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A method is described for the extraction and thin-’.ayer chromatographic separa­
tion of phospholipids. Eight separate phospholipid fractions are easily distinguishable.

Liver phospholipid metabolism in Gallus domesticus has been studied in newborn
chicken (less than 24 h old). (1-UC) serine, (3-14C) serine, (2-14C) ethanolamine and
(methyl-I4C) choline were used as radioactive precursors. Serine is incorporated as
lysophosphatidylserine, ethanolamine as phosphatidylethanolamine, and choline as L-a-
glycerophosphorylcholine. The observed pathways for serine and ethanolamine incor­
poration and turnover are the same as those described for mammals; the main pathway
for choline is the synthesis of phosphatidylcholine from lysophosphatidylcholine.

Debido a la importancia fisiologica de
los fosfolipidos, su metabolismo se ha es-
tudiado profusamente en mamiferos (2,
5, 6, 9) y en levaduras (3, 4, 8, 10).

A pesar de estos esfuerzos, los conoci-
mientos actuales sobre el tema estan li-
mitados a unas pocas especies, descono-
ciendose las particularidades metabolicas
en otras tales como las aves.

El objetivo del presente trabajo es el
estudio de las vias metabolicas de los fos­
folipidos hepaticos en el polio —Gallus
domesticus—, y para ello se utilizan pre-
cursores marcados con carbono-14.

Material y metodos

Se utilizan polios machos recien naci-
dos (menos de 24 horas), a los que se 

suministra 62,5 nCi/g de peso corporal de
precursor marcado: serina (1-CX4), sen­
na (3-C14), etanolamina (2-C14) y colina
(metil-C14) en suero fisiologico, via intra­
peritoneal. Hasta el momento de su sa-
crificio y extraction del higado se man-
tienen los polios a 37° C, disponiendo de
agua ad libitum y no suministrandose dic­
ta alimenticia alguna.

Los lipidos se extraen con la mezcla de
cloroformo/metanol/HCl 12,5 N (200/
100/1, v/v) fria y reciente, en la propor­
cion de 2,5 ml/100 mg de tcjido. Dicho
volumen se distribuye en un 50 %, 33 %
y 17 %, realizandosc tres adicioncs con-
secutivas al homogenizador Elvcjhem-
Pottcr, con embolo de teflon, donde esta
depositado el tcjido a homogenizar. Una
vez reducido a un fino homogenado sc
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anade HC1 0,1 N en la proporci6n de
1,7 ml/100 mg de tejido fresco y se ho-
mogeniza nuevamente. Se centrifuga a
5.000 X g durante 20 minutos y se sepa-
ra y concentra la fase inferior.

El fraccionamiento de los fosfolipidos
en capa fina se realiza en placas de sili-
cagel H Merck de 400 micras de espesor
en humedo, con el sistema de eluyentes
de Neskovic y Kostic (7), llevando el
segundo eluyente a pH 5,5 con KOH so-
lido. Los recorridos exactos son 170 mm
para el primer eluyente y 180 mm para
el segundo; entre ambos la placa debe ser
aireada basta la total elimination del
amoniaco.

Las fracciones obtenidas se identifican
mediante comparacion de Rf con patro-
nes puros, reacciones especificas de gru-
pos funcionales y mediante la incorpora­
tion de precursores marcados con C14.

El recuento de la radiactividad incorpo-
rada se realiza en un contador de cente-
lleo liquid© Intertechnique modelo ABAC
SL-40, utilizando como centelleador li­
quid© la mezcla dioxano/naftaleno/PPO/
POPOP (1.000 ml/100 g/7 g/0,3 g) diluida
con agua en la proporcion 5:1 (v/v).

El f6sforo lipidico se determina segun
Fiske y Subbarow (1).

Los resultados obtenidos se someten a
un riguroso tratamiento estadistico, y se
expresan en forma de la media + los
limites de confianza para a = 0,001.

Resultados

En la cromatografia de fosfolipidos se
obtienen ocho fracciones, cuyos valores
de Rf X 100 referidos al frente del se­
gundo eluyente y su identificaci6n es la
siguiente: !.*, L-a-glicerofosforilcolina
(GPC) y lisofosfatidilserina (LPS) 3,97 +
0,42; 2?, lisofosfatidilcolina (LPC) y fos-
fatidilserina (PS) 10,47 + 0,84; 3.a liso-
fosfatidiletanolamina (LPE) y ceramido-
fosforilcolina (SPH) 16,12 + 0,89; 4?, fos-
fatidilcolina (PC) 26,31 ± 1,19; 5.\ car­

diolipina (DPG) 37,06+1,33; 6.a, fosfati-
diletanolamina (PE) 45,42 + 1,55; 7.a, ce-
rebrosidos (CR) 57,38 + 1,67; 8.a, no
identificada 75,70 + 1,97; por encima de
la octava fraction y con el frente del se­
gundo eluyente se separan los lipidos
neutros.

Los resultados de la incorporation y
recambio de los cuatro precursores mar­
cados con C14 se resumen en las tablas
I a IV.

Discusion

Se observa una desigual incorporation
de los precursores, presentando la maxi­
ma incorporation la etanolamina (2-C14),
seguida de la colina (metil-C14), serina
(3-C14) y serina (1-C14). La baja incorpo­
ration de serina se debe a su incorpora­
tion mayoritaria al metabolismo de ami-
nocitidos y proteinas; por otra parte, una
vez descarboxilada la serina (1-C14), el
marcaje se pierde, no asi en la serina
(3-C14), que por descarboxilacion se trans­
forma en etanolamina (1-C14) y se con-
serva hasta la biosintesis de colina.

Los valores expresados en las tablas I
a IV indican claramente la ruta de incor­
poration y recambio seguida por los pre­
cursores. La serina (1-C14) se incorpora
mayoritariamente en forma de lisofosfa­
tidilserina (l.a hora), transformandose a
las 2 horas en fosfatidilserina. La serina
(3-C14) se incorpora de forma analoga a la
serina (1-C14) y entre las 4-6 horas. Por des­
carboxilacion, la fosfatidilserina se trans­
forma en fosfatidiletanolamina cuyo maxi-
mo aparece a las 4 horas. La incorpora­
tion de etanolamina (2-C14) tiene lugar
como fosfatidiletanolamina (l.a hora) y
por metilaciones sucesivas se recambia a
fosfatidilcolina (mdximo a las 9 horas).
La biosintesis de esfingomielinas comien-
za hacia las 4 horas y presenta el mdximo
a las 15 horas.

Se detecta radiactividad acusada en
las manchas 5? y 7.° que contienen, apar-
te del compuesto mayoritario senalado,
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fosfatidil-N-metiletanolamina y fosfatidil-
N,N-dimetiletanolamina, respectivamente
(A. Marino, Tesis doctoral, pendiente de
termination).

Los datos de la incorporaci6n de coli-
na muestran que la celula hepdtica de
polio no sintetiza directamente la fosfati-
dilcolina al suministrar la base libre. Di-
cha sintesis se efectua de modo indirec-
to a traves de la L-a-glicerofosforilcolina
(I.‘ hora), que por acilacion da lisofosfa-
tidilcolina (2.a hora )y lentamente se trans­
forma en fosfatidilcolina (maxima activi-
dad especifica a las 9 horas).

De todo lo anterior se deduce que la
genesis de fosfolipidos en el polio es cua-
litativamente andloga a la de los mamife-
ros, con las particularidades notables de:
a) incorporation preferente de etanolami-
na sobre las demas bases; b) la mediation
subsiguiente a fosfatidilcolina pasando
fugazmente por los dos intermediaries
parcialmente metilados; c) incorporaci6n
menor de colina que se inicia por L-a-gli­
cerofosforilcolina, sigue la acilacidn a li-
soderivados y finalmente a fosfatidilcolina;
y d) las muy exiguas incorporaciones de
serina que tiene un metabolismo prefe-
rentemente proteico, que incluso puede
originar gliceroLP.

Resumen

Se describe un mfitodo de extraccidn y frac-
cionamiento de fosfolipidos en capa fina, con
el cual se obtienen ocho fracciones perfecta-
mente diferenciadas.

El metabolismo de los fosfolipidos hep&ti-
cos en Gallus domesticus se estudia en polios
recidn nacidos (menos de 24 horas). Se utiliza
serina (1-C14), serina (3-C14), etanolamina (2-C14)
y colina (metil-C14) como precursores radiac-
tivos. Los resultados muestran la incorpora-
cidn de serina en forma de lisofosfatidilserina,
de etanolamina en forma de fosfatidiletanol-
amina y de colina como L-a-glicerofosforilco­
lina. Las vias de incorporaci6n y recambio de
serina y de etanolamina coinciden con las des-
critas en mamiferos; respecto a la colina se
evidencia la sintesis predominante de fosfati­
dilcolina a partir de lisofosfatidilcolina.
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