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E f f e c t  o f  K a n d  M g  A s p a r t a t e  o n  C e l l u l a r  
M e t a b o l i s m  

The  benef ic ia l  effects  of t he  K a n d  Mg sa l t s  of D, L- 
a spa r t i c  acid in  some c i r cu l a to ry  d i s t u r b a n c e s  h a v e  been  
a t t r i b u t e d  to  t h e i r  c a t i on -ca r r i e r  f u n c t i o n s  x-~. On  t he  
o t h e r  h a n d ,  t h e r e  is a poss ib i l i ty  of a m e t a b o l i c  s t imu lus  
exe r t ed  b y  t h e  a s p a r t a t e  ( the m o n o a m i n o d i c a r b o x y l i c  
acid sal t)  as well, wh ich  could e n h a n c e  some m e t a b o l i c  
ce l lu lar  processes  s. Thus ,  for  i n s t ance ,  a spa r t i c  acid m a y  
ac t  as a n  a n a e r o b i c  f u r n i s h e r  of COs b y  d e c a r b o x y l a t i o n ,  
or  m a y  s t imu la t e ,  a f t e r  a p r ev ious  d e a m i n a t i o n ,  t he  t r i -  
ca rboxy l i c  cycle. 

W e  wished  to  s t u d y  t he  effect  of t h e  K a n d  Mg a s p a r t a t e  
on  the  oxygen  c o n s u m p t i o n  a n d  r e s p i r a t o r y  CO~ p r oduc -  
t ion  in a t i ssue  p r e p a r a t i o n  cons i s t ing  of i so la ted  neph rons ,  
in  v i t ro .  

Materials and methods. E x p e r i m e n t s  were ca r r i ed  ou t  
in  a p r e p a r a t i o n  of i so la t ed  r a t  n e p h r o n s ,  b y  t r ips in iza -  
t ion .  The  h o m o g e n a t e  of n e p h r o n s  (cy tocr i t  2 - 3 % )  in 
i so tonic  sal ine,  c o n t a i n i n g  5% calf  s e r u m  6, w i t h  5 # M  
glucose pe r  ml  a n d  2/zM l a c t a t e  pe r  ml,  was  sub j ec t ed  to  
m a n o m e t r i c a l  m e a s u r e m e n t s  of gas e x c h a n g e s  b y  a 
p rocedu re  based  on  t h e  DICKENS-SIMMER I I  m e t h o d L  
O2 c o n s u m p t i o n ,  r e s p i r a t o r y  a n d  g lyco ly t ic  CO s p roduc -  
t ion  and  t he  r e s p i r a t o r y  q u o t i e n t  were  d e t e r m i n e d .  Two 
series of e x p e r i m e n t s  were  car r ied  o u t :  one con t r o l  series 
a n d  the  o t h e r  in  t he  p resence  of a s p a r t a t e  (5 ~ M  pe r  ml).  
The  r a t e  of K a n d  Mg a s p a r t a t e  was 1:1.  Resu l t s  were 
w o r k e d  o u t  s ta t i s t i ca l ly .  

Results and discussion. The  resu l t s  are  p r e s e n t e d  in t he  
T a b l e  (mean  values) .  A s p a r t a t e  a d d i t i o n  leads  to  in t ens i -  
f i ca t ion  of gas  e x c h a n g e s  w i t h  no  mod i f i ca t i on  of t h e  
r e s p i r a t o r y  quo t i en t .  T he  increase  of O 2 c o n s u m p t i o n  
a n d  CO 2 p r o d u c t i o n  are s t a t i s t i ca l ly  s ign i f i can t  (p < 0.01). 

I t  is k n o w n  t h a t  t he  r ena l  t i ssue  t akes  up  and  ut i l izes  
p re fe ren t i a l l y  free f a t t y  acids  s-l° a n d  lactateS,  n ;  u n d e r  
c e r t a i n  condi t ions ,  i t  can  oxidize glucoseX2,x3; i t  seems  
t h a t  t h e r e  is no  r ena l  u p t a k e  of aminoac ids  s. O u r  f ind ings  
agree  w i t h  these  da t a .  I n  t h e  p re sence  of a s p a r t a t e ,  t h e  
oxid ized  s u b s , r a t e  r ema i ns  the  same  ( lacta te ,  poss ib ly  
glucose),  t h e  r e s p i r a t o r y  q u o t i e n t  b e i n g  unmod i f i ed .  So 

Qo, (#1 oxygen/mg dry weight tissue/h), Qco, (/~1 coz/mg dry weight 
tissue]h) and QR(respiratory quotient) of the isolated rat  nephrons 

preparation 

Experiment  Qo, Qco, QR No. of 
series experiments 

Control 32.7 ± 1.4 33.1 i 1.0 1.01 15 
Aspartate 40.3 ~ 1.9 41.1 -I- 1.5 1.02 20 

we can  also a s sume  t h a t  a s p a r t a t e  does  n o t  ac t  as a n  
a n a e r o b i c  g e n e r a t o r  of CO v as t h i s  wou ld  lead to  a n  
increase  of t he  r e s p i r a t o r y  coeff icient .  On  t h e  o t h e r  h a n d ,  
t he  s ign i f i can t  increase  of O 8 c o n s u m p t i o n  s u p p o r t s  t h e  
h y p o t h e s i s  of t h e  i n t e r v e n t i o n  of a s p a r t a t e  in  t h e  s t imu la -  
t i on  of t h e  KREBS cycle. T h i s  effect  f inds  i ts  e x p l a n a t i o n  
in  t he  s imp le s t  w a y  b y  t he  o x a l a c e t a t e - p r o d u c i n g  role  of 
u s p a r t a t e ,  t he  more  so as t h e  o x a l a c e t a t e  m a y  be  one  of 
t h e  l im i t i ng  fac to rs  of the  t r i c a r b o x y l i c  ac id  cycle x4 

T h u s  t h e  t h e r a p e u t i c  effects  of t he  a s p a r t a t e  are  more  
complex  t h a n  those  e x p l a i n e d  on ly  b y  t h e i r  ca t ion -  
ca r r i e r  (K a n d  Mg) ac t ion ,  a n d  m u s t  also be  cons ide red  
as a ce l lu lar  m e t a b o l i c  effect,  as t h e  r e su l t  of o x a l a c e t a t e  
p roduc t ion ,  w h i c h  could s t i m u l a t e  t he  KREBS cycle. W e  
m e n t i o n  t h a t  r e cen t l y  a v a s o d i l a t i n g  effect,  of o x a l a c e t a t e  
espec ia l ly  u p o n  smal l  vessels,  ha s  been  d e m o n s t r a t e d  ~5, 
so we can  cons ider  a v a s c u l a r  ac t ion  too.  

Zusammen/assung.  G a s s t o f f w e c h s e l b e s t i m m u n g e n  v o n  
u n t e r  K-  u n d  M g - A s p a r a g i n a t  s t e h e n d e n  Ze l l enp r l t pa ra t en  
i so l ie r te r  N e p h r o n e n  zeigen v e r m e h r t e n  Saue r s to f fve r -  
b r auch .  Der  dabe i  unver~tnder te  A t m u n g s k o e f f i z i e n t  be-  
weist ,  dass  das  oxyd ie r t e  S u b s t r a t  o f f enba r  dasse lbe  
b le ib t .  

S. GAVRILESCU, G. DEUTSCH 
a n d  O. DREICHLINGER 

1st Internal Clinic, Insti tute o/ Medicine 
Timisoara (Romania),  1st December 1966. 
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C o n s t i t u a n t s  a m e r s  de  B r u c e a  a m a r i s s i r n a  1, 

s t r u c t u r e s  d e s  b r u c 6 i n e s  A ,  B e t  C 

U n  ce r t a i n  n o m b r e  de composds  cristal l isds isolds de 
p lus ieurs  esp~ces du  genre  Brucea (S imarubac6es)  on t  dtd 
ddcr i ts  duns  la  l i t t d r a t u r e  3& C e p e n d a n t ,  leur  fo rmule  
b r u t e  e t  les rdsu l t a t s  p rd l imina i res  r appor tds  r e s t e n t  
su je t s  5  ̀cau t ion .  

Nous  a v o n s  d tudi6  les f ru i t s  de Brucea amarissima d o n t  
nous  avons  isold jusqu'5` p rd sen t  q u a t r e  composds  cr is ta l -  
lisds que  nous  p roposons  d ' a p p e l e r  b rucd ines  A, B, C e t  D. 

Nous  ddsirons  exposer  les p r i n c i p a u x  a r g u m e n t s  qu i  
c o n d u i s e n t  5  ̀ a t t r i b u e r  les s t r u c t u r e s  ( I I  as), ( I I  b) e t  
( I I c ) ,  r e s p e c t i v e m e n t  5  ̀ la b rucd ine  A, Cs6Ha4Ox~, [~]D e 
- -86 ,3  °, 5  ̀ la b rucd ine  B, C23H2sOn, [~]D - -77 ,  20 e t  5. la 
bruc6~ne C, C,~HaeOl,, [e]D - -34 ,  2 °. 
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Les fo rmules  b r u t e s  des  b ruc6 ines  e t  de leurs  d6riv6s 
o n t  6t6 d6 t e rmin6es  p a r  s p e e t r o m 6 t r i e  de masse  ~ h a u t e  
r4solu t ion  (MS 9) (voir  Tab l eau ) .  

L ' h y d r o l y s e  a lca l ine  douce  des  3 b ruc6 ines  c o n d u i t  au  
m6me eompos6  cr is tal l is6 que  nous  appe lons  bruc6ol ide  
( I I d ) ,  CatH~sOt0 , [~]D - -95 ,  40. Les b rue6 ines  A, B e t  C 
s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  Pes t e r  i sova l6r ian ique ,  ac6 t ique  e t  
d i m 6 t h y l - 3 , 4  h y d r o x y - 4  p e n t 6 n e - 2  o ique  d u  brucgol ide .  

La pr6sence  du  g r o u p e m e n t  

Me 

- - O - i C O ~ H = ~ C  ~lFe) ~ 
i i 

O H  

d a n s  la  b ruc6 ine  C a &6  d6du i t e  des  donn6es  de  la  R M N  ~ 
(s ingulet  de  6 t i  ~ d 1,41 e t  s ingu le t  de  3 H  ~ ~ 2,36) e t  de  
l ' e x a m e n  de  son  spec t re  de  masse ;  celui-ci m o n t r e  des  
pies 5~ m / e  127 (CTI-InO~) e t  ~ m / e  109 (CTI-I~O) a t t r i b u -  
ables  r e s p e c t i v e m e n t  ~ l ' ion  p r o v e n a n t  de  la  f r a g m e n t a t i o n  
a e t  h celui  qu i  en  r6su l te  p a r  p e r t e  d ' u n e  mole  d ' e a u .  De  
plus,  l ' ozonolyse  de la b ruc6 ine  C fourn i t ,  ~ c6t6 d ' u n e  
faible  q u a n t i t 6  d ' a c & o n e ,  de l ' h y d r o x y - 3  m & h y l - 3  
b u t a n o n e - 2 ,  ident i f i6e  sous  fo rme  de  sa d i n i t r o - 2 , 4  
p h ~ n y l  h y d r a z o n e ,  F. 142-145 °s, C~H~O~N~ (M+ 282), 
d o n t  le spec t re  de  R M N  (CDCI~) m o n t r e  u n  s ingu le t  (6H)  
~. 1,49 e t  u n  s ingu le t  3 H  ~ d 2,13. 

Le  brue6ol ide  ( I I  d) e t  la  b ruc6 ine  B ( I I  b) f o u r n i s s e n t  
p a r  a c 6 t y l a t i o n  le m~rne  t 6 t r a - a c 6 t a t e  (III b),  C~Ha~Ot~, 
[eJD - -16 ,  6°, d 6 p o u r v u  de  b a n d e s  O H  e n  I R .  D a n s  les 
mfimes cond i t i ons  d ' a c & y l a t i o n ,  la  b rue6 ine  A ( I I  a) 
f o u r n i t  le t r i a c 6 t a t e  ( I I I  a) e t  la b ruc6 ine  C ( I I  c) c o n d u i t  

un" m61ange de  t 6 t r a a c & a t e "  ( I I I  c ')  e t  de  t r i a c & a t e  
(III e). 

Les b ruc6 ines  p o s s 6 d e n t  u n  g r o u p e m e n t  -COOCH~.  
E n  effet ,  sous  Fac t i on  d 'a lca l i ,  elles f o u r n i s s e n t  l ' ac ide  
(VI d). T r a i t 6  p a r  le d i a z o m & h a n e ,  ce de r n i e r  r e d o n n e  le 
bruc6ol ide  ( I I d ) ,  t a n d i s  q u e  t r a i t 6  p a r  le d i azo6 t hane ,  
il c o n d u i t  5. Fes te r  6 thy l ique  (VII d). 

Les  b ruc6 ines  & a n t  des  d 6 r i v &  d ' u n  compos6  en  C~o, 
on  p o u v a i t  s u p p o s e r  qu 'e l les  a p p a r t e n a i e n L  c o m m e  la  
g l a u c a r u b i n e  (I a), au  g roupe  des  p r inc ipes  amer s  des  
S imarubac4es  a y a n t  le sque l e t t e  de base  (S). Les  spec t res  
de R M N  des b ruc6 ines  r6v61ent  le t r i p l e t  c a r ac t6 r i s t i que  
du  p r o t o n  H(~) ve r s  5,5 p p m  ~ e t  u n  d o u b l e t  ve r s  6,6 p p m  
(J = 12,5 c/see), a p p a r a i s s a n t  A 6,0 p p m  d a n s  celui  d u  
bruc6ol ide  (II d), a t t r i b u a b l e ,  c o m m e  c ' e s t  le cas  p o u r  la 
g l a u c a r u b i n e  (I a) e t  le g l a u c a r u b o l  (I b), au  p r o t o n  

5"/~° (s) o 

C1t, 
I 

Ia R = CO-C-CH~-CH~ Ib R = H 
I 

OH 

Le  bruc6o l ide  ( I I  d) poss6de u n  m 6 t h y l e  t e r t i a i r e  
( s ingute t  ~ 1,61 ppm)  e t  u n  m 6 t h y l e  v i n y l i q u e  (doub le t  5. 
1,93 ppm,  J = 2 c/see). 

L a  pr6sence  du  g r o u p e m e n t  d iosph6no l  - C - C ~ C - -  
II I I 
O OH CH~ 

r e s so r t  des  fa i ts  s u i v a n t s :  (a) te spec t re  I R  (nujol)  d u  
bruc6ol ide  ( I I  d) p r6sen te  une  large  b a n d e  ~ 1744 cm -~ 
e t  des b a n d e s / ~  1663 e t  1634 cm-~ ;  (b) les b ruc6 ines  e t  le 

b ruc6o l ide  d o n n e n t  u n e  co lo ra t ion  avec  Cl~Fe e t  leurs  
spec t res  U V  p r 4 s e n t e n t  u n  m a x i m u m  ~. 279 n m  (s -- 8140) 
qu i  se t r o u v e  d6plac6 ve r s  246 n m  d a n s  les d6r iv6s  ac6 ty l6s ;  
(c) l ' h y d r o g 6 n a t i o n  c a t a l y t i q u e  de  la  b ruc6 ine  B c o n d u i t  

la  d i h y d r o - b r u c 6 i n e  B ( V I I I  b),  n e  p r 6 s e n t a n t  p lus  
d ' a b s o r p t i o n  U V  n o t a b l e ;  son  spec t r e  de  R M N  m o n t r e  
l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  m 4 t h y l e  s e c o n d a i r e  (doub le t  c e n t r 6  h 
1,03 ppm)  a lors  que  le s igna l  du  m 6 t h y l e  v i n y l i q u e  a 

R ORa ~,,Iff~...GOOR4 
O ~ O R s  

(II) R 1 = R a = H 
R~ = H; f l -0H 
R, = CH~ 

(III) Rx = R a = Ac 
R= = H ; fl-0Ae 
R~ = CH a 

(IV) Rt = R a = A c  
Ra = H;~-OH 
R~ = CH a 

a: R~ ~ CO-CH~-CH(Me)a 
b: R~ =. Ac 

Me 
! 

c: R~ = CO-CH=C-C(Me)s 
i 

OH 
Me 

c' :  R~ = CO-CH=C-C(Me)~ 

d :  R~ ~= H OAo 

(V) R~ = R a = A o  
R~= O; R~= CHa 

(VI) Rx= R , = R , t = H  
Ra = H ; ft--OH 

(VII) R ~ = R  a = H ; R  a=CaH ~ 
R= = H; f l - 0H  

(VIII) R~ = R~ = H; R, = CHa 
R~ = H;fl-OH 
dihydro-3, 4 

Composds Formules Ions mol. M + °1 ~. 

II a Cz6Ha40 n 522 267-270 
I I b  C23H~sO n 480 262-266 
II c C~aHs6Oz8 546 e t 75-180 
II d CmH~eO10 438 300-302 
III  a Cs~H40014 648 195-200 
III  b C~H~4014 606 295-298 
I I I c C~4H42Ot5 672 e 258-260 
III c' CaoH~4016 672 f 265-268 
IV a C~oHasOta 606 237-240 
IV b CaTHas01~ 564 230/295 
V a CaoHa6Oxa 604 268-271 
V b C~HaoOta 562 282-285 
VI d C~0H~4010 424 220/270 
VII d C2~H2sOlo 452 290-292 
VIII b C,aHaoO n 482 283-285 
X C2~H~Ot~ 582 285-288 
XI C~oH~aOlo 410 330 
XII C~0H~O10 424 305-310 

e et r: pies correspondant resp. ~ (M-18) + et (M-60)+. 

t 185me Communication sur les constituants amers des Simaruba- 
c5es; 176me Communication, voir u. 
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ppm par rapport & la raie de Si(CHa) 4, 
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disparu; (d) soumis ~ l'ozonolyse, le t6tra-ac6tate du 
bruc~olide (III  b) fournit en ben rendement  le triac6tate 
du m4thyl-c6to-acide (IX). Cet acide, dent  le test 
l'iodoforme est positif, a 6t6 caract6risd par son ester 
m6thylique (X). Le spectre de RMN (CDCI~) de ce dernier 
r6vNe la pr6sence de pics attribuables ~ un  m6thyle 
tertiaire (1,25 ppm), A 3 groupements ac4toxy et 1 
groupement ac6tyle (2,03; 2,06; 2,10 et 2,16 ppm) et 
2 groupements OCH~ (3,63 et 3, 70 ppm). 

R U U G ~  OA~ 

0 0 

IX: R = H  X: R=CH~ 

OH 
0 O- £'- ..,G0z~ 

o o- o 
CH~ . . . .  

X I ;  R = H  X l I :  R = C H ~  

La comparaison des spectres de RMN des bruc4ines et 
de leurs ac6tates (III  a, I I I  b e t  II1 c) indique que deux 
protons se sent  d4plac4s vers des champs plus faibles ~ ta 
suite de l'ac~tylafion. L 'obtent ion des dSriv4s acdty16s 
(IV a) et IV b) et de leurs produits d 'oxydation (V a) et 
(V b) montre que les bruc~ines poss%dent deux hydroxyles 
secondaires. 

Le dixi~me atome d'oxyg~ne du bruc~olide (II d), den t  
los r6suttats expos4s n 'on t  pas rendu compte, dolt ~tre 
engag6 dans un  6ther-oxyde. Les bruc6ines et leurs 
d4riv6s r6v~lent en RMN dans la r6gion de 4 ppm un 
quadruplet  (2H) caract6ristique d ' un  syst~me AB, 
attribuabl~ h u n  groupement - C H , - O - .  

]Position relative groupements /on~tionnels. Les donn~es 
de la spectrom6trie de masse permettent  de placer le 
groupement diosph4nol (~ l 'exclusion de route autre 
fonction oxyg~n4e) sur te cycle A du squelette de base (S). 
En  effet, les spectres de masse des bruc~ines et de leurs 
d6riv6s (III  ~ VII) r6v~lent, entre autres pics importants,  
un pic ~ m/e 151 (C~HnO~) qui peut  6tre attribu~ ~ l ' ion 
(J). Or, un  ion analogue avec la m~me composition 
cent4simale se forme d~ns le cas de plusieurs autres 
consti tuants amers des Simarubac6es qui ont  un  cycle A 
pr6sentant ]e meme degr6 d 'oxydat ion que celui de la 
formule (II) ,o. 

HO CH, (J) 

milieu acide, le compos6 (XI), C,gHg,O10 (d6pourvu de 
m6thoxyle). Trait6 par le diazom6thane, ce dernier donne 
Fester m6thylique (XlI), C,0H,,O,9, dent  le spectre de 
RMN montre un  seul pic OCH v ~ 3,7 ppm;  les 2 protons 
en C(1 ) de ce monoester, contrairement au diester (X), 
apparaissent comme 2 doublets ~ 2,45 ppm et /~ 3,13 
ppm (JAB = 17 c/sec). 

Les formu]es (II a, n b e t  n c) des bruc4ines sent 
confirm4es par  l '4tude d6taill4e de leurs spectres de RMN 
et de ceux de leurs d6riv6s. E n  particulier, l 'analyse par 
double r6sonance du spectre du compos4 (V b) confirme 
la position de tousles  protons sur le squelette de base (S) 
init ialement envisag6. La pr6sence du carbonyle en C(n) 
dans le compos4 (V b) se manifeste par l 'apparit ion du 
proton H(9 ) comme singutet (~ 3,72) et l 'ac6tylation 
difficile de l 'hydroxyle des bruc6ines en cette position 
est en faveur de la configuration axiMe de celui-ci. Le 
proton H~m (doublet h 6 5,1) pr6sente un  couplage 
distance (4j = c/sec) ave¢ H(I,), co qui indique une con- 
formation ~quatoriMe de H(x,) et:une jonction cis du cycle 
C et du cycle lactonique. La jonction trans des cycles A 
et B e s t  indiqu6e par l'effet Cotton positif de la dihydro- 
bruc6ine B ( v l n  b). l_a jonction des cycles B e t  C est 
probablement trans, comme c'est le cas pour t o u s l e s  
autres consti tuants amers des Simarubac6es. 

Les bruc6ines sent  les principes amers les plus oxyg6n~s 
que l 'on aft isol6s jusqu'h pr6sent de la famille des 
Simarubac~es. Elles r6v~lent des traits s t ructuraux 
nouveaux:  etles poss~dent un  groupement carbom~thoxy 
en C~1~} et elles sont les premiers composSs amers de cette 
famille poss4dant des fonctions oxyg4n6es en C(~) et C(~) 
et non en C~ et C{~} ~. Remarquons 6galement que le 
groupement acyle en C(m dans la bruc~ine C ne semble 
pas encore avoir ~t4 trouv6 darts d 'autres produits 
naturels. 

La structure du cycle A des bruc~ines pourrait  avoir 
une signification biog6n~tique, en ce qui concerne 
no tamment  l'61imination d 'un  des m~thyles ell C(~) du 
pr6curseur triterp~nique ~ et l 'absence de fonction 
oxyg~n~e en position 3 darts tous les  autres consti tuants 
amers des Simarubac~es ~. 

Summary.  Evidence is presented for the structures 
(II a), ( n  b) and (II c) for the bruceines A, B and C, the 
bi t ter  principles isolated from the seeds of Brucea 
amarissima. 
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Par ailleurs, le trMtement du bruc4olide (II d) par 
DC1 N ~ 100 ° conduit  ~ u n  mdlange de bruc6olides tri-, 
t~tra- et pentadeut~ri6s, dont  au moins les hydrog~nes 
du m6thyle vinylique ont 4t4 4chang6s (absence du signal 

1,93 ppm). Le spectre de masse du bruc6olide ainsi 
deut4ri6 montre que le p i c ~  m/e 151 a 6t6 remplac6 par 
des pics ~ m/e 154, 155 et 156 ayant  des intensit4s rela- 
tives identiques k celles des pics mol6culaires. 

La pr6sence du diosph6nol en positions 3 et 4 ressort 
de l 'examen du spectre de RMN ~z du compos6 (V b), qui 
pr4sente A 2,64 ppm et A 3,08 ppm deux doublets 
(JAn = 17 c/sec) at tr ibuables aux deux protons en C(z ) 1~ 

La structure du cycle A ainsi d6finie ne permet qu 'un  
seul arrangement pour les autres groupements fonction- 
nels sur le squelette de base (S): celui indiqu6 sur la 
formule (II). 

La position relative du diosph4nol et de l 'hydroxyle en 
C(n ) est conf i rm~ par les r6sultats suivants:  l'acide (IX), 
obtenu par ozonolyse du bruc4olide ac6tyl6 ( I n  b), 
fournit, par hydrolyse alcaline suivie de chauffage en 
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