la imagen C, donde la placa fue descartada.

En la Figura 3 se pueden observar las fotos tomadas en el transcurso del cultivo realizado a partir de
la primera extraccion celular. Como primer ensayo se decidid partir de carne de carniceria para afinar
la manipulacion y comenzar a poner a punto el protocolo, para luego experimentar con carne extraida
del animal in vivo.

Se puede observar que desde el dia 2 se logré identificar una contaminacion por bacterias. La misma
se logré identificar debido a su morfologia de “bacilos” alargados. Se decidié proseguir con el ensayo
para luego confirmar si efectivamente se trataba de contaminacién o si eran residuos de la ruptura
mecanica que no habian sido extraidos en la centrifugacion por gradiente. Esto se puede confirmar en
las imagenes de los dias 6 y 9 ya que no se observan las células redondas y brillantes tal y como se
describen en bibliografia, sino que se observan células de morfologia alargada y méas pequefia y al
noveno dia se distingue turbidez en el medio de cultivo lo cual también es caracteristico de la

contaminacioén bacteriana (33).

En la segunda instancia de extracciébn a partir de carne de carniceria las muestras se vieron
nuevamente contaminadas. En esta ocasion se trabajé con 2 cortes de carne diferentes, los cuales
tenian aproximadamente 72hs de faenados, los mismos se obtuvieron de la seccién de venta al publico
del Frigorifico Santa Clara.

Teniendo en cuenta que todos los pocillos o botellas que se obtuvieron de extracciones de carne de
carniceria se vieron contaminados, se puede concluir que la cantidad de CMS presentes en el tejido
luego de la faena disminuyen con el transcurso de los dias, esto lleva a que predomine el crecimiento
de otras células que no son las de interés. A su vez, la carne obtenida de carniceria cuenta con mas
dias desde la faena (aproximadamente 3) en comparacion con las tomas de muestra in-vivo o a partir
de frigorificos. Esto resulta en una disminucion en la viabilidad celular viéndose reflejado en los

resultados de la Tabla 1.
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Por otro lado, se encuentran las extracciones realizadas partiendo de muestras de Frigorifico. En esta
instancia se contacté con el Frigorifico Sirsil S.A, Frigorifico Inaler S.A. - Marfrig Group y Frigorifico
Las Moras. En total se accedi6 a 4 instancias de toma de muestra en frigorificos.

Las principales ventajas de partir de muestras de frigorifico son ademas de conocer exactamente el
musculo utilizado, la trazabilidad del origen de la muestra, la edad, la raza y el tiempo transcurrido
desde el momento de la muerte del animal.

En todos los casos de procesamiento de muestras se obtuvieron cultivos libres de contaminacién con
los que se pudo trabajar y posteriormente proceder al analisis de las células cultivadas para conocer

mas sobre el resultado de la extraccion.

En la Figura 4 se pueden ver los resultados de una extraccién representativa y su evolucion a lo largo

de los dias.

Figura 4: Microscopia 100X que representa la morfologia de cultivos de células bovinas provenientes de
entrafia vacuna (Frigorifico Sirsil). Las imagenes A, By C representan los cultivos a los dias 1,5y 10

respectivamente. Se visualizan células que van variando su morfologia con el transcurso de los dias de cultivo.

Por ultimo, se encuentran la toma de muestra realizada in vivo, metodologia de referencia seguin
bibliografia. Se establecié contacto con la Dra. Cecilia Cajarville De la Facultad de Veterinaria, quién
facilité la asistencia al campo experimental para la extraccion muscular in vivo del animal. El Veterinario
Dario Caffarena muy amablemente realizé una biopsia a tres terneros del tejido semimembranoso, el
cual segun bibliografia posee alta cantidad de células madre satélites y nos permitio asistir al

procedimiento (Figura 1) (32).
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Figura 5: Sutura del corte realizado por el Vet. Dario Caffarena al animal en la parte posterior de la pata para la
extraccion de un trozo de tejido muscular de 1cm x 1cm aproximadamente.

Como se comenté anteriormente, una de las ventajas de este sistema de produccion carnica planteada
es la disminucion en el sacrificio animal. En la Figura 5 se puede observar el pequefio corte realizado
al animal y cabe destacar que a partir de ese corte se logra producir una cantidad significativa de carne
vacuna. El animal fue tratado con anestesia para no sentir dolor y luego de realizado el corte por una

semana se le realizd seguimiento y se le suministré antibiético de manera preventiva.

A continuacién, se pueden observar las microscopias realizadas de las células extraidas.
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Figura 6: Microscopia 6ptica 100X que representa la morfologia de cultivos de células bovinas provenientes de
la biopsia in vivo realizada con la FVet. Las imagenes A, B y C representan los cultivos a los dias 1,3y 8
respectivamente. Siendo (A) las células del dia 1, presenciandose una gran cantidad de restos celulares. (B) las
células del dia 3, redondeadas y (C) se puede ver mayor cantidad de células al dia 8 de cultivo y de morfologia
alargada.

En esta instancia se obtuvo con éxito un cultivo celular que pasados los dias tomé aspecto
fibroblastoide y se comporté de manera esperada, tal como se presenta en el estudio realizado por
Danoviz et al. (21).

Al comparar la Figura 6 en el dia 8 y laimagen 4 en el dia 10 se puede notar que la extraccion realizada
in vivo parece presentar un mayor rendimiento, ya que se ve una mayor cantidad de células y a su vez
un aumento en la tasa de diferenciacion celular en un menor lapso de tiempo. A su vez se trabaj6 con
diferentes musculos para la extraccién, lo que puede diferir en la cantidad de células satélites iniciales,
como se muestra en el estudio realizado por Kwang-Hwan Choi et al. donde extraen células madre
satélites de diferentes tejidos de porcinos y muestran que el misculo semimembranoso posee una alta
cantidad de las mismas (32). Estos dos resultados son comparables ya que las condiciones de trabajo

fueron similares, tanto el tamafio de muestra de partida como el protocolo empleado.

Si bien los dias requeridos para alcanzar entre un 90 y 100% de confluencia en el cultivo obtenido a
partir de la muestra provenientes de la FVet fue menor a los dias requeridos para las extracciones
realizadas a partir de muestras de frigorifico, este ensayo se realizé de manera Unica, por lo que no se
podria determinar si una extraccion de tejido de un animal in vivo es realmente mas exitosa que la de
un animal recién faenado.

De todas maneras, si se puede afirmar que las extracciones a partir de animales en pie requieren un
mayor esfuerzo ya que demandan del cuidado del animal a posteriori, ademas del tiempo y estrés que
este proceso puede generarle al animal, por lo que para este ensayo se prefiri6 el trabajo bajo muestras
de frigorifico siendo estas las méas estudiadas.
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4.2. Evaluacion de dos metodologias de aislamiento celular: filtracion y centrifugacion en
gradiente de Percoll®.

Ala hora de disefiar el protocolo inicial a seguir en este ensayo se identificaron diferentes metodologias
de aislamiento para las CM, dentro de las cuales se encuentran la centrifugacion zonal y el uso de
filtros de 40y 100 pm.

La centrifugaciéon zonal se basa en el agregado de la muestra problema sobre un gradiente de
densidades, formado en este caso gracias a una solucién conteniendo particulas de silica (Percoll®),
que luego de una centrifugacion permiten la separacion de las particulas dependiendo de su masa
(34).

Para separar las células de interés de los restos de tejido y de otras células de diferentes tamafios, se

formaron 3 densidades distintas de Percoll®, 25, 50 y 70%, esperando que las células de interés se
encuentren en la interfaz del 50 y 70% (30). Luego de realizar la disgregacion mecanica y enzimatica

del tejido, la suspensién celular se sembré en el gradiente y se centrifugd a X g con partida lenta y sin

freno. La muestra no pudo penetrar el gradiente y separarse segun las diferentes densidades.

Para comprobar que el gradiente se estaba formando correctamente se realizé una prueba con 2 lineas

celulares de diferente tamafio y morfologia (GNFS60 y A549)

Figura 7: Separacion de 2 lineas celulares mediante una centrifugacion en gradiente con Percoll®

Como se muestra en la Figura 7, las dos lineas celulares se lograron separar con éxito, se puede
visualizar cémo se logra la separacion en funcién de la densidad de las particulas en la solucién. En
este caso se distinguen 2 anillos, uno no logra casi penetrar el Percoll® y el otro en la interfaz del
gradiente 40% - 80%. Las células se recuperaron del gradiente y se volvieron a cultivar en botellas
para evaluar la viabilidad luego del proceso. Se controlaron diariamente en el microscopio

evidenciando crecimiento celular.

Se realiz6 una nueva prueba con una muestra de cuadril obtenida del Frigorifico Inaler S.A. - Marfrig
Group, siguiendo las mismas condiciones experimentales realizadas con las lineas celulares. Se

sembro la muestra en diferentes voliumenes (para disminuir la densidad celular). Como se puede ver
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en la Figura 8 la suspension celular no logré penetrar el Percoll® en ninguna de las dos condiciones

evaluadas.

Figura 8: Prueba de centrifugacién zonal con muestras previamente digeridas del frigorifico de la cadena
Marfrig.

Para futuros ensayos, es importante evaluar la idea de resuspender las células en PBS previamente

para disminuir la viscosidad.

Para el método de filtracion se utilizaron cell strainers, una vez finalizada la incubacién con colagenasa
l, se filtré con el filtro de tamafio de poro de 100 um y luego con el de 40 pm. Luego de la filtracidon, se
obtuvieron células que fueron sembradas en botellas T25 o en alguno de los casos en placas (para

realizar ensayos de viabilidad, presencia de Pax7 y evaluacién del consumo de glucosa)

4.3. Evaluacion de la extraccién y aislamiento celular dependiente del misculo de partida

Se han evaluado los resultados obtenidos a partir de distintos tejidos musculares en los multiples casos
de extraccién y se han visto algunas diferencias en cuanto al rendimiento celular que En el caso de la
extraccion realizada con muestra proveniente del Frigorifico Marfrig se ha trabajado con tejido muscular
obtenido del cuello bovino y células del posterior de la pata.

A continuacion, se puede observar la morfologia de las células en el transcurso de los dias.
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Figura 9: Microscopia 6ptica 100X que representa la morfologia de cultivos de células bovinas
proveniente del posterior del animal. Las imagenes A, B y C representan los cultivos a los dias 3, 7y 14 dias
respectivamente. En la imagen (A) se observa una gran cantidad de células redondeadas y brillantes. En la
imagen (B) se observa el comienzo de cambio en la morfologia celular. En la imagen (C) se visualizan las

células de morfologia alargada con una confluencia que ronda el 60%.

Figura 10: Microscopia que representa la morfologia de cultivos de células bovinas

proveniente del cuello del animal. Las imagenes A, B y C representan los cultivos a los dias 5, 10 y 14 dias
respectivamente. En la imagen (A) se observan células redondeadas y brillantes. En la imagen (B) se observa
un 40% de confluencia de células de morfologia alargada. En la imagen (C) se visualizan las células de
morfologia alargada con una confluencia que ronda el 90%.

En las Figuras 9 y 10 se puede observar la morfologia tanto de las células provenientes del posterior
bovino como las provenientes del cuello del animal. En ambos casos se logr6 el aislamiento de las
células con morfologia fibroblastoide por lo que la extraccién en esta primera instancia de cultivo ha
resultado exitosa.

Cabe destacar que en el caso de las células extraidas del cuello bovino se logra ver una mayor
confluencia en comparacion con aquellas provenientes del posterior. Esto podria significar una mayor
concentracion de células satélite en la zona del cuello por lo que podria ser un misculo de interés para
futuros ensayos de esta indole.

Al tener un acceso limitado a los frigorificos y al no poder optar el misculo a trabajar en la mayoria de
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los casos, no se ha podido repetir el ensayo con tejido proveniente del cuello para confirmar esta

tendencia.

4.4. Caracterizacion del cultivo celular

4.4.1. Morfologia y adherencia

Con el fin de analizar la morfologia celular, se procedio a observar las células diariamente durante 20
dias. De esta manera se pudo observar el proceso en el cambio de morfologia de las células en cultivo
y se evalud la confluencia y viabilidad celular.

Tabla 2: Imagenes de los pocillos utilizados para el ensayo de viabilidad con su cantidad de células y la evolucion

dia a dia.
Dia Morfologia N° células /mL
1 180.000
2 400.000
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9 2.080.000
10

l 1.750.000
13 2.050.000
14 2.365.000
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15 3.120.000

2.900.000

16

20 3.820.000

Al visualizar la tabla x se logra ver la evolucion en la morfologia y cuantificacion celular a lo largo del
tiempo.

En cuanto a la morfologia celular, en los primeros pocillos se pueden ver restos de tejidos que al
realizar los lavados con PBS se van removiendo, logrando obtener un cultivo homogéneo. A su vez,
en los primeros dias se pueden observar células pequefias, redondeadas y brillantes que luego del dia
6 comienzan a cambiar su morfologia. Esta diferencia representa el evento de diferenciacién
espontanea celular que deriva a la formacién de mioblastos los cuales se representan mediante una

morfologia fibroblastoide.

4.4.2. Inmunofluorescencia Pax7

Tal y como se menciond anteriormente, la familia de genes Pax corresponde a los factores de
transcripcion nucleares compuesta por nueve componentes, los cuales se activan durante la
embriogénesis con el fin de regular la diferenciacién celular. Dicho conjunto de genes se encuentra

presente en las células satélite cultivadas (35).

38


https://datasheets.scbt.com/sc-81648.pdf

A B

[

417.95x318.46 um (1344x1 024); B-bit; 1.3M8

212.76x162.10 um (1344x1 024); &-bit 1.3UB

Figura 11: Microscopia de epifluorescencia. (A) representa la morfologia conteniendo el control
negativo (conteniendo Unicamente anticuerpo secundario). (B) representa la morfologia conteniendo
las células provenientes de la biopsia con la FVet. Se setea la configuracién para el control negativo
y se mantiene la misma configuracién para el andlisis de la muestra de manera de evitar la presencia

de fluorescencia inespecifica.

Para analizar las imagenes obtenidas a partir de la microscopia de epifluorescencia realizada en el
Instituto Pasteur del Uruguay, se utiliza el programa ImageJ. Es importante a la hora de verificar la
presencia o ausencia de Pax7 en las células en estudio, setear la configuracién del programa para
evitar el andlisis de falsos positivos.

Para el estudio de la presencia de Pax7 en las células, se utilizaron controles negativos para evaluar
si se observa fluorescencia nativa de las células. Por otro lado, se realizaron controles donde se incub6
Unicamente con el anticuerpo secundario con el fin de evaluar la adherencia inespecifica del mismo y
asi asegurar que las sefiales analizadas en las muestras de interés no correspondan a un falso positivo.
En la Figura 11 se distingue una diferencia en la emisién de color verde en el canal FITC,
correspondiente a la fluorescencia del anticuerpo secundario IgG Alexa Fluor 488 policlonal. El mismo
se une especificamente al anticuerpo monoclonal de ratén anti Pax 7 con los cuales se realizd la tincion
de las células en cuestién. A su vez se puede reconocer una emision con mas intensidad en los
nacleos. Esto es de esperarse teniendo en cuenta que la proteina Pax 7 es de expresién nuclear, y se
encuentra en grandes concentraciones en el nlcleo de las CS durante el estado de quiescencia 'y en
menor cantidad en el estado de proliferacion de estas como se muestra en la Figura 12

Teniendo en cuenta que la proteina se expresa en el nicleo, se procedié a tratar las células con HCI

de manera de facilitar el acceso del anticuerpo al nlcleo y asi interaccionar con la proteina Pax7.

A continuacion, se presentan las imagenes correspondientes a la microscopia de epifluorescencia

observandose las células obtenidas a partir de las muestras del Frigorifico Sirsil.
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Figura 12: Microscopia de epifluorescencia. (A) representa la morfologia conteniendo las células tratadas con
HCI provenientes de muestras obtenidas en el Frigorifico Sirsil. (B) representa la morfologia conteniendo las
células sin tratar con HCI provenientes de muestras obtenidas en el Frigorifico Sirsil

Con respecto al tratamiento de las células con HCI, se logra confirmar la interaccion exitosa del
anticuerpo con la proteina nuclear Pax7. Si se compara la imagen A con la imagen B de la Figura 12,
se observa que el anticuerpo logra penetrar mejor el nicleo celular distinguiéndose una mayor emision
en esta organela que en el resto de la célula, es por esto que, para las siguientes tinciones se decidié

trabajar con el agregado de HCI.

Figura 13: Representacion de microscopia de epifluorescencia. (A) representa el canal de FITC. (B) representa

el canal de DAPI. (C) representa el canal de campo claro y (D) representa el conjunto de todos los canales.

Una vez que se comprobo la presencia de Pax7 en las células y una vez realizada la puesta a punto
del protocolo de tincién celular, se realiz6 un ensayo de evaluacion dia a dia de la expresion de esta
proteina. Esto permite evaluar la disminucion en la presencia de esta proteina a lo largo de los dias tal
y como se indica en bibliografia, sabiendo que al darse la diferenciacién espontanea de estas células,
la expresién de esta proteina disminuye aumentando la expresion de otros factores tales como Myod
y Myog.

En cuanto a los resultados obtenidos, no se ha logrado obtener la emision de fluorescencia esperada
debido a posibles errores en la manipulacion durante la tincion.

En la Figura 13, se pueden ver las imagenes obtenidas a partir de la visualizacién de la muestra tomada
el dia 6.
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Las cuatro imagenes representan los distintos canales configurados en el programa. En el canal 2 se
puede ver claramente la presencia del DAPI, por lo cual damos por sentado que dicho reactivo no se
vio afectado y por lo tanto se logré la tincién del ndcleo con éxito. Por otro lado, en el canal 3 se deberia
ver la presencia de la emisién de la interaccién del anticuerpo con Pax 7, pero de lo contrario, no se
visualiza dicha emision. Esto podria deberse a fallas en alguno de los pasos de incubacién del

anticuerpo, teniendo en cuenta que en otras instancias de tincidn, si se logré ver la emision esperada.

4.5. Ensayo de evaluacion de crecimiento y viabilidad celular

Se realizé una curva de crecimiento celular durante 20 dias en donde se analizé la viabilidad, la
cantidad de células, la morfologia celular y el consumo de glucosa.
Para este experimento se trabajé en placas de 24 pocillos con 500uL por pocillo. Se realizaron cambios
del medio de cultivo cada 2 dias, realizando en los primeros dias lavados con PBS 1X con 1% de
antibiético de manera de eliminar restos de tejido de la extraccién.
Se realizé un conteo diario con azul de tripan en camara de Neubauer, una vez alcanzada una

confluencia del 100% se dio por finalizado el experimento.

En la Figura 14 se visualizan la curva de crecimiento y viabilidad celular. Con respecto al nUmero de
células que se obtuvo, se observé un comportamiento exponencial obteniendo una densidad celular
maxima de 3,82x106 cel/mL. en el dia 20. Se observé un 100 %de confluencia en el pocillo a partir del
dia 20.

Concentracion celular
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Figura 14: Gréfico representando el crecimiento celular pasados los 20 dias de cultivo. Se observa el aumento
de células por mL, teniendo en cuenta que los dias 4, 5, 11, 12,17, 18 y 19 no se realiz6 conteo ya que fueron

dias sadbado y domingo y las instalaciones de la Universidad ORT Uruguay permanecen cerradas.
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En cuanto a la viabilidad, se mantuvo superior al 80% en todos los dias evaluados. Considerando la
grafica de la Figura 15, se puede notar una disminucién en la viabilidad celular en los primeros dias de
cultivo. Esto se podria corresponder a la presencia de la colagenasa y de extractos de cultivo

primario. Luego, se mantiene superior a 90% entre los dias 7 y 20.

Viabilidad celular
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Figura 15: Grafico representando la viabilidad celular pasados los 20 dias de cultivo, siempre se encuentra por
arriba del 80%. Los dias 4, 5, 11, 12,17, 18 y 19 no se realiz6 conteo ya que fueron dias sabado y domingo y

las instalaciones de la Universidad ORT Uruguay permanecen cerradas

Estos resultados son muy interesantes ya que se traducen en el potencial de crecimiento que estas

células presentan como materia prima para la produccion de carne sintética.

4.6. Rendimiento celular de una extraccion a partir de tejido bovino

De manera de analizar el rendimiento celular a partir de la extraccion y aislamiento de CMS bovinas,

se toma en cuenta la cantidad de muestra inicial y el nimero de células obtenidas.

Tabla 3: Representacién del rendimiento celular

Cantidad de tejido de | Volumen de medio de | Dia de [ Nomero de células en

partida cultivo cultivo placa

(1x1 cm) 10,5 mL 15 (2,9x10% x 21 pocillos) =
6,1x10"7
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Tal y como se indica en la tabla 3, a partir de una muestra carnica de 1x1 cm, se obtiene un niimero
de células de 6,1x10"7 células. Se sembraron las células durante 15 dias en 21 pocillos (placa de 24
pocillos) y en cada pocillo se obtuvieron 2,9E06 células.

Por otro lado, se analiz6 la estabilidad del cultivo con el correr de los pasajes, tanto en morfologia y
como en viabilidad. En este proyecto se estimé un maximo de 7 pasajes por extraccién, lo que
permitiria amplificar considerablemente los cultivos obtenidos. En la Tabla 4, se pueden observar los

valores de recuento y viabilidad celular obtenidos en cada pasaje.

Tabla 4: Recuento y viabilidad celular al momento de realizar los repiques de las células provenientes de la

muestra obtenida en el Frigorifico Las Moras.

Pasaje botella extraccion frigorifico | Ndmero de células al momento de hacer el | Viabilidad
Las Moras pasaje (cel/mL)

1 28.330.000 97%

2 30.400.000 94%

3 32.600.000 95%

4 21.500.000 89%

5 30.600.000 92%

6 31.200.000 93%

7 40.200.000 92%

8 21.800.000 71%

Como se puede ver en la tabla 4, las células satélites presentan una alta viabilidad hasta el pasaje 7,

ya que luego de dicho pasaje la viabilidad cae por debajo del 80%.

Conocer el rendimiento de las extracciones de carne analizadas bajo el protocolo disefiado en este
proyecto es de suma importancia para poder proyectar la potencial capacidad de produccién de las
células de interés y asi poder proyectar el mercado involucrado y analizar la posibilidad de entrar al

mismo.

4.7. Consumo celular de glucosa

Con el fin de determinar el perfil metabdlico celular a medida que pasan los dias, se procedio al
descongelado de un vial de células provenientes de la toma de muestra realizada en el frigorifico Sirsil

y la realizacion del ensayo de glucosa utilizando un kit comercial.

43



Las células fueron sembradas en placa de 48 pocillos y se coseché el sobrenadante diariamente

durante 14 dias.

Consumo de glucosa

[Glucosa] (E03)

0 5 10 15
Dias

Figura 16: Grafica de consumo de glucosa diario en placa de 48 pocillos luego del descongelado de un vial de la

extraccion del frigorifico Sirsil.

Como se puede observar en la Figura 16, la concentracion de glucosa bajé progresivamente a medida
gue pasaron los dias. Esto a su vez, se ve relacionado con la disminucién en la viabilidad celular (ver
Figura 17). A medida que se consume la glucosa en el medio de cultivo, la mortalidad celular aumenta.
Esto se puede confirmar mediante el estudio realizado por Naito et al. en donde estudian el efecto de
la Inhibicion glucolitica por resveratrol (RSV) para evitar la mortalidad celular por falta de glucosa en el
medio (36).

Cabe destacar, que las células fueron congeladas luego de 40 dias de cultivo. Las mismas fueron
sometidas a 2 pasajes. Se podria decir, segun lo observado en el comportamiento de estas células,
gue las mismas al ser congeladas ya habian sido diferenciadas a mioblastos. Por este motivo, al

descongelarlas, se realiza el ensayo de glucosa sobre las células diferenciadas.
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Figura 17: Grafica de viabilidad celular calculada diariamente de células sembradas en placa de 48 pocillos
luego del descongelado de un vial de la extraccion del frigorifico Sirsil.

Es importante tener en cuenta que la viabilidad celular se ve afectada a medida que pasan los dias no
solo por la disminucién en la concentracién de glucosa, sino también por el consumo de otros nutrientes
del medio de cultivo. A su vez, el cambio de pH en el medio también resulté ser un factor que se vio
afectado ya que se pudo observar un cambio en el color del medio de cultivo hacia el amarillo al pasar
los dias indicando la acidificacion del mismo. Este cambio se not6 principalmente luego del dia 10 del
cultivo. Si se observa la Figura 17 se observa que luego del dia 10 la caida en la viabilidad se ve mas

acentuada, por lo que la acidificacion del medio influy6 directamente en el desempefio del cultivo.
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5. Plan de negocios

5.1. Introduccién

Se estima que la poblacion aumentara hasta 9.700 Millones para el 2050, lo que dificultara la
accesibilidad de alimentos. En 2019 alrededor de 690 Millones de personas padecieron hambre crénica
segln el Global Hunger Index. Estos datos aumentaran drasticamente con el aumento de la poblacién

mundial si no se buscan alternativas de produccion y distribucion de alimentos.

Para evitar el aumento de la malnutricion en los siguientes afios, se deben tomar medidas que permitan

el acceso a legumbres, frutas y vegetales, pero también productos lacteos y carnicos.

La produccidn de carne, principalmente la cria intensiva de ganado vacuno, va de la mano con grandes
producciones de gases de efecto invernadero, grandes niveles de consumo de agua y de su
contaminacion, como también de deforestacion.

Esto no permite que otras disciplinas como la agricultura se expandan, limitando la superficie destinada
a la produccion de vegetales, frutas y legumbres.

Es por esto que se estan desarrollando nuevas técnicas de produccién de alimentos. Como es la carne
sintética.

El presente proyecto se ha elaborado a fin de responder a la necesidad de desarrollo de nuevas fuentes
de alimento, atacando a su vez a la problemética del impacto ambiental que conllevan las practicas
tradicionales. Con respecto a la contaminacién, los datos afirman que hoy en dia la produccion de
carne tiene un gran impacto ambiental a nivel mundial. El 8% del agua potable es utilizada para la
produccion de carne y lana, el 18% de los gases de efecto invernadero provienen de la industria
ganadera, y el 33% de las tierras cultivadas son destinadas a la alimentacion ganadera.

Si bien en Uruguay la ganaderia no afecta severamente a la contaminaciéon ambiental, debido a sus
practicas no intensivas, en otros paises desarrollados si, ya que no hay pasturas suficientes para la
cantidad de ganado que habita. En Uruguay, el 90% de la produccién ganadera se basa en pasturas
naturales. No se deforesta para colocar ganado. Pero en paises como Estados Unidos, o sin ir tan
lejos, Paraguay las practicas ganaderas tienen grandes emisiones de gases de efecto invernadero,
gran consumo de agua y a su vez descuidan de manera mas grave el bienestar animal.

Dicho proyecto propone crear una base operativa que garantice la mejora en las acciones de

produccion de carne sobre todo para aquellos paises en los que la ganaderia es intensiva.
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5.2. Andlisis FODA
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Figura 21: Andlisis FODA. Representacion de las fortalezas, debilidades, oportunidades y amenazas del

proyecto en cuestion.

El andlisis FODA es una técnica que permite identificar las fortalezas, las debilidades, las

oportunidades y amenazas, tal como indica la sigla.

Fortalezas:
Dentro de esta categoria encontramos que seria un producto Unico, amigable con el medio
ambiente que posee una tecnologia de vanguardia ya que no hay productos similares a este
en el mercado y que es facilmente escalable.

Oportunidades:
Este producto es nuevo en el mercado, asi como también estimula a generar una mayor
conciencia ambiental debido a los factores mencionados anteriormente.
Al ser un producto que se almacena a bajas temperaturas y su vida Util bajo estas condiciones
es muy prolongada, el producto puede ser comercializado a diferentes regiones, sobre todo a
los mercados protagonistas en el desarrollo de nuevos productos, como Estados Unidos,
Europa o Japon. El desarrollo y avance de las tecnologias involucradas permitird la baja de
precios y optimizaciéon de procesos, volviéndolo cada vez mas interesante.

Debilidades:
Actualmente no hay regulaciones por parte de los entes regulatorios de mayor renombre, como
lo es la FDA. Al haber falta de experiencia en el mercado, la venta de este producto no sera
de caracter inmediato.

Amenazas:
Al ser un producto con elementos nuevos, esto puede generar cierto rechazo por parte del
publico consumidor. El mercado de las células madre satélite para la produccion de carne

sintética depende directamente de la aceptacion de este producto en la sociedad.
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La siguiente barrera luego de la aceptacion del publico es la de la competencia. Teniendo en

cuenta el alto nimero de start-ups involucradas en la produccién de carne sintética, es de

esperarse el aumento de las empresas encargadas de proveerles a estas la materia prima

necesaria para llevar a cabo la produccion a gran escala.

5.3. Validacién del plan de negocios

A modo de comprender la necesidad en el mercado de un nuevo producto como es la carne sintética,

se plantea una validacion donde se evalla el problema, el cliente y la solucion.

Para esto, se realizaron investigaciones de escritorio, con el fin de estudiar la situacion actual a nivel

mundial de los desarrollos que involucran la produccién de carne sintética. Por otro lado, se realizaron

encuestas para conocer la opinién de los potenciales consumidores finales de este producto.

Para que la comercializacion de las células satélite tenga éxito dentro del mercado, es necesario

corroborar la aceptacion de la carne sintética y su necesidad dentro del mercado.

Tabla 5: Validacién del plan de negocios

Hipodtesis Objetivo de Ejercicio de Métrica o
validacién validacién indicador de éxito
Del Teniendo en cuenta el Confirmar la Investigacion | > 30 fuentes
problema | aumento de la poblacion problematica y de escritorio. | confiables
para el 2030 y por ende evaluar las bibliograficas que
el crecimiento en la caracteristicas de la afirmen la
demanda cérnica, se misma para poder necesidad de
estima que no se podra generar una desarrollo de
abastecer el consumo de | solucion valiosa nueva fuente
proteina de origen proteina a gran
animal. escala.
Del Futures consumidores de | Evaluar si existe Encuesta > 20% personas
cliente [ carne sintética poblacion de encuestadas
Uruguay que interesadas en
consuma carne 'y consumir este tipo
esté dispuesta a de alimento.
probar nuevos
productos
De Produccion de proteina Evaluar el interés > 20% personas
solucidon | de origen animal, que se | de los Encuesta encuestadas creen
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puede producir a gran consumidores que la produccién

escala sin impactar de activos de carne en de carne sintética
forma negativa en el probar carne podria llegar a ser
medioambiente y sintética una solucién.

simulando el producto

actualmente consumido.

En primer lugar, fue necesario definir un pardmetro que permita confirmar la existencia de una
problemética a futuro con el crecimiento de la poblacién mundial y la capacidad de generar alimento
para abastecerla. Para ello se establecié un limite de 30 articulos cientificos o publicaciones de alta
fiabilidad, que aseguraran que es necesaria la busqueda de nuevas tecnologias para la produccién de
alimento, como lo es la carne cultivada.

Es importante destacar que se logré cumplir con la métrica, encontrando dentro de los articulos de

mayor impacto; The future of food and agriculture: Trends and challenges, de la FAO (37); How to

Sustainably Feed 10 Billion People by 2050 del World Resources Institute (38) y Growing at a

slower pace, world population is expected to reach 9.7 billion in 2050 and could peak at nearly 181
billion around 2100, del departmento de Asuntos Econdémicos y Sociales de las Naciones Unidas
(39).

A su vez importantes protagonistas del mundo de la tecnologia como William Henry Gates I,
popularmente conocido como “Bill Gates” (desarrollador, inversor, autor y filantropo estadounidense)
decidio invertir en el desarrollo de las tecnologias que permiten la producciéon de carne sintética,

incentivando a muchos otros interesados a conocer sobre la tematica en cuestion (40).

Con respecto a la validacion del cliente, se ha realizado una encuesta donde respondieron 225
personas. Una de las preguntas de la encuesta es: ¢ Consumirias carne sintética? y las as respuestas
disponibles son: “Si”, “No”, “Tal vez”. Era de esperarse que la respuesta méas popular fuese la del “Tal
vez” abarcando un 40,4 % como se puede ver reflejado en la Figura 18 dado el desconocimiento que

hay hoy en dia sobre este tipo de productos y la incertidumbre que esto genera.
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Consumirias carne sintética?

225 responses

® si
® No

Tal vez

Figura 18: Resultados obtenidos de la encuesta realizada con el fin de validar la aprobacién de este producto
por parte de la poblacion. El 26,7% de los encuestados afirman que estarian dispuestos a consumir carne
sintética mientras que el 32,9% afirman que no lo harian. La mayoria con un 40,4% se presenta indeciso frente
al cosnumo de este producto.

Con respecto al consumo de la carne sintética, el 27% de las personas respondieron que si la consumirian. Esto
indica en primer lugar, el cumplimiento de la métrica de validacion del cliente (>20%). En segundo lugar, es
importante tener en cuenta que dicho producto es nuevo, no existe aun en el mercado y la mayoria de las personas
lo desconocen (ver Figura 19 ). Por este motivo, y sumando que la encuesta fue dirigida a un segmento de la
poblacién uruguaya, se podria decir que el principal desafio que presenta este producto es la aprobacion del
mismo por parte de la poblacion local. Uruguay, al ser un pais agricola-ganadero y el mayor porcentaje de sus
exportaciones esta dirigido al sector ganadero, no presenta la necesidad de producir este producto. De todas
formas, considerando este producto como un complemento a la ganaderia tradicional para aquellos paises que
no posean de las tierras adecuadas para practicar la ganaderia, seria una gran solucion la produccién de carne
sintética. Por todo lo mencionado anteriormente, se concluye que un 26,7% de aprobacion sumado a un 40,4%
de “Tal vez” se consuma, resulta ser un valor sorpresivo y motivador para continuar por este camino de innovacion

y desarrollo.
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Teniendo en cuenta la necesidad de nuevas fuentes de alimento, crees que la carne
sintética es una buena alternativa?

225 responses

@ Desconozco del tema
® si

No
® Talvez

Figura 19: Resultados obtenidos de la encuesta realizada con el fin de validar la solucion propuesta en este

trabajo. El 39,6% de los encuestados afirman que desconocen el producto en cuestion. El 22,7% piensa que

dicho producto solucionaria la problemética planteada mientras que el 20,4 opina lo contrario. Por altimo, el
17,3% de los encuestados no se sostienen con ninguna postura.

Segun los datos que se ven reflejados en la Figura 19, se plantea la validacion de la solucién. El 39,6% de las
personas encuestadas refieren a que desconocen el tema, por lo que no pueden confirmar si creen que es una
buena solucién o no. De todas formas, el 22,7% respondié que si cree que es una buena opcion. Estos resultados
son importantes para confirmar que se plantea una solucién viable y efectiva para la problematica propuesta.

De mas esta decir que para llevar a cabo la produccién de carne sintética, es sumamente critico invertir en

publicidad y lograr comunicarles a las personas acerca del producto y su origen.

5.4. Marketing Mix

A continuacion, se describen los cuatro elementos principales para abordar la estrategia de Marketing:

producto, precio, publicidad y plaza.

5.4.1. Producto

Tabla 6: Especificaciones del producto a comercializar

Producto Unidad Cantidad
Células satélite diferenciadas Vial congelado a -80°C 3 millones de células viables
por vial

Se plantea la comercializacion de células madre satélites diferenciadas, para la generacion de un
producto de alto valor nutricional, presentando como valor diferencial la genética del ganado vacuno

uruguayo. El mismo sera certificado por normas de calidad para que el mismo pueda ser
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comercializado en el mercado internacional por empresas especializadas en la venta de alimentos de

consumo masivo de alta tecnologia.

5.4.2. Precio

Para la fijacién del precio unitario de los viales a comercializar se toman en cuenta tanto los costos
fijos y variables de produccion y ventas como también el precio establecido en el mercado.
Al tratarse de un mercado en vias de desarrollo, se establece un precio menor al fijado por las

empresas que ya se encuentran comercializando células satélites, siendo este un 20% inferior.

5.4.3. Publicidad

Teniendo en cuenta que en un inicio las ventas se plantean hacia el exterior, se identifica como una
pieza fundamental la publicidad a través de los medios digitales. Para ello se plantea el desarrollo de
una pagina web, donde se describa el producto, sus principales ventajas y la informacién necesaria
para concretar una compra. Por otro lado, se enfatiza en la importancia de divulgacién mediante redes
sociales, de manera dirigida al publico target.

Por Gltimo, los viajes al exterior y la generacion de networking en los paises de comercializacion

jugaran un rol fundamental dentro del posicionamiento del producto en el mercado.

5.4.4. Plaza

El canal de distribucién escogido para este proyecto es de caracter directo, es decir, que se gestiona
directamente mediante la interaccion entre el fabricante y el consumidor final. Para esto se utiliza la

pagina web desarrollada, ya que es un canal propio que abarca la estrategia de marketing online

5.5. Proyeccion del mercado

Al dia de hoy existen empresas que estdn comenzando a ganar terreno en este mercado, como
EATJUST que ya comercializa productos de carne de pollo producida de manera sintética, o Future
Meat que espera para este afio 2022 la aprobacion de la Food and Drug Administration que permita el
comienzo de la comercializacion de sus productos de carne vacuna cultivada (41).

Segun el analisis realizado en el afio 2021 por la consultora estadounidense McKinsey, se estima que
el mercado de la carne sintética alcanzara los 25 billones de délares para el afio 2030, requiriendo una
produccion anual de 1.5 millones de toneladas de carne cultivada. Para alcanzar esta produccion se
requieren Biorreactores con capacidad total de produccion de entre 220 y 440 millones de litros. Cabe

destacar que estas cantidades son aproximadamente 20 veces mayores que la capacidad que posee
actualmente la industria farmacéutica (29).

Actualmente se registran alrededor de 100 empresas relacionadas a la produccién de carne sintética
segun el Good Food Institute. Dichas empresas abarcan distintos focos tecnoldgicos. Desde el

abastecimiento de los materiales de produccién como son los medios de cultivo y diferenciacion, como
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también la generacion de las lineas celulares o la diferenciaciéon de las mismas, la optimizacién de los

componentes y disefio del bioproceso, llegando a la carne como producto final.

Teniendo en cuenta el producto a desarrollar en el presente trabajo, se espera poder formar parte de
la cadena de produccién, desarrollando la linea celular para abastecer a las empresas que generan la

carne sintética como producto final. [Ver Anexo 1]

Cabe destacar que cada vez son mas las empresas interesadas en invertir en este nuevo modelo de
produccion de carne. En 2020 se registraron inversiones de 350 millones de ddlares sumados a otros
250 millones de ddlares en el 2021. Esto demuestra la necesidad de desarrollo de este nuevo producto
y el interés comercial que abarca el mismo.

Uno de los factores que impulsa a los inversores a apostar por este producto innovador es el avance
en las tecnologias que se ha logrado y que han permitido un gran descenso en el costo de produccion
en la Ultima década, estimando que para el 2030 los precios de la carne sintética se asemejan a los
de la carne tradicional segun las estadisticas de la consultora McKinsey, con un costo de produccion

gue ronda los 11 ddlares por cada kilogramo de carne.

El descenso de los costos de produccién en este rubro se debe al avance en las tecnologias empleadas
gue permiten cada vez mas optimizar el proceso, lo mismo sucedié en otras areas de la ciencia como
por ejemplo en el caso de la secuenciaciéon gendmica, donde al iniciar los primeros estudios en el 2001
era insostenible el costo por cada ensayo, siendo este de 1 millon de délares por secuenciacion, lo que
al 2021 disminuye a menos de 1000 dblares como se puede observar en la Figura 20.

Teniendo en cuenta estos registros y el comportamiento del costo de produccion observado en la
trayectoria de la carne sintética hasta el momento es que se espera que el precio en el mercado sea

competitivo con el de otras fuentes de proteina.
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Figura 20: Comparacion de la tendencia en los precios de la carne sintética y la secuenciacion gendmica desde
los inicios de cada tecnologia en el mercado hasta la actualidad.

5.6. Andlisis financiero

Para el analisis financiero se realizé un flujo de caja proyectado a 10 afios. Planteando para el mismo
la inversién inicial requerida, los costos fijos y variables de manera anual.

El mismo arroj6 una TIR de 30,2 % anual y una VAN de USD 135,049. A partir de estos valores, se
concluye que es econdmicamente rentable durante el periodo considerado (10 afios).

Se pueden observar los datos en el Anexo 2.
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5.7. Estrategia de comercializacion

Proyeccién de ganancia: 12.000.000 USD anual

Al esperar una ganancia anual de 12 millones de délares, se esperaria que por mes la ganancia sea
de 1 millén de ddlares. Por este motivo, se plantea la venta de 3028 viales mensuales.

El precio del mercado de células madre indica que un vial de células puede venderse a un precio de
hasta 500 USD aproximadamente. De todas formas, para este proyecto, se plantea la venta de los
viales a 350 USD, buscando disminuir la competencia y generar un valor diferencial del producto. Es
a partir de este valor que se estima que la venta de 3028 viales mensuales alcanzaria para llegar a la
ganancia target considerando los gastos fijos y variables por mes.

Dicha cantidad de viales, corresponde al 0.33% del mercado a abastecer. Lo cual es un nimero

razonable y realista para la comercializacion de este producto en un mercado nuevo.

5.8. Mercado target

Como se menciond anteriormente, hoy en dia existen 100 start-ups encaminadas a producir carne
sintética.
Estimando que se podria abarcar un 0,33% del mercado de la carne sintética. Se estima que los niveles

de produccion necesarios para cubrir la demanda rondan los 4.950 kg de carne mensual.

Los viales a ser comercializados contienen alrededor de 3 millones de células viables, adaptando la
cantidad de viales a la necesidad de produccién de las empresas, teniendo en cuenta un PDT de 45
horas aproximadamente. Ademas, la cantidad de pasajes realizables segun los resultados obtenidos
en este proyecto, deben ser como maximo 7 manteniendo una viabilidad mayor al 80%. Esto se ve
respaldado por bibliografia donde se recomienda realizar menos de 9 pasajes en este tipo de células
(42).

Para esto, se deberia de partir de aproximadamente 1kg de carne para obtener una cantidad de células

de 1,06E10 adecuadas para lograr obtener el nimero de viales comercializables por mes (29).

Para este calculo, se utilizan las proyecciones de McKinsey que indica que 10.000 fibras musculares
conforman 100 g de carne (equivalentes a una hamburguesa) y que una fibra esta compuesta por 1,5

millones de células.

5.9. En qué momento hacer el procedimiento

En un principio se plantea coordinar con el negocio del frigorifico justo antes de hacer la faena para
realizar las tomas de muestra. Luego de la fase de investigacién, se procede a la implementacion de

un corral con ganado para la extraccion de muestras.
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5.10. Riesgos identificados

Actualmente la barrera principal se encuentra en el mercado ya que es un producto que se debe
aceptar por parte de la poblacion. A su vez, los gobiernos ain no han aprobado este producto a
excepcion de Singapur, quien aprobd el producto en el 2020.

En el caso de la Unién Europea, se plantea que estos productos se regulen bajo un marco regulatorio
existente sin la necesidad de crear una nueva via regulatoria, de todas formas, segun el Good Food
Institute ninguna empresa europea ha presentado el producto para su aprobacién hasta el momento.
En cuanto a otras potencias, como son EE UU, Israel y Japén, se ha demostrado interés por parte de
los gobiernos en dar acceso a este nuevo producto en el mercado y es probable que se presenten
avances regulatorios en los proximos afios.

Por ultimo, paises que se mantienen ailn al margen como India y Brasil, se encuentran monitoreando
la evolucion de este producto innovador desde un punto externo con miras a avanzar en esta area
(43).

Si bien nos referimos a un producto que no participa activamente en el mercado hoy dia por falta de
regulacion, se sabe que para la exportacion de productos de origen biolégico en Uruguay se debe
obtener certificados para Muestras Biolégicas expedido por el Ministerio de Salud Publica (MSP) que
se realiza a través del portal VUCE. Ademas, debera contar con los certificados de calidad
correspondientes a los paises de exportacion. Como la FDA para los Estados Unidos de América o la

EFSA para los paises de la Unién Europea.
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6. Conclusiones y perspectivas a futuro

6.1. Conclusiones

A modo de conclusién, se podria decir que se logro extraer, aislar y caracterizar las células madre

satélite en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay.

Se lograron obtener las células partiendo de distintas fuentes tales como frigorifico, carniceria y
mediante una biopsia realizada al animal in vivo. Se compararon los resultados de cada caso y se
descarto la toma de muestra proveniente de carniceria debido a la contaminacién que se genero para
ambos casos de experimentacién, prefiriendo la toma de muestra a partir de frigorifico siendo que se

evita la intervencion de un animal vivo.

Con respecto a la evaluacién de la extraccion y aislamiento de células provenientes de distintos
tejidos, se ha demostrado que tanto en cuadril, nalga, entrafia, cuello y tejido semimembranoso se
han obtenido células de interés. En el caso del cuello se logré identificar un aumento de la
concentracioén celular en comparacion con las células provenientes de la nalga bovina. Por este
motivo, seria interesante comparar nuevamente todos los tejidos estudiados por triplicado y definir si

el cuello es efectivamente la mejor opcién para este tipo de ensayo.

Por otro lado, se ha concluido que el método mas eficiente para el aislamiento de las células es la
filtracion. De todas formas, seria conveniente continuar probando el protocolo de aislamiento celular

utilizando el reactivo Percoll®.

También se ha logrado confirmar la alta viabilidad que presentan estas células en cultivo a medida
gue pasan los dias. Esto resulta ser una ventaja de estas frente a otros tipos celulares ya que se
podria trabajar con las mismas durante un periodo largo de tiempo sin que las mismas disminuyan su
viabilidad. Sumado a esto, también se comprobd el mantenimiento en la viabilidad celular luego de 7
pasajes, esto también resulta ventajoso ya que las células podrian resistir mas tiempo y aumentan su
interés comercial.

Con respecto a la caracterizacion celular, se logro visualizar el cambio de morfologia esperado segun
lo presentado anteriormente. Ademas, se logré identificar la presencia de Pax7 en el nicleo de
células por microscopia de epifluorescencia. Esto es sumamente importante ya que les confiere a las

células las propiedades de células madre satélite.

Con respecto a la viabilidad de producir y comercializar este tipo de células para proveer a las
empresas productoras de carne sintética, se ha demostrado qué efectivamente es viable

técnicamente hablando. Sumado a esto, también se ha demostrado la alta rentabilidad de este
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producto en el mercado propuesto. Esto significa que dicho producto innovador podria ser una
solucion para aquellas empresas que producen la carne sintética, aumentando las eficiencias y a su
vez generando una alta rentabilidad. Hoy en dia se esta a la espera de la habilitacién de este tipo de

productos, pero se puede distinguir el potencial que presentan.

6.2. Perspectivas a futuro

Como posible perspectiva a futuro se plantea la sustitucion del SFB que se utiliza como suplemento
en el medio de cultivo (44). Esto es un gran desafio a nivel del cultivo celular porque el uso de SFB
como suplemento nutricional proporciona un aumento en el crecimiento celular y promueve la
viabilidad de las células. Actualmente se estan buscando alternativas a este compuesto por
recomendaciones que realizan los organismos regulatorios como la FDA. Obviar el uso del SFB

permite disminuir los riesgos bioldgicos que este presenta.

También se plantea como una tarea a realizar en un futuro, el estudio de los factores de transcripcion
gue se presentan luego de la fase de CS, pudiendo asi confirmar con seguridad que las células
derivadas son mioblastos. Luego, continuar con su posterior andlisis en el desarrollo de una fibra
muscular para asegurar la capacidad de estas células de generar el producto final de interés para las

futuras industrias compradoras de los viales generados en este caso.
Una vez que se confirma la capacidad de estos cultivos, es necesario poner a punto el escalado del

proceso para asi poder establecer los parametros de trabajo requeridos para alcanzar las cantidades

a producir pautadas.
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8.1. Anexo 1

8. Anexos

Protein Company Year
Company Brief description Tecnology focus Country Website
category focus founded
India-based startup working on X
cultivated meat End product formutation http:/fwww.clea
ClearMeat Cultivated Meat and manufacturing, India P ) 2018
rmeat.com)
Bioprocess design
U.5.-based kil Cell cult dia, End .
) 58 ccll'npan-,' wor .|ng on Cultivated, Meat, £l culture me |-a " X https:/ ffinlessfo
Finless Foods plant-based fish and cultivated product formulation and|| United States 2016
) Plant-based Seafood . ods.com,
blue fin tuna manufacturing
End product formulation
I |-based oduci https:/ fwenw.al
Aleph Farms =rae ESF company procducing Cultivated Meat and manufacturing, |srael oS/ Al 2017
cultivated beef steak N ph-farms.com/
Scaffolding and structure
Startup making 3D nanofiber it favoewe.en
Matrix F.T. tubes for cultivated meat Cultivated Meat Scaffolding and structure| United States _p i ) 2019
~ atrinmeats.com)|
production
Singapore-based company
Shiok Meats pr-aduc irllg cultivated sealeD:I. Cultivated Meat, End product fDrmullal:iUn Singapore hittps://shiokme 2018
including crustaceans like Seafood and manufacturing ats.com/
shrimps, crabs, and lobsters
South Africa-based startup Cell culture media, End -
. - ) . ) ) http:/fmzansim
Mzansi Meat Co working on cultivated beef and Cultivated Meat product formulation and| South Africa eateof 2020
chitken manufacturing )
France-based company producing|
" taurant-grad ts direct End product f lati https:
GOURMEY - Supréme sas | Testaurant-grade meats directly | - o g Meat A RrAgUEL TorMUBKENt - £ranee psiffgourmey| o g
from animal cells, starting with and manufacturing .comfwelcome
cultivated foie gras
Scaffolding and
MeaTech Israel-ha-sed cDmp_\an'y producing Cultivated Meat structure, EI'-Id product lerael http:/ fwww.me 2019
3D printed cultivated meat formulation and atech3d.com/
manufacturing
U.5.-based startup working on . "
End duct fi lat https:/ fwww.
Mission Barns cultivated meat, currently Cultivated Meat C RO Drmu. on United States R ps/ m 2018
. and manufacturing ssionbarns.com,
offering Kosher Bacon
U.5.-based develapi
sed company deveaping Cell culture media, End hittps:/ fwww.cul
novel methods to make Meat,
Cultured Decadence . Cultivated product farmulation and | United States |tureddecadence| 2020
crustacean products using cell Seafood .
R i manufacturing .comf
rulture acauired b | Inside
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U.5.-based startup working on

End product formulation

hittps: /fwww.for

Fork & Goode X Cultivated Meat . United States | kandgoode.com|] 2018
cultivated meat and manufacturing /
Higher Steaks LLE. -has«ed.sta rtup working on Cultivated Meat End product fnrmu-lal:icn -Llni'lEd hittps:/ fwwew. hig 2018
cultivated meat and manufacturing Kingdom hersteaks.com,
Denmark-based company .
End duct f lati https: X
Meatable producing cultivated meat Cultivated Meat e produe DII'I'ILI- an Netherlands ps:/ ovew.m 2018
and manufacturing eatable.com/
products
- Switzerland-based company .
M Foods AG (fmr. End duct f lati http:/falph
e N (frmr producing cultivated meat Cultivated Meat C TR DII'I'ILI- on Switzerland £/ falphamea 2019
AlphaMeats) and manufacturing ts.com
products
U.5.-based company with a plant-
baszed egg brand called JUST Egg
and a cultivated meat subsidiary https:/fwww. ju.
Eat Just, Inc. called GOOD M%at, wi_'th p.lan.t- Plant.-base:l, Meat,_Eggs, End product fDlI‘I‘ILI-IatiUI'I United States it 2011
based products including liquid Cultivated Dairy and manufacturing https://goodme
epg, folded egg and sous vide egg at.co
bites and cultivated meat
products ding chicken.
lsrael-based company developin, End product formulation https:/fwww.su
SuperiMeat . F ny ping Cultivated Meat e . lsrael P 2015
cultivated chicken and manufacturing permeat.com,
U.5.-based ‘o
N * Eﬂrlilpal'ly procucing . End product formulation . https:/fwww.lab
Lab Farm Foods various cultivated meats, Cultivated Meat . United States 2019
. . i and manufacturing farmfoods.comy
including pork and chicken
- . hittp:/fwww.ne
U.5.-based startup producing on B End product formulation .
New Age Meats . Cultivated Meat . United States |wagemeats.com] 2018
cultivated meat and manufacturing /
Contract
Multinational manufacturer of Plant-based, manufacturi End product § ati httas:/
Nestlé food products (see Sweet Earth nibases, ng/processin Ne RrocuetTarmuistiany o izerland 8 ne
Cultivated and manufacturing stle.com,
Matural Foods). g Meat,
Seafood
Hong Kong-based company using
ietary biotechnol
Praprisiary Ditec nchgy . Meat, End product formulation hittps:/fwww.av
Avant Meats platform to produce cultivated Cultivated . Hong Kong 2018
) A I Seafood and manufacturing antmeats.com,’
fish praducts, including foad,
skincare, and other functional
B2B startup working on 3D United http:/fwww.bio
Biomimetic Solutions scaffolds for cultivated meat Cultivated Meat Scaffolding and structure Kinmdim mimeticsolution| 2017
layering € s.com.brf
Spain-based startup producing https:ffwww_bi
BiaTech Food cultivated meat products, Cultivated Mesat End product formulation o otech- 17
fatech oods acquired by Brazil-based 1BS in ate e and manufacturing i foods.com/fethic
2021 ameat/
U.5.-based start- i
N ased start-up working an B End product formulation . https://artemysf
Artemys Foods cultivated and cultured meat Cultivated Meat . United States 2019
and manufacturing oods.com)
products
Canada-based startup working to
od tainabl foad Meat, End product formulation https://cellagtec
Cell Ag Tech produce susiainavie se290% 1 cuttivated A : Canada psiffeeliagtec| g
fram stem cells instead of living Seafood and manufacturing h.com/
animals
BlueNalu IJ.S.-.I:lasEd startup producing Cutivated Meat, End product fDHTILI.latIUn United States https:ffwww.blu 2017
cultivated seafood products Seafood and manufacturing enalu.com/
Russia-based start-up working on Meat End duct f ati hitp:/fart L
ArtMeat cultivated horse and sturgeon Cultivated =k S RO D[ITILI. an Russia P/fartmestey 5019
Seafood and manufacturing raf
cells
G -based End product f lati http:/falifefoods
Alife Foods EIITI-EI'IY = ccrnpa_n',' Cultivated Meat S RO D[ITILI. an Germany p:ffalifefoo 2019
producing cultured schnitzel and manufacturing .de/
U5 -hased ki
. ased company maxing ~ End product formulation } https://because
Because Animals cultured meat for dog and cat Cultivated | Other, Meat . United States . 2016
and manufacturing animals.com/
food and supplements
South K -based
o i.:rea %E company B End product formulation https:/fwnane.th
CellMEAT producing cultivated meat Cultivated Meat . South Korea 2019
and manufacturing ecellmeat.com/
products
Signapore-based company
developing cultivated seafood Meat Cell culture media, End https:/ fwww.u
Umami Meats based on a proprietary, low-cost, | Cultivated Seal::-u.-d product formulation and|  Singapore  |mamimeats.com] 2020
and sustainable formulation of manufacturing /
growth factors
Germany-based company Meat, End product formulation hittps:/ fwww_blu
Bluu Biosciences producing cultivated seafood Cultivated ) P . Germany P L 2020
Seafood and manufacturing u.bio/
products
Singapore-based company
producing cultivated meat
roducts, emphasizing quali End product formulation http://gaiafoods)
Gaia Foods e p_ 8 quality Cultivated Meat e ; Singapore pille 2019
cells grown without harmful and manufacturing ayzf
chemicals, microbial
contamination, no hormones,
Australia-based End duct fi lati https: icval
Magic Valley i Cultivated Meat ne produet Tormuistant ., ctralia pe/fmagicvall 500y

producing cultivated lamb meat

and manufacturing

ley.com.auf
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South Africa-based company

End product formulation

https://mogale

Mogale Meats developing cell-lines for cultured | Cultivated Meat ) South Africa 2020
N . and manufacturing meat.cam/
meat, including antelape
Tender (farmerly) Boston U.5.-based cultured meat Cultivated Meat End product formulation United States https:/fwww.te 2026
Meats company and manufacturing nderfood.com
denavolMATRIX designs and
hittps:/ fwww.d
produces biomaterials, which ~ i ~ P/ X ©
denovolMATRIX L Cultivated Meat, Dairy |Scaffolding and structure Germany novomatrix.com| 2018
enable cell manufacturing in /
higher guality, guantity and
Meat,
. Ingredients
Estonia-based company that di ¢ Urited fat
Gelatex Technologies produces edible plant-based Cultivated AN TS Scaffolding and structure X nie www.gelatexca 2016
Contract Kingdom m
scaffolds for cell-cultured meat .
rmanufacturi
ngforocessin
Callx China-based company that Cultivated Meat Bioprocess design, China https:/fcelb.tec 2020
focuses on cellular agriculture Seaffolding and structure, h
Italy-based start duci https:/fwanw b
Bruno Cell o _ESE startup pracucing Cultivated Meat scaffolding and structure| Italy psi// ’ 2019
cultivated meat products unacell.com/
Canada-based company working https:/ fwww.cr
on scaling up the production of ~ End product formulation unchbase com/al
Appleton Meats B Cultivated Meat ) Canada - 2016
clean ground beef, chicken, and and manufacturing rganization/appl
mouse-meat (for cat treats) eton-meats
Bioprocessin
g
infrastructur
nd
ULK.-based company creating a E_a R R
equipment, Bioprocess design,
complete, scalable cultured meat "
X Meat, Seaffolding and 1
) . manufacturing system: the - . https:/fwww.ani
Animal Alternative R ) _ Ingredients | structure, End product United X
. Renaissance Farm®, which Cultivated N . X malalternativete] 2020
Technologies . ~ and inputs, formulation and Kingdom A
includes raw materials, hardware . Ehl‘lU'DgIES_EDI'np‘
) Food manufacturing,
(eg. bioreactars), Al software, . Ineredient optimizati
binelectronics, and bioprocesses .DFDEESSII'IE ngrecient optimization
infrastructur
& and
equipment,
Mthear
Canada-based company that
Angther Fish produces cell-cultured fish-fillet Cultivated Meat, End product farmulation Canad woww.another fis 2021
orher s products, piloting with a Hale Seafood and manufacturing anada h
whitefish fillet
Bluefin Foods Inc. is a e science
technology company that aims to
create a hetter solution to
supplying the world with meat
food products. We are Meat, End product formulation www_bluefinfoo
Bluefin Foods Inc. Cultivated ! United Stat 2021
uetin =ine develaping a cost-effective and Hate Seafood and manufacturing nited states ds.com
high-quality process of producing
cell-cultured seafood to be a
viable substitute for the
traditinnal seafood supply chain.
U.K.-based company that End duct f ati United https:// .
Ivy Farm Technologies produces cultivated pork Cultivated Meat ne protue DIITIIJ- on y e PSP 2019
and manufacturing Kingdom farm/
products.
Singapore-based deep tech
f i develapi End product fi lati hittps: .
Ants Innavate ccrnpa_n-,' CEUSINg on ceveloping Cultivated Meat ne procue Drmu_ on Singapore _ ps:f fwrwwe.an 2020
cultivated whole meat cuts, and manufacturing tsinnovate com/|
including pork
Croatia-based company creating
meat products that are rare in ~ End product formulation N http://anjymeat.
ANIY MEAT _ . . . Cultivated Meat . Croatia 2021
industrial animal agriculture, and manufacturing com/
piloting with a lion burger.
India-based oduci Meat,
ndia as’? company pr- ucing ) e-a ) . https:/fwww.my
MyaWorks scaffolding for the cultivated Cultivated Ingredients |Scaffolding and structure India owarks.in 2020
meat industry and inputs )
China-based oduci
Joes Future Food [ Nanjing ina-has EDI'I-'IpaI'IY progucing B End product formulation . http://www. joes
. serum-free cultivated pork and Cultivated Meat R China 2019
Zhouzi and manufacturing futurefood.com
other meat products
Japan-based company that
producing and selling End duct f lati https:// .
Nissin Food Products Co., Ltd. | convenience food and instant Cultivated Meat fd Araduc DIITIIJ. an lapan ) P www..nls 1958
i and manufacturing sin.comyen_jpy/
noodles, carrying out research on
cultured steak meat
Israel-based company isolating
and culturing farm animal stem www.meatafora
Meatafora cells inside plant-derived collagen| Cultivated Meat Scaffolding and structure lsrael h 2021

micracarriers to produce
cultivated meat

-EBm
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Singapore-based company using
cellular agriculture technology to

. e i B Meat, End product formulation ) https:f/fwww._fis
Fisheroo create surimi, a minced fish paste] Cultivated . Singapore 2021
i . Seafood and manufacturing heroa.co
commonly found in East Asian
cuisine
Chile-based cell-based meat
company that has developed
myoglobin protein to provide the
flavar and aroma of real meat for Bioprocess design, https:/fluyef.co
Luyef Biotech ies, Inc. Cultivated Meat N Chil 2020
uyef Bictechnologies, Inc plant-based meat alternatives ate ed Scaffolding and structure e m
and is also working on hybrid
plant-based and cultivated meat
products using an algae scaffold
Israel-based company that
produces meat analogues using End product f - https:/ M bi
BioFood Systems bovine embryonic stem cells Cultivated Meat e e DI'I'I1LI. fan Israel ofood- 2018
~ i _ and manufacturing
cultivated in an animal free cell systems.cam
culture media
U5 -based that End product f lati
ased company tha ) nd produc DH'I1LI- ion . https:// e
Mavel Farms produces whole cuts of cultured | Cultivated Meat and manufacturing, United States velfarms.co/ 2020
Iberian pork scaffolding and structure ’
https:/www.glo
benewswire.ca
mfnews-
release/2022/01
/10/2363587/0/
en/Biotechnalog
y-Company-
I |-based that
sragl-ase -l:urnpany # ~ End product formulation Pluristem-and-
NewCa produces cultivated raw meat Cultivated Meat . Israel 2021
and manufacturing Israel-s-Largest-
products
Food-Producer-
Tnuva-Launch-
Landmark-
Collaboration-tod
Establish-
Cultured-Food-
Platfarm.html
Brazil-based diuci
. faci-iEees compaty pro ucl_ng . End product formulation } https://ambireal
Ambi Real Food cultured meat products, focusing |  Cultivated Meat . Brazil 2021
and manufacturing food.com/
an beef
Meat,
U.5.-based that Bi i
d =8 cI:-rnp;EI;',' E't loprocessin Bioprocess design, End edeefaad
Edge Foods s cu_ w? © rne:a Cultivated | g product farmulation and | United States WWW.ECEEI00CS ] 5022
products using innovative infrastructur . K]
_ ) manufacturing
biotechnologies. & and
eguipment
Israel-based company developing ) R
I dient tion,
production techniques and Plant-based, ngredient optimiza |c-|n www.meatthee
Meat.The End i . . Meat End product formulation lsrael 2020
ingredients to boost the texture Cultivated . nd.tech
) and manufacturing
of meat alternatives
L.5.-based company that
produces hybrid alternative https-// Bl
) ’ . ps:www.blu
It ducts, Il Cultivated, End product f lati . .
Blue Ridge Bantam moultry Em “ 5 ESPEE!E ¥ Hitvate Meat nd procuic DII'I1I.I. fan United States | eridgebantam.c | 2020
turkey, by integrating cultivated | Plant-based and manufacturing

fat cells that mimic the taste and
texture of animal fat cells into

om

Figura 22: Reporte extraido de Good Food Institute de las start-ups involucradas en la produccién de carne
sintética actualmente.
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8.2. Anexo 2
Link al desglose del flujo de caja del Proyecto de comercializacién de células:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1FmaJjghM5D nO6-gnj-
FlgGIciHKORMRQd9z2qdkx1M/edit?usp=sharing
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