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Chitin and Chitosan: Reliable Sources for
Peptidoglycan Chemical Synthesis. Peptidoglycan
(PGN) is a major component of bacteria cell
walls. The composition of PGN, or enzymes
involved in its synthesis, is often linked with

the development of bacterial infections. The
limited access to pure, chemically defined,
amounts of specific PGN fragments hampers

the research of processes where PGN has an
important role. This work aimed to develop
straightforward and sustainable synthetic
routes to access PGN fragments that could be
valuable for biological studies. Two approaches
were developed that rely on the use of chitin

or chitosan as starting materials. The first
approach involved an acetolysis reaction of
chitin to give a peracetylated disaccharide in

a gram scale which, through protecting group
orthogonal synthesis, gave an advanced PGN
intermediate in five synthetic steps. This molecule
possesses all the functional groups in the correct
positions as the PGN fragments, considered a
high-value synthetic intermediate. The second
approach used chitosan as the starting material
in a chemoenzymatic synthesis. It was possible
to modify a high molecular weight chitosan
polymer to produce a PGN surrogate through

an orthogonal protecting group strategy. Using
commercially available PGN hydrolases, we
were able to hydrolyze this surrogate and identify
the oligosaccharides that are present in the

surrogate PGN sugar backbone.

0 peptidoglicano (PGN) é o maior constituinte da parece
celular bacteriana. E composto por uma repeticio
do dissacdrido constitufdo por N-acetilglucosamina
(NAG) B-(1,4) acido N-acetilmuramico (NAM) (Figura 1).
Nas unidades NAM é frequentemente encontrado um
pentapéptido, que diretamente ou através de outras
pontes de aminodcidos, é responsavel pela interligagao
das cadeias de PGN e pela construgdo de uma rede
glicopeptidica tridimensional que confere a bactéria uma

O peptidoglicano (PGN) é um constituinte

importante da parede celular bacteriana que
esta relacionado, diretamente ou através das
enzimas que o sintetizam, com a progressao
de diferentes infecoes bacterianas e com
diferentes mecanismos de resisténcia a

antibidticos. O acesso limitado a fragmentos

de PGN de estrutura quimicamente definida
e com elevado grau de pureza tém interferido
com a investigacdo do papel crucial que o

PGN exerce em diferentes processos bioldgicos.

correspondente, que através de uma

oligossacaridos que constituem o PGN.

elevada resisténcia a diferentes condicoes encontradas
no seu meio circundante.

Alteragdes no processo de sintese e/ou da composicdo
do PGN estdo por vezes associadas com a capacidade
de certas estirpes bacterianas em expressar uma maior
resisténcia ou tolerdncia a diferentes antibicticos ou bem
COmMo com o sucesso destes microrganismos em tolerar
ou alterar interagdes bactéria/hospedeiro.

A determinagao do papel do PGN no estudo das
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Numa primeira abordagem, por meio de
uma reacdo de acetdlise da quitina, foi
possivel obter o dissacdrido peracetilado

estratégia ortogonal de grupos protetores
originou um intermediario avancado em
apenas cinco passos de sintese. Esta molécula
apresenta todos os grupos funcionais, com

um posicionamento correto, tal como os
fragmentos de PGN, e consequentemente,
sendo um intermedidario de alto valor sintético.
Numa segunda estratégia, foi utilizado
quitosano como material de partida numa
sintese quimioenzimatica. Através de uma
estratégia ortogonal com diferentes grupos
protetores foi possivel modificar um polimero
de alto peso molecular num mimético da
componente de hidrato de carbono do PGN.
Apds hidrdélise com enzimas que reconhecem e
degradam o PGN, foi possivel identificar varios
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interacdes bactérias/hospedeiro tem sido limitada pela
falta de fragmentos de PGN puros com uma compo-
sicdo e tamanho bem definidos [1]. Para contornar
estes problemas, diferentes grupos tém desenvolvido
ao longo dos anos estratégias complexas para a sintese
destes fragmentos, que partem de monossacdridos de
glucosamina seletivamente modificados (Figura 2) [2].

A sintese de oligossacdridos contendo a unidade
NAG, bem como de dissacdridos NAG-NAM, é uma tarefa
desafiante devido as limitacdes associadas a enantios-
seletividade da reagdo de glicosilagao em unidades NAG,
causadas: i) pela presenca de uma ligacao glicosidica
B-(1,4), que requer uma sequéncia sintética multi-step
para alcangar as regio- e estereosseletividades aguando
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Et - etilo; DMM -
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feniltiolato).



do estabelecimento destas ligagoes glicosidicas, que sao
cruciais para a atividade bioldgica; i) pelo uso de doadores
de 2-acetamido-2-desoxiglicosilo que levam a formagao
de um intermedidrio com uma elevada estabilidade, a
1,2-0,N-oxazolidina, do que resulta que quando estas
moléculas sdo usadas como aceitadores se comportem
como nucledfilos fracos (Figura 3) [3].

0s quimicos organicos, inspirados pela Natureza, tém
desenvolvido estratégias para sintetizar fragmentos de PGN
semelhantes aos que s3o usados pelas bactérias na sintese
de PGN. A similaridade entre a sintese organica e a sintese
por bactérias pode ser realgada em alguns passos-chave:
1) é necessaria uma ativagao anomérica para que mais
tarde possam ser realizadas reacées de glicosilago; 2)
é essencial uma alquilagdo da posicao O-3 em unidades
NAG para que seja instalada a unidade peptidica e que
transforma as unidades NAG em unidades NAM; 3) é
importante o acoplamento de aminodcidos que serdo
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depois usados na ligagao de diferentes cadeias de glicanos.

Este trabalho teve por base uma estratégia inovadora
para a sintese de fragmentos de PGN. Para ultrapassar
um dos maiores problemas, o estabelecimento da ligagao
glicosidica B-(1,4), utilizou-se como material de partida
os biopolimeros de quitina e de quitosano, dado que ja
contém a ligacdo glicosidica B-(1,4) na sua estrutura.
Para tal, duas vias sintéticas distintas foram pensadas,
ambas partindo de biomassa contendo os biopolimeros
quitina e quitosano (Figura 4).

Os resultados preliminares foram focados na modifi-
cacao seletiva de quitobiose (um dissacarido constituido
por duas unidades de glucosamina B-(1,4)) ou de derivados
de glucosamina, através de oxidacao seletiva ou substi-
tuicdo do grupo N-acetilo por outros grupos protetores. A
selecao dos novos grupos protetores foi feita considerando
que seriam capazes de facilitar a sintese das unidades
NAG-NAM. Tendo em conta os resultados obtidos, foram
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desenhadas duas estratégias sintéticas levando a prepa-
racao de um dissacarido, um intermedidrio avancado,
contendo a unidade NAG-NAM, e também a obtencao
de oligossacaridos que contém a unidade NAG-NAM.

A primeira abordagem envolveu o uso de quitobiose
peracetilada como material de partida, que foi obtida
numa escala multi-grama através da acetdlise da quitina.
Vdrias experiéncias foram realizadas para proteger os
diversos grupos funcionais presentes (Figura 5). Um
precursor da unidade NAG-NAM foi sintetizado em seis
passos. Este precursor € essencial para que a cadeia de
hidrato de carbono possa ser alongada, criando assim
oligossacdridos de maior peso molecular. A transacetilacdo
da quitobiose, que permitiu a obtencdo do derivado N-tri-
fluoroacetilo (NTFA), revelou ser crucial, bem como com a
combinagao de diferentes grupos protetores nos diferentes
grupos hidroxilo, permitindo uma insergdo regiosseletiva
da unidade Lac em apenas uma das posicoes 0-3. A
proteao regiosseletiva das posigdes O-3 e 0-4 do residuo
terminal revelou-se um desafio, porém ultrapassado
com o uso do grupo O-protetor butano-2,3-diona. Este
protocolo que foi desenvolvido tira partido do facto da
ligacdo glicosidica B-(1,4) estar presente no material de
partida, o que elimina uma das grandes dificuldades das
sinteses tradicionais de fragmentos de PGN. Mais ainda,
este protocolo permite uma sintese répida, em apenas
seis passos, usando um material de partida que pode ser
facilmente isolado em varios gramas [4].

0 quitosano foi também investigado como um molde
confidvel para uma abordagem quimioenzimatica para
obtengdo de oligossacaridos contendo a unidade NAG-NAM
(Figura 6), uma vez que na sua composicao existem
grupos funcionais com diferentes reatividades e, como tal,
podem ser aplicadas diferentes estratégias sintéticas [5].

Os miméticos da parede celular bacteriana foram
obtidos a partir do quitosano, numa abordagem top-down
(de cima para baixo) usando, para isso, uma estratégia

L

quimioenzimatica. Assim, o quitosano foi quimicamente
modificado através da protecao no dtomo de nitrogénio
com o grupo ftaloilo e uma protec3o das posigoes 0-6
recorrendo a uma pinga molecular, que foi introduzida
através da esterificacdo de duas posicoes O-6 em unidades
alternadas de glucosamina, levando a criagdo de diferentes
acessibilidades as posicoes O-3. Dois dcidos dicarboxilicos
foram utilizados para esta abordagem, com diferentes
comprimentos de cadeia e flexibilidade para a producao
de oligossacaridos contendo a unidade NAG-NAM. Em
oito passos sintéticos foi possivel obter um polimero
modificado contendo todos os grupos funcionais encon-
trados no PGN natural. A conversdo das unidades NAG,
inicialmente presentes no quitosano, em unidades NAM
foi avaliada recorrendo a hidrdlise quimica do polimero,
com HCl 3 M, e subsequente andlise por cromatografia
de troca anidnica. A andlise do rdcio NAM:NAG permitiu
verificar que uma das amostras produzidas continha
um racio semelhante (NAM:NAG 1,2:1) ao presente na
amostra natural de PGN de S. aureus.

A intercalacdo alternada das unidades NAG-NAM
foi avaliada recorrendo a hidrdlise enzimdtica. Desta
forma, recorreu-se a enzimas hidroliticas capazes de
reconhecer e digerir PGN, a lisozima e a mutanolisina.
Assumiu-se que s6 seriam hidrolisadas amostras cujo
contelido NAG-NAM fosse alternado o suficiente para
ser reconhecido pela enzima. O resultado da hidrdlise
enzimdtica foi avaliado por HPLC e LC-MS. Apds esta
andlise foi possivel concluir que 33% do polimero modi-
ficado havia sido digerido por estas enzimas, tendo sido
identificados, como produtos maioritarios, o dissacarido
NAG-NAM, bem como o trissacarido NAG-NAG-NAM.
Ao mesmo tempo, o polimero modificado mostrou ser
capaz de co-precipitar com proteinas PGRPs (do inglés
Peptidoglycan Recognition Proteins), que s3o capazes
de reconhecer peptidoglicano [6].

0s compostos produzidos sao biologicamente rele-
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vantes e poderdo permitir novos estudos no campo da
glicobiologia. Todo o trabalho desenvolvido, representado
na Figura 7, os compostos preparados, os precursores
alcangados bem como a metodologia de caracterizagao

[I Figura 6 - Esquema resumo da estratégia

de modificagao regiosseletiva do quitosano para
obtencdo de miméticos do PGN. a) Anidrido ftdlico,
dimetilformamida (DMF) 5% H,0, 120 °C, 16 h; b) C1
(m =1) ou €2 (m = 2), carbonildiimidazole (CDI), DMF,
t.a. 24 h; c) i) TBDMSC, imidazole, DMF, N, t.a., 72 b;
i) (5)-2-CPA, NaH, DMF, t.a., 48 h; iii) NH.NH,, H.0,
refluxo, 24 h; iv) Ac,0, piridina, t.a., 16 h; v) fluoreto
de tetrabutilamonio (TBAF), piridina, t.a., 16 h.

[ Figura 7 - Esquema resumo das estratégias
sintéticas seguidas ao longo do trabalho.
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abre 0 acesso a estruturas complexas e possibilita novos
estudos de reconhecimento molecular que norteiam as
interagbes chave entre bactéria/hospedeiro e que sdo
cruciais para o entendimento das infecdes bacterianas.
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