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O The Good Food Institute é

uma organizacao global sem

fins lucrativos que trabalha para
transformar a cadeia de producao
de alimentos.

Com equipes nos Estados Unidos,
Brasil, Israel, India, e paises da
Europa e da regiao Asia-Pacifico,
apoia o desenvolvimento do

setor de proteinas alternativas,
especialmente o mercado de
carnes, ovos, e produtos lacteos
vegetais, cultivados ou obtidos por
fermentacao.
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Para isso, a instituicao oferece os seus servicos
gratuitamente a sociedade através de trés areas
programaticas:

Engajamento

Corporativo
Apoia a industria de alimentos e de ingredientes, restaurantes e varejistas no
desenvolvimento, aprimoramento e distribuicao de produtos a base de proteinas
alternativas. Auxilia startups e investidores na elaboracao de planos de negécios,

financiamento, comunicacgao, comercializagao e regulacao, além de produzir
dados e informacdes relevantes para o mercado.

¥, Ciénciae
\@ Tecnologia
Trabalha para desenvolver, financiar e promover o conhecimento cientifico
envolvido na producao de carnes, ovos e produtos lacteos feitos a base de
plantas, cultivados a partir de células ou obtidos por fermentacao. Promove

a capacitacao de profissionais e a disseminacao do conhecimento técnico e
cientifico associado as areas de proteinas alternativas.

oliticas

Atua diretamente com agentes de governo e formuladores de politicas publicas,
além de fomentar a comunicacao entre o governo e os agentes de mercado, para
assegurar que o marco regulatério vigente permita o desenvolvimento pleno do
setor de proteinas alternativas no Brasil.
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Com esse trabalho, o
GFI busca solucoes
para resolver quatro
grandes desafios atuais:

Alimentar de forma
segura, justa e sustentavel
quase dez bilhoes de

pessoas até 2050.

Conter as mudancas
climaticas provocadas
pelo atual sistema de

producao de alimentos.

Reduzir a contribuicao

do setor de alimentos no
desenvolvimento de novas
doencas infecciosas,

algumas com potencial
pandémico.

Criar uma cadeia de
producao de alimentos
gue nao dependa de
animais.

O GFI esta construindo um mundo
onde as proteinas alternativas nao
sao mais alternativas, sao a escolha
padrao.
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APRESENTACAO

Com o intuito de fornecer referéncia técnica para o desenvolvimento do marco regulatdrio no Brasil
para as proteinas alternativas, a pedido do The Good Food Institute — GFI, o Instituto de Tecnologia
de Alimentos — Ital, elaborou trés documentos técnicos abordando, separadamente, as proteinas
alternativas obtidas por cultura celular, nomeadamente carne cultivada, além daquelas produzidas
por fermentacao ou produzidas a partir de planta (plant-based).

Este documento aborda as proteinas obtidas por cultura celular. Inicialmente sdo apresentadas
as principais caracteristicas técnicas do processo de producao de carne cultivada, bem como um
levantamento do cenario regulatorio internacional atual sobre cultura de células para producao de
proteina animal.

Em relacdo as caracteristicas técnicas do processo de producao de carne por cultivo celular, foi
realizada uma revisao bibliografica de artigos internacionais publicados em anos recentes com foco
em caracteristicas dos processos, seguranca e pureza dos insumos utilizados, pontos criticos no
controle dos processos e contaminantes quimicos potenciais.

0 mapeamento do estagio da regulamentacao da cultura celular no exterior focou principalmente os
regulamentos da Unido Europeia, Canada, Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia e Singapura,
bem como fontes de orientacao complementares, como documentos de perguntas e respostas e
guias, identificados nos websites das autoridades nacionais competentes.

Por fim, com base nas informacdes levantadas e considerando o panorama atual da legislacao
brasileira para aprovacao de novos alimentos, ingredientes e aditivos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Anexo 1), apresenta-se uma proposta de regulamentacao das
proteinas obtidas por cultura de células no Brasil, que podera ser utilizada como um passo inicial para
o processo de criacao do marco regulatorio no Brasil sobre carnes cultivadas e seus componentes.
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PALAVRA INSTITUCIONAL

Em artigo escrito em 1931 onde fazia previsdes para dali a 50 anos, Winston Churchill dizia que
“devemos escapar do absurdo que é criar um frango inteiro apenas para comer um peito ou uma
asa”. Quase 100 anos depois estamos perto disso, através de inovagoes tecnoldgicas que migraram
das pesquisas em medicina regenerativa para a area de alimentos. Toda disrupcao tecnoldgica é
um pouco ficgao cientifica até virar realidade. As que sao aqui tratadas evoluiram rapidamente da
ficcdao a bancada nos ultimos 15 anos, ja chegando em escala experimental aos consumidores. Elas
podem alterar positivamente a delicada equacgao que envolve a salde dos humanos, dos animais e
do planeta em que todos vivemos.

Nas inovagdes tecnoldgicas em geral, o inovador costuma estar sempre a frente do regulador. No caso
do setor de alimentos, o tempo que uma inovacao leva até chegar ao prato do consumidor depende
da interacao entre os laboratérios de pesquisa basica (normalmente dentro de universidades e
centros de pesquisa, apoiados de forma direta ou indireta pelas empresas) e as areas corporativas de
P&D, Marketing e Regulatorio. Posicionamento de produto, rotulagem e registro sao tao importantes
quanto formulacoes, ingredientes e aditivos. Entretanto, Inovagdes radicais podem complexificar
essa interacao. Os alimentos obtidos por cultura celular levam tudo isso ao extremo em diferentes
disrupcoes.

A primeira disrupcao acontece na légica de criacao de animais para consumo humano, o tal absurdo
que Churchill mencionava. Ha séculos os criamos com esse fim e, mesmo com os avangos ha
genética e no manejo de rebanhos, uma parte significativa dos alimentos fornecidos a estes animais
sdo consumidas para sua propria sobrevivéncia e nao sao convertidos em carne para a alimentacao
humana. Da mesma forma, desde sempre esses animais estao sujeitos a riscos e somos levados
a defendé-los. Se no passado defendiamos os rebanhos de outros predadores com cercas, agora
precisamos defendé-los de patdégenos por meio de medicamentos. Os riscos da sanidade animal
crescem exponencialmente quando aumentamos o tamanho dos rebanhos com individuos
geneticamente iguais. Basta vermos a quantidade de abates sanitarios realizados nos ultimos
tempos e as preocupacoes com as doengas zoonoticas, que sao aquelas transmitidas de animais
para humanos. Tudo isso muda radicalmente de proporcao, custo e nivel de risco em um cenario com
poucos animais no rebanho, aptos a doarem células, que por sua vez serdo transformadas em carne
prépria para o consumo humano, em um processo controlado que ocorre dentro de biorreatores.

A disrupcao seguinte acontece no tipo de produto obtido e nos residuos de sua produgao. Hoje um
animal produz determinados tipos de corte no fracionamento apds o abate e os tecidos musculares
obtidos trazem consigo tanto as caracteristicas da espécie quanto o histérico de salide e manejo do
animal abatido. E nada mais. Ja os produtos obtidos por cultura celular tém sua estrutura aberta
aquilo que a engenharia de alimentos entender como necessaria ou adequada ao produto. Por
exemplo, é possivel obter carne de frango com niveis precisos de gordura e enriquecida com Omega
3 (usualmente encontrado apenas em peixes de agua fria). Ao mesmo tempo, como nao partimos do
abate de um animal vivo, ndo ha partes nao aproveitadas da carcaca. Tudo isso em processos com
um consumo significativamente menor de recursos naturais finitos, como terra e agua.

Uma disrupcao final, que nao é de ordem tecnoldgica, tem relacdo com os mercados. As proteinas
de origem animal obtidas por cultura de células ndo eliminam o mercado de alimentos de origem
animal tradicionais. Na verdade, colaboram significativamente na reducao da velocidade com que
seria necessario aumentar os rebanhos para continuar suprindo a crescente demanda por carne e
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outros alimentos proteicos. Dietas ricas em carne tem aumentado sem parar no mundo todo, tanto
pelo aumento da populagao quanto pelo aumento do consumo per capita em algumas regioes.
Especialistas apontam que esta cada vez mais dificil atender a demanda mundial por carne somente
com as tecnologias tradicionais. Parece ser mais facil e efetivo fornecer um novo tipo de carne em vez
de convidar o mundo a se tornar mais vegetariano. As opcoes de diferentes fontes de obtencgao de
proteinas para consumo humano conviverao num futuro préximo. Esse é e sempre sera um mercado
“E” e nao um mercado “OU”.

Mobilizadas as empresas, os investidores e a comunidade cientifica, é hora de também mobilizar
os reguladores. E preciso produzir um marco regulatério favoravel a inovacio e ao investimento e
alinhado as experiéncias regulatérias desenvolvidas em outros paises. E preciso integrar o Brasil ao
mercado global desta nova categoria de alimentos, garantindo que produtos fabricados aqui possam
ser exportados e que possamos importar produtos dentro de padroes de seguranca baseados em
argumentos cientificos, permitindo ao Brasil desenvolver plenamente seu potencial protagonismo
nesse segmento de alta tecnologia.

Esse é o principal objetivo deste estudo regulatdrio, contratado pelo GFI Brasil com o apoio de um
grupo de empresas do setor e realizado ao longo de 2021 pela equipe do Instituto de Tecnologia
de alimentos (ITAL), reconhecida instituicao de pesquisa com quase 60 anos de experiéncia. Ele foi
organizado nos mesmo trés eixos em que o GFI pauta sua atuacao junto aos agentes reguladores
brasileiros: informacao, alinhamento e mobilizagao.

No eixo informacao, a compilacao robusta de dados sobre o estado-da-técnica no desenvolvimento
deste tipo de produto vem acompanhada de diversas “consideracoes de seguranga”, onde realgcamos
elementos que devem ser levados em conta pelos reguladores. No eixo alinhamento, apresentamos
um minucioso levantamento, feito entre agosto e setembro de 2021, sobre as praticas regulatorias
em vigor ou em desenvolvimento em diferentes paises, permitindo pensar o marco regulatério
brasileiro alinhado ao cenario internacional. Por fim, no eixo mobilizacao, fazemos uma proposta de
como pode ser configurado o marco regulatério brasileiro para orientar o processo de producao para
obtencao de produtos seguros para consumo, apontando as legislacdes atuais envolvidas e como o
novo marco a ser proposto pode atender as demandas da tecnologia.

Com esse conjunto unico de informacdes, esperamos que a execucao das etapas da Analise de
Impacto Regulatdrio para os alimentos obtidos por cultura celular possa ser iniciada em 2022 a
partir das informagoes cientificas aqui apresentadas, sendo complementada e atualizada através
de canais de comunicacao efetivos e bidirecionais com as empresas atuantes no setor e com o0s
reguladores estrangeiros.
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1 - INTRODUCAO

A pesquisa em relacdo a producao de proteina a partir de cultura de células vem crescendo
aceleradamente nos ultimos 6 anos. Diversos grupos ao redor do mundo vém pesquisando condicoes
de cultivo mais apropriadas e eficientes para producao de carne por cultura de células em escala
industrial, que permitam que o processo seja seguro, menos custoso e mais rentavel. Diversas
startups tém se dedicado ao tema, porém nenhuma delas ainda apresenta um modelo econémico de
larga escala de producgao.

Apesar de a tecnologia estar mais desenvolvida para cultura de células animais, para producao de
carne de bovino, suino e frango, pescados e frutos do mar, processos similares ja se mostraram
viaveis para producgao de proteinas de leite, colageno e ovos.

Uma cadeia produtiva inteira esta se formando ao redor do tema, desde fornecedores de linhagens
celulares, meios de cultura, design de bioprocessos e fabricacao de biorreatores, otimizacao de
processos biotecnoldgicos, biomateriais para suportes (scaffolds) e tecnologias para downstreaming
do processo de producao de proteina por cultura celular. O interesse é crescente e muita pesquisa
e investimento tém sido dedicados ao desenvolvimento dessa tecnologia. Paralelamente, érgaos
reguladores e o setor produtivo ja estdo buscando estruturar o marco regulatério para garantir a
seguranca do produto e viabilizar sua comercializagao.

De acordo com a Organizagao de Alimentos e Agricultura dos Estados Unidos, o setor da agropecuaria
representa 18% da emissao de gases de efeito estufa, 30% da ocupacao da superficie terrestre,
70% de toda a agricultura mundial e 8% do consumo de agua (FAO 2009; Bhat et al. 2019). Ainda
assim, a demanda de consumo de carne tende a dobrar até 2050, fazendo com que a producao da
carne na forma tradicional ndo seja sustentavel (Henchion et al. 2017). Em relacdo as questodes
de sustentabilidade durante a producao de carne, é preciso considerar nao s6 a emissao de CO,
pela fermentacao entérica durante a criagao dos animais; mas também as atividades relacionadas
a producao de ragao, como o uso de fertilizantes e pesticidas, uso de terra e consumo de agua pela
agricultura, além dos produtos veterinarios para tratamento dos animais.

A producdao de carne utilizando animais é considerada ineficiente, uma vez que os animais
consomem grandes quantidades de alimentos, sendo a maior parte da energia gasta com o seu
préprio metabolismo e na producao de tecidos ndo comestiveis (como ossos, tenddes e couro). Em
contrapartida, a estrutura da carne cultivada ndao contém miudezas ou componentes nao comestiveis,
0 que nao apenas reduz o tempo de producdo, mas também diminui a quantidade de nutrientes
necessaria por quilograma de carne.

Em termos de consumo de agua e emissao de gases de efeito estufa, o cultivo de carne é mais
eficiente, porém, em relacdo a parametros energéticos sé sera benéfico se acompanhado de energia
renovavel (Bhat et al. 2019). Ainda, acredita-se que o uso de células cultivadas permitiria o controle
no uso de antibidticos na producao, reduzindo seu consumo, bem como problemas relacionados a
resisténcia de microrganismos pelo seu uso na agropecuaria.

A producao de carne cultivada também esta embasada em aspectos éticos em relacdao ao uso de
animais para a alimentacao humana. Considera-se que a industria da carne em geral (gado, aves ou
suinos) apresenta condigdes criticas de criacdo, como super-confinamento e maus tratos. Ainda,
inevitavelmente, exige o abate animal para obtencao do produto final.
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O risco de disseminacao de doencas infecciosas por microrganismos, como Salmonella e Listeria,
também é minimizado na producao de carne cultivada, uma vez que permite que haja maior controle
na manipulacao de nutrientes e das condicdes assépticas da producao. A carne produzida pode
passar por um rigoroso controle de qualidade, permitindo que se tenha um produto final livre de
infecgoes, doengas, parasitas, ou mesmo contaminantes quimicos. Além disso, com maior controle
sobre osingredientes adicionados, tipo de células e sua diferenciacao sob este sistema, a composicao
do produto desenvolvido podera vir a ser adaptada de acordo com as demandas dos consumidores.

1.1 - Etapas do processo de producao de proteina animal por meio de
cultivo de células

O processo de producao de carne cultivada € uma area multidisciplinar, que inclui conhecimentos
em engenharia de alimentos, de tecidos e de bioprocessos, bem como biologia celular, bioquimica
e genética. A Figura 1 descreve a produgao de carne cultivada de forma resumida, podendo ser
dividida em 4 etapas principais: (1) aquisicao de células-tronco por bidpsias de animais; (2) expansao
em grande escala (proliferacdao) das células-tronco em biorreatores, (3) diferenciacao induzida
de células-tronco em miofibras, adipdcitos ou outros tipos de células maduras e estruturacao em
scaffolds e (4) coleta da carne cultivada para posterior processamento em um produto carneo.
A composicdo do meio de cultivo sera determinante para garantir a eficiéncia do processo,
principalmente relacionada a proliferacao e diferenciacao celular. O produto de carne cultivada
pode ser apresentado ao consumidor em forma de hamburguer, nuggets, almondegas, ou mesmo
intactas, como bifes ou pedacos de frango. Ainda, dependendo do produto desejado, pode ser
considerada a adicao de outras substancias como aromatizantes, aglutinantes, aditivos produzidos
por fermentacao ou compostos a base de plantas.

&)
- or i Biorreator
/‘ G ~
Biopsia Linhagem de células Meio de
Cultura
L/
Impresséo 3D
Animal Vivo
} Proliferacdo
s /
‘ e
Carne para 1
Processamento
Diferenciagdoe Estruturacao em scaffolds
. J

Figura 1. Etapas da producdo de carne por cultura de células.
Adaptado de Xin Guan et al., 2021.
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2 - CARACTERISTICAS PRINCIPAIS DOS PROCESSOS
DE PRODUCAO E ASPECTOS RELACIONADOS A
SEGURANCA

A seguir sdo apresentadas as principais caracteristicas do processo de produgao de proteina animal
através do cultivo de células animais, bem como sao destacados alguns aspectos importantes
relacionados ao controle de processo e a segurancga do produto final destinado ao consumo como
alimento.

Esta secdo esta dividida em 5 pontos principais relacionados a producao da carne cultivada, sendo:
escolha da linhagem de células; meio de cultivo; estruturagao; biorreatores e produto final e seu
processamento.

Ao final, apesar de nao ser uma tecnologia em uso atualmente, sao comentadas algumas questoes
sobre a possibilidade de utilizacao de células geneticamente modificadas (CGM).

2.1 - Fonte de células

O processo de producao de carne cultivada envolve o isolamento de células-tronco a partir da bidpsia
de animais de criacao para, em seguida, permitir que estas células se proliferem em quantidade
adequada em um sistema in vitro e se diferenciem em células maduras que constituem a carne,
como midcitos e adipdcitos. Dois tipos principais de fonte celular podem ser usados: 1) células
primarias, retiradas diretamente do animal ou 2) linhagens celulares, as quais sao capazes de serem
mantidas por longos periodos in vitro e, portanto, podem ser sub-cultivadas diversas vezes (Coecke
et al., 2005). Entre as células tronco obtidas do tecido primario, pode-se citar, as células tronco
embrionarias, as quais sao pluripotentes, o que significa que sao capazes de formar qualquer tipo
celular, e as células tronco adultas, obtidas de tecido adulto e distribuidas pelo corpo em diferentes
tecidos, as quais apresentam um potencial de diferenciacao mais limitado (multipotentes), uma vez
que criam células da mesma camada germinativa ou do mesmo tipo de drgao.

Em relacdo as células embrionarias, estas devem ser obtidas dos blastocistos, que sao formados
apos alguns dias da fertilizagao no corpo do animal ou por fertilizacao in vitro. O uso deste tipo celular
para producao de carne cultivada tem sido menos empregado, uma vez que a obtencao das células e
as condicoes de cultivo sao mais desafiadoras, considerando que requerem fatores de crescimento
e inibidores de diferenciagao espontanea especificos para cada espécie (Wu and Izpisua Belmonte
2015).

Como alternativa pode-se utilizar células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs derivado do
inglés, induced pluripotent stem cells), onde células somaticas de adulto, como fibroblastos da
pele ou leucdcitos do sangue, sofrem um processo de reprogramagao para voltarem a um estado
indiferenciado, através da utilizacao de fatores de transcricao especificos (Oct4, Klf4, c-Myc e Sox2).
Em seguida, as iPSCs podem ser diferenciadas para células de tecidos especificos, como células
musculares ou adipocitos (Takahashi and Yamanaka 2006). Este processo apresenta alguns desafios
tecnoldgicos e pode exigir manipulagao genética com risco de inserir mutagdes no genoma da célula.
Ainda, a maioria destes estudos com inducao foi realizada em células de rato ou camundongo e
poucos ainda em células derivadas de bovinos (Bogliotti et al. 2018). Portanto, a adaptagao deste
sistema para células de gado ou outros animais de criacdo ainda é incipiente para cultivo de carnes.
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As células tronco adultas tém sido as mais empregadas como fonte celular para producao de carne
cultivada. Estas apresentam diferenciacao limitada e permanecem quiescentes no tecido adulto,
com um papel fisiolégico importante na regeneracao do tecido para reposicao de células mortas ou
danificadas. As células tronco adultas podem ser obtidas de diversos 6rgaos, tipicamente biopsias
de medula, tecido adiposo ou musculo. Existem trés tipos principais de células tronco adultas que
apresentam um papelimportante paraaproducao de carne cultivada: as células-satélite musculares,
células-tronco mesenquimais e progenitores fibro/adipogénicos (FAPs).

As células satélites encontradas na membrana basal da fibra muscular sao capazes de diferenciacao
em miocitos, e é o tipo celular mais utilizado para o cultivo de carne, uma vez que sdo abundantes e
requerem menor esforco para diferenciacao (Wosczyna and Rando 2018). As células mesenquimais
sao capazes de diferenciacdao em adipdcitos, condrocitos e fibroblastos, enquanto as células fibro/
adipogénicas podem se diferenciar em fibroblastos e adipécitos. Juntas, estas células sdao capazes
de compor todos os principais tipos celulares presentes na carne. Diversos estudos estao sendo
realizados com estas células para producao de carne em escala industrial, o que requer otimizacao
para aumentar a capacidade de diferenciacao e proliferacdo e reduzir a dependéncia de bidpsia
animal para obtencao (Reiss, 2021). A diferenciacao em tecido especifico é induzida por manipulacao
bioquimica, com fatores de transcricao que induzem a expressao de genes de diferenciagao.

Para o cultivo de carne em escala industrial torna-se necessario aumentar a capacidade de divisoes
celulares, a qual é limitada em condicdes naturais da célula apds entrar em estagio de senescéncia.
Portanto, a imortalizagao destas células é essencial para prosseguir a proliferacao e rendimento em
escala. Isso pode ser induzido através de modificacoes epigenéticas e super expressao das enzimas
telomerases (Ramboeretal. 2014; Huang et al. 2014; Hochedlinger and Jaenisch 2015). A tecnologia
de imortalizacao destas células esta em crescente aprimoramento e diversos estudos estao sendo
realizados para adaptacao desta tecnologia com células de animais de criacao. Algumas questoes
associadas estdao sendo trabalhadas, como a capacidade no nimero de passagem celular (divisao
celular de uma geracao para outra), o limite de sub-cultivo (o qual vai sendo reduzido ao longo das
passagens), a proliferacao de células sem identificacdao, bem como a capacidade de diferenciacao
para outros tipos celulares que ndo os midcitos, tais como adipocitos (Bhat et al. 2019). Modificagoes
epigenéticas sdo necessarias para a imortalizagao e renovacao destas células, como, por exemplo, a
inibicao da via de sinalizacao celular p38-MAPK (Ding et al. 2018).

A versao atual de carne cultivada é baseada principalmente no cultivo de células musculares,
contudo cabe ressaltar que um pedaco de carne convencional contém diferentes proporgoes
de outros elementos, como sangue, nervos e tecido adiposo que devem ser considerados para
aprimorar o sabor e textura. Algumas combinacoes estao sendo testadas, como o acréscimo de
células de gordura ao tecido muscular, cultivadas separadamente, obtendo-se o produto final
de carne cultivada em forma de guisado. Além disso, os pesquisadores estdo trabalhando no
desenvolvimento de tecnologia de co-cultura de células (mais de um tipo celular), como o cultivo de
midcitos com adipdcitos conjuntamente. Cabe ressaltar que esta tecnologia precisa ser aprimorada,
uma vez que diferentes células apresentam especificidades nutricionais diversas bem como tempo
de maturacgao.

A producgado de carne cultivada deve levar em conta também as caracteristicas de cor, sabor,
textura e propriedades nutricionais do alimento. Varias mudancas bioquimicas podem interferir
nas caracteristicas sensoriais, como processos durante o periodo inicial pés-morte, glicélise post-
mortem, rigor mortis, declinio do pH, ativacao calpainaeassim pordiante (Bhatetal.2019). Aauséncia
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dessas etapas podera afetar a qualidade geral da carne produzida. A exemplo disso, o aspecto da
carne bovina cultivada tende a ser mais amarelado do que avermelhado, quando comparada a uma
carne convencional, devido a reducao da expressao de mioglobina. No entanto, condicoes de cultivo
variadas, como condi¢cdes de baixa disponibilidade de oxigénio, podem aumentar a expressao de
mioglobina, recuperando o aspecto da carne convencional (Kanatous and Mammen 2010).

O processo de cultivo de carne projeta a formacao de bancos de células que irdo permitir a
independéncia do uso de animais no processo de obtencao das células, bem como garantir a
estabilidade da linhagem celular e a consisténcia do tipo celular cultivado. A ideia é que as células
sejam selecionadas, validadas e congeladas em pequenos lotes, permitindo o uso gradual ao longo do
tempo. Estas poderao ser descongeladas, validadas novamente e replicadas, mantendo a expansao
continua. O procedimento de congelamento deve ser padronizado no que diz respeito ao meio de
congelamento utilizado e a técnica de congelamento. Normalmente o congelamento rapido reduz o
risco de cristalizagao intracelular comum ao processo de congelamento. O meio de congelamento e
as substancias crioprotetoras adicionadas devem ser testados quanto a sua toxicidade e seguranca
no processo de cultivo posterior (Elliott, Wang, and Fuller 2017).

Em resumo, ainda existem muitos topicos aserem explorados em funcao davariabilidade de obtencao
dos tipos celulares. A origem do animal pode exigir manipulagdes genéticas variadas. Ainda, a raga,
aidade, o sexo, as particularidades genéticas de cada individuo, a localizagao da bidépsia no animal, o
tipo de tecido onde seraretirada a populacao celular inicial, sdo todos fatores que podem influenciar
no resultado final (Kyttala et al. 2016). Sendo assim, mais estudos sao necessarios para elucidar a
potencialidade de cada tipo celular, acessibilidade das culturas celulares e como as propriedades de
cada célula podem influenciar as proximas etapas de cultivo.

LINHAGEM DE CELULAS
CONSIDERACOES DE SEGURANCA

Cada etapa do processo de fabricacao da carne cultivada devera ser monitorada de forma
a rastrear fontes potenciais de perigo e contaminagao. Todos os focos potencialmente
contaminantes devem ser rigorosamente descritos e inspecionados, incluindo a obtencao,
0 manuseio, preparacao e transferéncia de células, processo de congelamento e
descongelamento das linhagens, armazenamento, controle de equipamentos contaminados
e etapas finais do processo. Nesta sessao alguns importantes cuidados de seguranca sao
destacados em relagao a producao de linhagens para obtencdao de carne adequada ao
consumo humano.

Doador animal

A obtencao de células a partir de animais saudaveis deve ser um cuidado a ser levado em
consideragcao no processo de seguranca de producao da carne cultivada. Nao diferente
da carne convencional, as células obtidas para cultivo podem carregar virus, bactérias ou
prions, que podem comprometer a saude do consumidor (Reddy and Saier 2020). Contudo,
a capacidade de transmissao de algum agente infeccioso, virus animal para humano ou
mesmo a propagacao de prions (agente infeccioso composto por proteinas aberrantes) ainda
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é debatida (Espinosa, Tago, and Treich 2020). Um exemplo é o virus da leucemia bovina
(BLV), bastante comum no gado, o qual, segundo a literatura, ja foi encontrado em células de
sangue humano, tecido mamario (benigno e maligno) e em carcinoma de células de pulmao,
porém pouco se sabe como o processo de transmissao desse virus ocorre e a possibilidade de
desencadear a doenca em humanos (Baltzell et al. 2018; Robinson et al. 2016). A produgao
de carne cultivada apresenta a vantagem de reduzir o contato de humanos com animais
selvagens ou da agropecuaria e diminui o risco de pandemias em funcao de uma reducao
nos impactos ambientais decorrentes da agropecuaria.-

Algumas formas de evitar o perigo da transmissibilidade de infecgées sao: controlar a
qualidade da racao, criacao do animal em ambientes limpos, manter o controle do histoérico
de criacao (sexo, idade, local da bidpsia, histérico médico, dia da coleta, protocolo usado),
como forma de rastreabilidade de possiveis focos contaminantes, bem como a inspecao
pré-bidpsia por um veterinario. Ainda, as células obtidas por bidépsia devem passar por
procedimentos de checagem e seu DNA avaliado por técnicas tais como PCR, para detectar a
presencaou nao de retrovirus endogeno. Além disso, é importante que o fabricante apresente
todos os cuidados de manipulacdo destas células, ndao s6 em relacdo a sua qualidade e
assepsia, mas também como forma de protecao ao manipulador.

Controle microbiolégico

As formas de contaminacao podem ocorrer ndao s6 no processo de obtencao e isolamento de
células, mastambém durante o processo de cultivo, por meio de qualquer forma de manuseio,
preparagao, contato com equipamentos contaminados ou mesmo durante o congelamento
e descongelamento (Ong et al. 2021). E aconselhavel que haja, em cada etapa do processo,
protocolose métodos paraavaliarereduziracontaminacao poragentesinfecciosos. Ascélulas
isoladas cultivadas em um sistema in vitro sdo extremamente sensiveis a contaminacao
por microrganismos, uma vez que nao apresentam toda a maquinaria do sistema imune
de protecao animal. Contudo, a contaminacgao por bactérias de interesse toxicoldgico, tipo
Salmonella, Listeria e E. coli é improvavel em carne cultivada, uma vez que a contaminacao
da carne convencional por bactérias entéricas se da pela contaminacao da carcaca por
material fecal (Ong et al. 2021). Apesar disso, outros tipos de bactérias sdao comuns em
sistemas in vitro, como micoplasmas, podem afetar o crescimento e a produtividade de todo
o sistema de cultura celular (Drexler and Uphoff 2002). Assim, normalmente a contaminagao
de uma cultura de células é acompanhada pelo préprio comprometimento no crescimento e
proliferacao celular, variagées de pH e turbidez do meio. Portanto, um sistema de checagem
diaria e a triagem regular das culturas, meios e equipamentos podem garantir a assepsia do
produto final e a seguranga de producao e consumo (Cobo et al. 2005).

Testes de controle de qualidade deverao ser validados e documentados de acordo com os
requisitos nacionais aplicaveis e/ou padrdes internacionais. Como ponto de partida, os limites
e técnicas microbioldgicas que sdao usados na producao de carne convencional podem ser
usados para detectar e identificar os microrganismos que possam afetar a comercializagao
da carne cultivada (Ministério da Agricultura e Pecuaria 2019). Contudo, uma adaptacao dos
padrdées em relagao aos microrganismos contaminantes potenciais devera ser realizada para
carne cultivada, umavez que as cepas de microrganismos da carne convencional sao de origem
predominantemente entérica, pouco provaveis de serem encontradas em cultura celular.
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Como exemplo de técnicas para controle de patégenos podem ser citados os métodos
classicos de contagem de placa, os imunoensaios (ex.: ELISA) e métodos moleculares (ex.:
PCR). Ainda, existem métodos ja padronizados para detectar e quantificar patégenos comuns,
como Salmonella, Listeria e E. coli (U. S. Department of Agriculture 2021). A tecnologia de
biossensores de deteccao de metabolitos também pode ser aplicada em tempo real para
rastrear e detectar contaminacao microbiana (Sionek, Przybylski, and Tambor 2020). O
Servico de Inspecao e Seguranca de Alimentos dos EUA apresenta um guia de identificagao
e perigo microbioldgico para carnes e aves, onde constam métodos para preparagao de
amostras, isolamento e identificagao dos principais microrganismos patogénicos de origem
alimentar e suas toxinas, identificacao de espécies de tecido de carne e deteccao de residuos
antimicrobianos (of California 2000). No Brasil, o Ministério de Agricultura e Pecuaria
(MAPA) publicou em 2018 a segunda edicao do Manual de Métodos Oficiais para Analise
de Alimentos de Origem Animal, em continuidade ao trabalho da Coordenacao-Geral de
Laboratérios Agropecuarios para aprimoramento, atualizacao e uniformizacao das praticas
analiticas na Rede Nacional de Laboratoérios Agropecuarios. Este documento estabelece e
padroniza os métodos oficiais para analise de alimentos de origem animal, nao apenas para
as acoes fiscalizatérias do MAPA, como dar instrumentos adequados ao mercado para fazer
o0 acompanhamento e garantir a qualidade dos alimentos de origem animal consumidos no
Brasil.

Criopreservacao

O processo de criopreservacao é fundamental na producao de carne cultivada, uma vez
que se espera formar bancos de células com linhagens celulares de espécies relevantes
da agropecuaria para que sejam utilizadas na industria. Contudo, aspectos de seguranca
relacionados a criopreservacao devem ser levados em consideracao, uma vez que existem
relatos mostrando a possibilidade de transmissao de virus e bactérias por tanques de
nitrogénio liquido contaminado (Fountain et al. 1997; Tedder et al. 1995). Logo, um
importante ponto de controle é a checagem da esterilidade do nitrogénio liquido, ou mesmo
das células destinadas ao armazenamento para evitar a propagacao nao intencional em lotes
futuros. Ainda, a compartimentalizacao das células em diferentes reservatorios, destinados
a um unico tipo celular, evita a contaminacao externa de diferentes fontes celulares (Cobo
et al. 2005; FDA 2010).

Noprocessode congelamentonormalmente saousadassolucdes crioprotetoras paraproteger
as células contra o rompimento, devido a formacao de cristais de gelo que danificam as
membranas celulares. O reagente crioprotetor mais comumente usado é o dimetilsulfoxido
(DMSO0), o qual foi considerado téxico para uso médico (Hornberger et al. 2019). Apesar de
que o risco da presenca destes compostos no produto final seja baixo, uma vez que serao
diluidos e lavados ao longo do processo, outras classes de crioprotetores, como inulina e
sorbitol, vém sendo sugeridas por serem mais seguras (MacDonald and Lanier 1997; Savini
et al. 2010).

Brasil

SFI Estudo Regulatorio sobre Proteinas Alternativas no Brasil - Carne Cultivada « The Good Food Institute Brasil @




Identidade celular

E provavel que algumas variacdes genéticas nao programadas ocorram ao longo do processo
do cultivo, uma vez que as células em cultivo apresentam alto poder proliferativo e uma
alta taxa de divisdes celulares. As variacoes podem, eventualmente, comprometer as
caracteristicas de identidade padrao da célula por alterar o nivel de expressao de proteinas
ou metabdlitos (Stephens et al. 2018; Ong et al. 2021). Contudo, é importante destacar que
a estabilidade genética das células tende a ser conservada por uma caracteristica evolutiva.
Ainda, é improvavel que sejam produzidas moléculas toxicas ou alergénicas silenciosas
neste processo, uma vez que a propria maquinaria de sobrevivéncia celular poderia ser
comprometida neste processo. E importante ressaltar que as mesmas variagcoes podem
ocorrer em células de carne convencional, contudo nao ha controle a nivel genético deste
tipo de ocorréncia em carne convencional.

As variacoes moleculares e bioquimicas da célula cultivada podem ser minimizadas pelo
controle do numero de passagens e renovacao do pool de células a partir de banco de células,
apods terem sido registradas variagoes genéticas. Pesquisas em técnicas de sequenciamento
poderao ser utilizadas para comparacao genética entre a célula original e a final, auxiliando
na identificacdo de novos compostos potencialmente perigosos. Ainda, através de testes de
bioinformatica, a toxicidade ou alergenicidade de uma nova proteina pode ser avaliada pela
similaridade da sequéncia de aminoacidos com toxinas ou alérgenos ja conhecidos (Ladics
et al. 2011). Caso houver homologia, mais estudos podem ser conduzidos para avaliagao
da alergenicidade, como, por exemplo, resisténcia a pepsina, testes imunoquimicos de
reatividade cruzada com IgE do soro de individuos sabidamente alérgicos etc. (Ong et al.
2021). Ainda, pode-se controlar que a célula usada para producao seja de uma espécie
definida, através de testes de DNA barcoding. Todas estas andlises podem contribuir para
garantir a estabilidade e identidade celular das células cultivadas, ainda mais controladas
do que sistemas fisiolégicos naturais.

2.2 - Meio de cultivo celular

Apos o procedimento de aquisicao das células, estas sao isoladas e cultivadas em meio de cultura
suplementado. A composicao do meio é extremamente importante, pois pode influenciar a
eficiéncia do crescimento e as caracteristicas finais do produto. Atualmente, pelo seu valor elevado
e caracteristicas de composicao, ainda nao ha producao suficiente e economicamente interessante
para uma demanda em grande escala, por isso é ainda considerado um fator limitante do processo
industrial para producao de carne cultivada.

0 meio de cultivo consiste em glicose, sais inorganicos, vitaminas sollveis, aminoacidos e tampdes
gue otimizam o processo de crescimento celular (van der Valk et al. 2010). Contudo, a demanda
celular de nutrientes pode variar em diferentes fases do crescimento celular, tal como a etapa de
diferenciacao, proliferacao e sintese proteica, bem como em relacdo a espécie e tipo celular cultivado
(Burton et al. 2000; Yao and Asayama 2017).
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Meios de cultivo com composicao definida ja sdo comercializados, com variagdes nos niveis de
glicose, piruvato e outros componentes que melhor se adequam para o tipo celular em cultivo.
No entanto, as informagdes sobre sua formulagao muitas vezes sao limitadas, uma vez que é um
parametro de diferenciacdao competitiva. Diversas pesquisas vém sendo realizadas para otimizar
os meios de cultura com novas tecnologias para isolamento dos compostos. Por exemplo, a
obtencao dos compostos normalmente ocorre pela alta purificacdo de aminoacidos e acucares.
Contudo, o uso de hidrolisados ou polissacarideos de processamento agricola em grande escala
podem vir a servir como insumos para os meios de cultura da carne cultivada (Giron-Calle et al.
2008; Babcock, Smith, and Huntinga 2012). Ainda, analises estatisticas e de bioinformatica podem
ajudar a equilibrar os tipos de componentes e seus niveis mais aceitos para aplicacdo como meio de
cultura de uma célula em especifico, apds validacao em culturas em grande escala. Essa abordagem
reduzira significativamente o tempo e os recursos necessarios para otimizar os meios de cultivo
personalizados para cada célula (Jamal, Alam, and Salleh 2008).

A formulacdao de meio basal é muitas vezes suficiente para manter as células vivas por curtos
periodos de tempo, mas para que elas proliferem de forma eficiente por longos periodos de tempo, o
soro fetal bovino (SFB) tem sido usado como suplementacao do meio basal em ensaios laboratoriais.
O SFB é o mais comum, porém podem ser de outras origens, como a de cavalo ou extratos de
embrido de galinha (Burattini et al. 2004; Chiron et al. 2012). A composicao do soro é extremamente
complexa, sendo uma mistura rica em proteinas e aminoacidos, acidos graxos, horménios e fatores
de crescimento. Contudo, o SFB contém centenas ou mesmo milhares de componentes diferentes
e a verdadeira composicao e quantidades desses componentes sao desconhecidas, tornando-o um
produto quimicamente indefinido. A composicao é variavel de acordo com a regiao geografica (onde
a dieta de um animal pode variar), por lote dentro da mesma regiao geografica, pela sazonalidade da
coleta, pela quantidade e identidade dos antibidticos ou horménios recebidos pela mae e pelaidade
gestacional do feto. Ainda nao se sabe muito bem quais sao os componentes que sao especificamente
responsaveis por promover o crescimento celular in vitro (van der Valk et al. 2010), mas a selecao
especifica destes componentes podera acelerar o processo de crescimento celular e aprimorar o
processo de cultivo.

Entretanto, o uso de SFB nao condiz com a ideologia da producao de carne cultivada, uma vez que
depende da extracao animal para obtencao. Portanto, por questdes éticas do uso de animais para
alimentagao, bem como para diminuir os riscos potenciais associados a contaminantes e doencgas
presentes no soro, € necessaria a producao de meios de cultivo livres de SFB.

Visando reduzir a heterogeneidade dos meios de cultivo convencionais a base de suplementacao
com soro fetal bovino, diversos estudos visam a producdo de meios de cultivo sintéticos, onde se
teria a definicado dos componentes e suas respectivas concentracées (O’Neill et al. 2021). Neste
sentido, técnicas inovadoras estao sendo estudadas, como, por exemplo, a utilizacao de subprodutos
da agroindustria e fermentacao como fonte quimica de produtos presentes no meio de cultivo. Esta
tecnologia pode reduzir os custos na producdao de meio de cultivo, o qual & um fator fortemente
limitante da producao em escala industrial. Outros métodos de economia podem ser aplicados,
como, por exemplo, a reciclagem de meios de cultivo, os quais podem ser usados em um novo
processo de producao.

Além disso, a utilizacao de meios de cultivo sintéticos, com compostos definidos, pode reduzir a
variabilidade entre lotes de soro e permitir a producao dos meios de cultivo padronizados e em
escala comercial. A produgao de fatores de crescimento com origem diferente da animal vem sendo
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estudada por diferentes técnicas, tais como fermentacao bacteriana ou por extratos de planta, ou,
ainda, producao de proteinas recombinantes produzidas por fermentacao (Jochems et al. 2002;
van der Valk et al. 2010), inovagoes que prometem evoluir significativamente nos préximos anos.
Da mesma maneira, a otimizacao das formulacoes podera aumentar a eficiéncia de consumo e
metabolismo celular (Shiozuka and Kimura 2000).

Células com alta capacidade proliferativa exigem altas doses de nutrientes, tais como glicose e
aminoacidos. Os aminoacidos podem ser obtidos por fermentacao com consumo de glicose, porém
fontes alternativas, como biomassa de algas e certas culturas bacterianas podem representar boas
estratégias para diminuir os custos de producdo e ao memo tempo fomentar outros processos
sustentaveis como tratamento de residuos e capturade CO, (Kim 2013; Matassa et al. 2016). Estudos
de engenharia metabdlica computacional estao sendo realizados e serao de grande importancia para
prever ndo apenas o estado funcional das células, mas também avaliar formulacdes de nutrientes
ideais para o crescimento celular in vitro (Feist and Palsson 2016).

Outros componentes comuns no meio de cultura sao os antibidticos e antifungicos, que reduzem
a possibilidade de contaminacao no processo de cultivo. Espera-se o uso destes compostos em
concentracoes reduzidas e/ou apenas em estagios iniciais no processo de cultivo, o qual apresenta
uma maior probabilidade de contaminacdo. E pouco provavel que residuos de antibidticos e
antifingicos permanecam no produto final, uma vez que, para comercializacao, a carne cultivada é
retirada do meio de cultivo e lavada para eliminar as impurezas. Apesar disso, € recomendado que o
uso destes compostos seja regulamentado, assim como ocorre na producao de carne convencional
na agropecuaria (MINISTERIO DA AGRICULTURA 2009). Isso é especialmente importante para
culturas de tempo de cultivo prolongado, as quais sao mais expostas a contaminacao.

A composicao dos meios de cultivo pode definir as caracteristicas da carne. A deficiéncia de vitaminas,
por exemplo, pode causar degeneracao em células musculares (Braga et al. 2017). As altas taxas
de glicdlise em células de cultivo podem causar acidose e deixar a carne mais opaca, assim como
ocorre no musculo bovino quando altas taxas de glicdlise sao induzidas, neste caso, por diferencas
climaticas, nutricionais e de estresse (Post et al. 2020). Portanto, sao fundamentais os estudos para
producao de meio de cultura altamente especializado para a demanda celular.

Além disso, cultura de células mistas, com diferentes tipos de células, exigira composi¢des de meio
variadas, uma vez que as demandas sao diferentes para cada tipo celular. Ainda, em cultura de
células mistas pode ser que uma célula gere produtos intermediarios que alterem o crescimento
do outro tipo celular, comprometendo assim a eficiéncia de producao. Nesse contexto, uso de
modificacao genética poderia otimizar a eficiéncia de uso dos nutrientes pelas células, crescimento
e adaptacao a meios de crescimento sintéticos ou melhorar caracteristicas do produto final, como
nutricao, sabor e textura (Lee et al. 2016).
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MEIO DE CULTIVO CELULAR
CONSIDERACOES DE SEGURANCA

Composicao

A caracterizacao de todos os componentes presentes no meio de cultivo € um ponto
importante no controle de qualidade para a producao de carne cultivada em escala industrial.
Isso possibilita a identificacdo e avaliacdo de potenciais substancias ndo intencionais
presentes ou geradas ao longo do processo de cultivo, controlando o risco de contaminagao
do produto final.

Ainda, cada fabricacao de meio de cultivo podera ter, inevitavelmente, suas especificidades,
como por exemplo, adicao de componentes para enriquecimento nutricional (ex. vitaminas),
ou mesmo adicdo de compostos para melhorar condigdes organolépticas da carne
(pigmentos). Dessa forma, a identificacao dos compostos utilizados para a producao dos
meios de cultivo € um ponto de controle para as empresas que o produzem, no sentido
de evitar contaminantes indesejados, bem como estabelecer uma padronizagao de
componentes para escala industrial. E pouco provavel que os compostos utilizados sejam
toxicos, uma vez que a célula in vitro nao aguentaria tais condicdes.

Uso de hormonios

O uso de hormdnios no meio de cultivo também devera ser limitado, uma vez que o consumo
excessivo pode causar efeitos adversos, como na reproducao, eu mesmo com efeitos
carcinogénicos (Jeong et al. 2013). De fato, o nivel de horménios usados na agropecuaria
ja é regulado no mercado convencional. Apesar do nivel de hormonio no produto final da
carne cultivada ser provavelmente menor do que no da pecuaria tradicional, a identificagcao
e a determinacao da concentracdao dessas moléculas no produto final devem atender os
mesmos requisitos estabelecidos para a carne convencional.

Uso de antibidticos

0 uso de antibidticos € comum no cultivo celular para evitar a contaminacao microbiana ao
longo do processo de cultivo. No entanto, a exemplo de outras aplicacdes, o seu uso devera
ser regulado para evitar o risco da resisténcia antimicrobiana de patégenos humanos,
bem como interferéncia na microflora intestinal, hipersensibilidade ou mesmo efeitos
mutagénicos (Jeong et al. 2013). A Organizacao Mundial da Saude desenvolveu uma lista de
antimicrobianos que nao devem ser usados em animais, de forma a evitar a disseminagao
e resisténcia a antibiéticos (World Health Organisation 2019). Portanto, tal lista podera ser
considerada também para o cultivo de carne. Um consenso é que, se usado antibidtico, este
deve ser aplicado em baixas concentracées. O uso destes apenas nos estagios iniciais do
processo de fabricacdo da carne, acompanhado de enxagues periddicos, reduz as chances
de que os antibioticos persistam no produto final. O residual de antibidticos no produto final
deve atender os mesmos requisitos hoje estabelecidos para a carne convencional.
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Controle da contaminacao dos meios de cultivo

A producao dos meios de cultivo deverda ser continuamente monitorada quanto a
contaminacao por agentes microbiologicos, de forma a garantir a esterilidade ao longo de
todo o processo de producao de carnes em biorreatores. O risco de contaminacao de um
meio celular aumenta com um maior tempo de cultivo. Portanto, a checagem de qualidade
do meio podera variar de acordo com o tempo de proliferacao das células e registros desse
controle devem ser padronizados. De forma geral, os meios de cultivo sao esterilizados com
técnicas de filtracao ou injecao de gases. Parametros tais como controle de pH ou nivel de
oxigénio dissolvido podem ser usados para avaliar indicios de contaminacao. Propostas para
reduzir os custos de esterilizacao e o tempo de producao do meio de cultivo vém sendo
apresentadas. Um exemplo disso é o uso de sacos pré-esterilizados, onde sao incorporados
0s componentes para manutencao e monitoramento das culturas, como aspersores de
gas, sensores para medir parametros como pH e oxigénio dissolvido no meio. Esta técnica
permite a compartimentalizacao do cultivo, diminuindo as chances de contaminacao em
massa, bem como auxilia no rendimento celular (Bellani et al. 2020). Ainda, importantes
cuidados de limpeza e esterilizagdo dos biorreatores apds uma certa quantidade de
operagoes e equipamentos auxiliam no controle microbiolégico. Os produtos usados para
a limpeza deverao ser descritos e nao poderao conter nenhum residuo toxico que possa
a vir a comprometer a qualidade da carne produzida. Cuidados rigorosos no controle de
esterilidade do meio podem auxiliar a reduzir o nivel de antibiéticos usados nas culturas.

2.3 - Estruturacao

Uma outra questao desafiadora no processo de cultura de células € manter a disposicao das células
em crescimento alinhadas em forma de fibras como ocorre naturalmente na carne convencional e
formacao do tecido estruturado. As células de mamiferos normalmente requerem fixagdo em alguma
superficie para crescimento, por isso, diversos sistemas de ancoragem vém sendo estudados para o
cultivo de células em biorreatores, como microcarreadores e scaffolds. De forma geral, a proliferacao
destas células comeca em um pequeno sistema de cultura planar, seguido por expansao volumétrica
em sequéncia e, finalmente, a maturacao do produto em grandes biorreatores. Estes sistemas
fornecem o suporte mecanico, a porosidade para troca de nutrientes, bem como conferem estrutura
e textura mais similares a um pedaco de carne convencional.

Os microcarreadores sao muito utilizados como matriz de ancoragem. Caracterizam-se por
terem formato de microesferas, o que possibilita uma ampla area de ancoragem para as células
em crescimento nos biorreatores, uma vez que as esferas ficam em suspensao na cultura. Os
microcarreadores podem ser compostos de diferentes materiais (sintéticos ou naturais), que
constituirao umamatrizextracelular. Contudo, aseparacao das células com os microcarreadores pode
representar uma desvantagem, uma vez que muitas células podem ser perdidas, comprometendo o
rendimento do processo (Reiss, 2021).

Varios biomateriais artificiais ou naturais, de origem animal e vegetal, tém sido usados na

bioengenharia de tecidos como matriz para estruturacao (scaffolds). O colageno tem obtido bastante
sucesso para producao de carne cultivada, no entanto, como é de origem animal, representa uma
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fonte esgotavel e nao sustentavel para a producao de carne (Dong and Lv 2016). As células dispostas
nestas matrizes devem ser capazes de interagir e aderir, permitindo a contracao celular, como ocorre
naturalmente nas células de miécitos. Compostos naturais provenientes da agricultura, formados
por celulose, como a folha de espinafre descelularizada, foram testados como matrizes de apoio para
midcitos, apresentando resultados promissores (Jones, Rebello, and Gaudette 2021). Além disso, a
soja texturizada pode representar uma alternativa viavel como sistema de ancoragem, considerando
que é um biomaterial proteico e poroso, bem como comestivel (Ben-Arye, 2020). Alguns outros
compostos vém sendo sugeridos, como amilopectina, quitosana, dextran etc., porém a aplicacao
para uso em alimentos precisa ser melhor estudada (Ben-Arye et al. 2020; Bodiou, Moutsatsou, and
Post 2020; Ong et al. 2021).

Outra tecnologia que vem sendo adaptada para estruturar a carne cultivada é a de bioimpressao
tridimensional, combinada com principios de engenharia para producdao de tecidos ou 6rgaos
(Gillispie et al. 2019). Esta tecnologia vem sendo aplicada na clinica, para regeneracao de tecidos
ou 6rgaos anatomicamente e funcionalmente semelhantes aos humanos. Esta técnica consiste em
semear células em estruturas que imitam o 6rgao bioldgico, fornecendo superficies para ancoragem
das células. Contudo, para aplicacao na cultura de células para producao de carne cultivada, o
biomaterial utilizado, ao contrario da clinica, deve ser palatavel e com textura adequada para
uso como alimento. Alguns problemas classicos estao associados a engenharia de tecidos, como
problemas de vascularizacao, baixa resisténcia mecanica das células, limitagdes nutricionais e falta
de células funcionais (Mandrycky et al. 2016).

ESTRUTURACAO E SCAFFOLDS
CONSIDERAGCOES DE SEGURANCA

Considerando que muitos dos processos de cultivo celular envolverao o uso de scaffolds
para ancoragem e crescimento das culturas celulares, e que estes farao parte da carne
cultivada a ser produzida, os materiais utilizados deverao apresentar critérios de seguranca
de alimentos. O material deve ser comestivel, biodegradavel, palatavel e seguro durante o
processo de cultivo e apds cozimento e preparacao dos produtos carneos. Se os materiais
nao forem ainda aprovados para uso em alimentos, eles exigirao uma avaliagcao individual
prévia de seguranca, como requerido para qualquer aditivo ou ingrediente alimentar.

Ainda, alguns processos de cultivo podem envolver a remogao das células aderidas ao
scaffold, para a producao de carne de guisado, por exemplo. Neste ultimo caso, normalmente
exige-se a remogao mecanica, enzimatica ou quimica dos scaffolds (Nienow et al. 2014;
Bodiou, Moutsatsou, and Post 2020). Na condicao de dissociacao quimica, as enzimas devem
atender as especificacdes de grau alimenticio, uma vez que podem acabar sendo parte
do produto final (Stephens et al., 2018). Em praticas laboratoriais, tripsina € comumente
usada para dissociagao enzimatica. Contudo, este composto é derivado de animais e pode
apresentar variacao de acordo com o lote (Masters and Stacey 2007). Ainda, o uso de
trypsina-EDTA deve ser estritamente regulado para consumo. Fontes nao animais, como a
enzima recombinante TrypLE, derivada de fonte microbiana, ou tampdes de dissociagao sem
enzimas, como Versene, podem representar uma alternativa para este processo (Masters
and Stacey 2007; Allan, De Bank, and Ellis 2019; Beers et al. 2012).
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2.4 - Biorreatores

Um dos grandes desafios no sistema de cultura de células é a producio em escala industrial. E
necessario que todo o processo seja controlado, com alta replicacao e que a densidade celular seja
maior do que um sistema bidimensional, como normalmente é feito o cultivo celular em laboratério.
Ao contrario de métodos manuais, os quais sdo caros, trabalhosos e com alto risco de contaminacao,
o processo de cultivoem escalaindustrial deve ocorrerem biorreatores. Com biorreatores, o processo
pode ser automatizado, planejado e adequado para cada tipo celular, reduzindo a manipulagao
humana e os riscos de contaminacao. Os hiorreatores permitem manter um ambiente controlado,
com balanco de energia e retirada de calor do sistema, se necessario, de forma a manter os padroes
energéticos do sistema. Parametros tais como tipo de meio de cultura, temperatura, oxigénio e
densidade celular devem permanecer estaveis ou variar de acordo com a demanda, de forma a
padronizar o processo industrial. Os biorreatores sdao essenciais para a proliferacao das células.
Para isso, os meios de cultura e a adicao de fatores de crescimento podem ser alterados ao longo
do processo para estimular a diferenciacao celular, ou aprimorar o crescimento e densidade celular
(Braga et al. 2017; Allan, De Bank, and Ellis 2019).

Ainda nao existem biorreatores especificos para crescimento padrdao em escala industrial. O design
de um biorreator depende da forma do produto final, por exemplo, carne moida ou em formato de
bife. Nem todos os biorreatores serao desenhados para abrigar scaffolds no seu interior. Contudo, o
seu tamanho podera variar em funcao do modelo do scaffold inserido, uma vez que sera dependente
de volume e superficie, bem como com a eficiéncia de semeadura do biorreator, a dindmica de
circulacao do meio de cultivo pelo sistema, transferéncia de massa, custo etc. (Allan, De Bank, and
Ellis 2019).

Existem diversas configuracdes de biorreatores. Um biorreator deve ser capaz de simular um sistema
natural, onde as células sao irrigadas por vasos sanguineos que permitem a chegada de nutrientes
para a manutencao da viabilidade celular. Existem biorreatores onde a célula cresce em suspensao,
em microesferas, por exemplo, ou aderida a sistemas planares (Post et al. 2020). O cultivo em
suspensao é preferido, uma vez que permite maior agitacao e aumenta a superficie de contato com
o meio de cultivo, reduzindo a limitacao de difusao de nutrientes (Hu 2020). Sistemas de esferas
suspensas em solucao com agitacao constante permitem um maior contato das células com o meio,
sendo estruturas potencialmente candidatas para crescimento em larga escala (Bhat et al. 2019).
Sistemas com alimentacao continua do meio de cultivo e agitacao constante sdo interessantes, por
manterem um ambiente homogéneo. A mistura pode se dar por agitacio mecanica, pneumatica
ou hidraulica, como biorreatores de tanque agitados por impulsor (STRs), biorreatores de parede
giratéria (RWBSs) e biorreatores em ondas (Allan, De Bank, and Ellis 2019).

BIORREATORES
CONSIDERACOES DE SEGURANCA

Infraestrutura

Toda a planta produtiva de cultura de células devera ter controle da assepsia do ambiente,
bem como das incubadoras e biorreatores controlados para crescimento celular. Espera-
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se que para a producao em escala industrial o processamento seja todo automatizado e
a manutencao das células seja em biorreatores fechados. Isso diminui as chances de
contaminacao, em comparagao com métodos manuais de cultivo, que exigem profissionais
extremamente qualificados. Portanto, o cultivo de carne em escala industrial deve manter
padroes especificos que garantam a biosseguranca nao so6 do produto final, mas também ao
manipulador.

Equipamentos, descartaveis e agentes de limpeza devem ser seguros para producao de
alimentos, com controle da lixiviagao de contaminantes para o produto final. Pode-se
tomar como base de controle os requisitos adotados pela industria biofarmacéutica, a qual
ja utiliza materiais seguros na producdo de dispositivos médicos e cosméticos, bem os
regulamentos de materiais para contato com alimentos e saneantes aprovados para uso
em plantas de processamento de alimentos (Gao and Allison 2016). Considerando-se que
as células sao muito sensiveis a contaminantes externos, qualquer residuo de agentes de
limpeza comprometeria o crescimento das mesmas e, por consequéncia, o rendimento da
producao. Portanto, é improvavel que residuos contaminantes nao fossem notados ao longo
da producao.

As plantas devem ter controle efetivo dos parametros de operacao dos biorreatores, assim
como sistema de sanitizacao e higienizacao adequados, a exemplo do que hoje é empregado
nas industrias de produtos carneos.

2.5 - Produto final e seu processamento

Uma vez finalizado o processo de cultivo celular, a carne cultivada é coletada para futura aplicacao
como carne fresca (ex. carne, moida, bifes ou pedacos de frango etc.) ou pode ser utilizada como
matéria prima na producgao de inimeros produtos carneos, como hamburguer, nuggets, alméndegas,
linguicas etc. Ainda, dependendo do produto desejado, pode ser adicionada de outras substancias
como aromatizantes, aglutinantes, aditivos produzidos por fermentacao, compostos a base de
plantas (Ong et al. 2021). A exemplo da carne convencional, ela também pode ser submetida a
processamentos subsequentes, como esterilizacao, tratamento por calor ou radiacao, fermentacgao,
tratamento enzimatico, defumacao, secagem, cura, pasteurizacdo e outros (Post et al. 2020). O
controle de qualidade e fiscalizagao dos produtos carneos derivados da carne cultivada seguem os
mesmos requisitos estabelecidos para os produtos convencionais.

Ainda, o produto final podera ser oferecido ao consumidor como uma mistura de carne cultivada e
ingredientes plant-based.

Da mesma forma que para os produtos carneos produzidos com carne convencional, a composicao
nutricional do produto final devera ser determinada e informada no seu rétulo.
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PRODUTO FINAL E SEU PROCESSAMENTO
CONSIDERACOES DE SEGURANCA

Coleta da carne cultivada

A obtencao e manipulacao de células apds a producao é uma etapa importante em relacao
a seguranca da carne cultivada. Diversos protocolos de coleta e purificacao das células e
processamento podem ser criados, a depender da proposta do fabricante. Cada caso devera
ser analisado individualmente, podendo ter como ponto de partida para o produto final de
carne cultivada, os limites microbiolégicos e os niveis maximos de impurezas ou residuos
(metais, toxinas naturais, contaminantes naturais, contaminantes ambientais) que sao
estabelecidos para a carne convencional. No entanto, é esperado que a carne cultivada
em especifico seja analisada para definicao dos parametros de qualidade e requisitos mais
adequados para o produto.

E esperado que a remocio do meio de cultivo provoque, inevitavelmente, a morte das células,
assim como ocorre na producao de carne convencional, apos o abate do animal. Os eventos
proteoliticos da morte celular devem ocorrer da mesma forma que na carne convencional, no
entanto, é recomendavel que sejam estudados, pois podem ocorrer com intensidade diferente da
carne convencional.

Potenciais Contaminantes

Nao é esperado que o processo de cultivo de carne gere um produto com maior alergenicidade
ou toxicidade do que a carne convencional, uma vez que a presenca de qualquer toxina
poderia comprometer o proprio crescimento celular in vitro. Contudo, a carne cultivada pode
diferir em relacao a uma convencional, em relacao ao nivel de proteinas ou metabolitos, com
algum potencial alergénico quando em altas concentracdes.

Além disso, producao de carne cultivada pode envolver a adicdo de outras substancias
externas além da producao da célula, com o objetivo de conferir propriedades organolépticas
(por exemplo, proteinas ou pigmentos que conferem coloracao), adicionar valor nutricional
(porexemplo, vitaminas) ou mesmo a prépria presenca de scaffolds. Todos esses ingredientes
e coadjuvantes devem ter uso aprovado para a aplicagao em alimentos.

Existem diversos testes bioquimicos, in silico, in vitro e in vivo que podem ser usados para
avaliacao de seguranca de ingredientes e aditivos alimentares (Ong et al. 2021), os quais
poderao ser utilizados na avaliagao da carne cultivada. Os testes in vitro e in silico sao mais
eficientes e requerem menor custo e tempo de analise, bem como evita o uso de testes
animais. Métodos protedmicos podem ser usados para verificar se existem compostos
com homologia na sequéncia de proteinas com alergenicidade conhecida. Métodos in vitro
que simulem a digestao podem indicar estabilidade proteica e menor alergenicidade nos
produtos com maior digestibilidade. Testes de citotoxicidade podem ser usados como uma
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ferramenta de triagem e podem ser mais sensiveis do que os testes in vivo para demonstrar
a seguranca no nivel celular. Pesquisas que avaliam a interacdo dos produtos da digestao
da carne cultivada com o microbioma intestinal podem indicar o impacto na composicao da
microbiota em relacao a moléculas geradas na producao de carne (Ong, 2021).

Caso encontrada alguma toxicidade nos estudos in silico ou in vitro testes de toxicidade
em animais podem ser utilizados para avaliagao da seguranca. Para avaliacao da toxicidade
€ mais razoavel testar a seguranca de insumos especificos, metabdlitos ou ingredientes
adicionados a ragao do animal em estudo de forma a testar a seguranca do ingrediente.

Por fim, contaminacao quimica ou microbiolégica pode ser introduzida durante a producao
de produtos carneos a partir da carne cultivada, pela adicdao de outros ingredientes ou
mesmo pela embalagem. Portanto, estas etapas deverao ser submetidas aos controles
microbiolégicos e de contaminagdao quimica usuais da industria fabricante de produtos
carneos.

Rotulagem

Informacdes nutricionais da carne cultivada deverao constar da rotulagem do produto
comercializado, sendo que no caso de produto carneo devem ser considerados todos os
ingredientes de sua formulacao. Espera-se que produtos de carne cultivada apresentem um
valor nutricional melhorado em comparagao com a carne convencional, por exemplo, com
relacao ao menor teor de gordura, contudo, isso deve ser analisado especificamente para
cada produto.

2.6 - Cultura de células e CGMs

Apesar de nao ser uma tecnologia imprescindivel para a producao de carne cultivada, algumas
empresas, no futuro, poderao querer alterar a expressao de algumas proteinas de interesse de forma
intencional. A introducao da expressao de novas proteinas ou o aumento da expressao de proteinas
ou metabdlitos teria como objetivo melhorar ndo s6 o valor nutricional, mas também a bioatividade
funcional do alimento, como por exemplo, a adicdo de carotenoides através de processos de
engenharia de metabdlitos (Stout et al. 2020). Ainda, outras otimizacoes celulares que envolvam
modificacao genética poderiam ter como objetivo, reduzir a expressao de alguns metabolitos para
diminuir a alergenicidade de alguns compostos da carne e manter o mesmo perfil genético celular
do inicio ao fim do processo.

Neste caso, sera necessario monitorar quaisquer modificacdes genética e bioquimica derivadas dessa
manipulacao e assegurar o consumo seguro para humanos. Portanto, a sequéncia do genoma da célula
modificada devera ser estudada para avaliar se o material genético inserido altera a funcao do gene
essencial, ou se afeta as fases de leitura aberta (em inglés, open reading frame (ORF), o qual é a parte
do gene capaz de ser traduzida) e para garantir que nenhum gene codifique toxinas ou anti-nutrientes
conhecidos (Ong et al. 2021). Apesar de que muitos estudos avaliam o consumo de transgénicos de
origem vegetal, poucos sao destinados ao estudo de produtos transgénicos de origem animal. Todavia,
produtos carneos com origem em células genética e/ou genomicamente modificadas (CGM) apds-
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bidpsia, e que nao sao/serao utilizadas para a geracao de individuos (organismos) independentes,
auténomos e férteis, sujeitos a passarem seus genes (modificados) para sua descendéncia, nao
oferecem riscos ambientais e, portanto, nao necessariamente serao tratados como OGM.

Ainda, como mencionado anteriormente, o cultivo de células para producao de carnes pode fazer o
uso de procedimentos de reprogramacao genética, que permitem que uma célula comum possa s