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Introduccion

La expresion de proteinas especificas mediante
el uso de microorganismos modificados
genéticamente es el pilar fundamental de la
biotecnologia moderna, caracterizada por
conjuncién de la biologia molecular con la
microbiologia.

La bacteria  Escherichia coli es el
microorganismo més utilizado en la produccion
de proteinas recombinantes en bacterias. Entre
las  herramientas disponibles en este
microorganismo, se destaca el promotor del
operon Lac, un sistema de control de la
expresion de proteinas que es regulado por la
presencia de lactosa y el estado metabolico de
las células. Este promotor, activa la expresion
de las proteinas codificadas rio-abajo en
presencia de lactosa o compuestos capaces de
mimetizar el rol de la lactosa, como por ejemplo
analogos de la alolactosa (galactosa-B-(1,6)-
glucosa), responsable de la activacion del
promotor Lac. En particular resultan de utilidad
en esta activacion los analogos que son
capaces de inducir la expresion sin ser
metabolizados por las galactosidasas celulares
lo que les permite actuar en forma sostenida.
Entre los andlogos, el isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG, 1) es el mas
difundido en la industrial biotecnolégica y
en I+D.

El mercado local para este producto se estima
de 30 a 60 kg por afo, mientras que el precio
medio de mercado en volimenes industriales
es de alrededor de 12000 US$/kg.

En Argentina este insumo no es producido
localmente y todo el abastecimiento se da a
través de las importaciones.
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Figura 1: Retrosintesis de IPTG. p-Gal= p-galactosa

El IPTG se obtiene por sintesis quimica a partir
de D-galactosa (Schmidt et al, 1983; Thiem et
al, 1993) (p-Gal, Fig. 1). La sintesis quimica de

hidratos de carbono es una herramienta
poderosa que permite obtener oligosacéaridos
puros. El desafio consiste en primer lugar, en
obtener los monémeros de construccion con los
hidroxilos  protegidos  regioselectivamente.
Posteriormente, a través de un método de
glicosidacién conveniente se construyen los
enlaces glicosidico estéreo(a o B)- vy
regioselectivamente de manera de ir
ensamblando el oligosacarido (Boons, G J,
2002).

Este trabajo fue planteado de manera
interdisciplinaria entre el Laboratorio de
Sintesis Organica (INTI-Quimica) y el Centro
de Biotecnologia como parte del Programa de
Fortalecimiento de la Cadena de Valor de la
Industria Farmacéutica y Farmoquimica. Se
describen los avances obtenidos en la sintesis
del IPTG a escala laboratorio y los ensayos de
desempefio realizados al producto obtenido
comparado con el IPTG comercial.

Objetivo

Desarrollar un método de produccién de IPTG
escalable. Se pretende generar una tecnologia
de sintesis transferible para producir IPTG en el
pais y abastecer el consumo, en principio,
local.

Descripcion

Sintesis de IPTG

El Laboratorio de Sintesis Organica de INTI-
Quimica estuvo a cargo del disefio de la ruta de
sintesis y obtencion de IPTG. A partir de una
busqueda bibliografica que permitié conocer el
estado del arte con respecto a las vias de
obtencion de IPTG,(Schmidt et al, 1983; Thiem
et al, 1993) se disend una ruta alternativa e
innovadora a partir de bp-galactosa. La
estrategia de sintesis tuvo en cuenta la
utilizacién de materias primas, solventes vy
reactivos asequibles comercialmente, seguros
y que no generaran gran cantidad de residuos.
Asimismo, las operaciones para la obtencion,
aislamiento y purificacion de todos los




intermediarios de sintesis y producto final
debian ser sencillas de manera de alcanzar
una ruta de laboratorio facilmente escalable.

La ruta propuesta se ensayo6 en el laboratorio a
escala de miligramos. Todos los intermediarios
de reaccion 'y producto final fueron
caracterizados por RMN (resonancia magnética
nuclear) y EM (espectrometria de masa).

Evaluacion de IPTG

El IPTG sintetizado en INTI (IPTG-INTI) se
comparé con un producto comercial de eficacia
probada (IPTG-Comercial) mediante la
induccién de la expresion de proteina verde
fluorescente (GFP) en una cepa de E. coli
transformada con el plasmido pET23(b):GFP
para la expresion de proteina verde
fluorescente bajo control del promotor lactosa
(E. coli-GFP). La determinacién de la GFP se
analizdé mediante fluorometria de los
sobrenadantes de extractos celulares (Aex 490
nm; Aem 509 nm) obtenidos a partir de células
cultivadas aerébicamente en medio rico (LB),
inducidas con 0,1 mM (nominal) de los IPTGs a
diferentes tiempos (1, 2, 3 hs).

Resultados

Sintesis de IPTG

El paso clave de la sintesis consistio en la
glicosidacién estereoselectiva de un analogo de
D-galactosa convenientemente protegido con
isopropiltiol de manera de obtener el enlace
glicosidico B presente en IPTG. Se realizaron
varios ensayos de glicosidacion utilizando
distintos solventes y catalizadores de manera
de optimizar la estereoselectividad de la
reaccion a favor del glicésido B. Cada uno de
los intermediarios de sintesis y producto final
se aislé y purificd por cristalizacion.

Se obtuvo IPTG a escala de miligramos con
una pureza >99 % (RMN, Fig. 2). Los datos
espectroscopicos obtenidos (RMN y EM) para
IPTG concordaron con los descriptos en
bibliografia.(Schmidt et al, 1983; Thiem et al,
1993)
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Figura 2: Espectro RMN 'H (400 MHz, D,O) de IPTG-
INTI.

Evaluacién del IPTG

Los IPTGs analizados indujeron la
fluorescencia debida a GFP en la E. col-GFP
en ensayos de evaluacion en paralelo (Fig. 3).
Los valores de fluorescencia resultaron
indistinguibles entre el producto comercial y el
producto sintetizado.
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Figura 3: Evaluacion de IPTGs mediante la induccion
de la expresion de GFP en E. coli a diferentes tiempos
de induccion (columnas blancas IPTG comercial,
columnas negras IPTG-INTI).

Conclusiones

Se desarrollé un proceso sintético innovador,
escalable y efectivo para la produccién de IPTG
de alta calidad (escala miligramo).

El IPTG obtenido no presenta diferencias
significativas en una comparacion de induccién
in vivo de la GFP, respecto producto comercial
de alta calidad generalmente utilizado en la
industria biotecnologica. El proceso
desarrollado, la calidad del producto obtenido y
la efectividad probada del mismo sugieren la
posibilidad de efectuar un proceso de
transferencia de dicha tecnologia para cubrir la
demanda regional de este producto tanto para
aplicaciones en investigacion como
industriales.
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