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RESUMEN

Se han estudiado las modificaciones que experimentan el peso, la cantidad
de proteinas y la actividad arginasica durante la embriogénesis del sapo.

Las variaciones que se observan en el peso hiimedo de los embriones de
Bufo spinolosus son debidas principalmente a la pérdida e incorporacion de
agua al medio ambiente.

La cantidad de proteinas totales aumenta en las 3 primeras horas, alcan-
zando un nivel que se mantiene constante hasta las 45 horas, es decir, no
muestra variaciones durante la segmentacién y la blastulacion. Desde las 45 a
las 75 horas experimenta una elevacion debida a una activa sintesis proteica,
y desde las 75 a las 100 horas se produce un descenso. Estas variaciones obe-
decen a cambios que experimentan las proteinas del sedimento, ya que las
proteinas de la fraccién sobrenadante se mantienen casi constantes. En esta
ultima fraccién se encuentra la arginasa.

La actividad arginasica presenta un nivel bajo en el huevo sin fecundar
y luego desciende hasta llegar a un minimo en la blastulacién. A partir de
las 45 horas (gastrulacién) se observa un aumento que se mantiene hasta
que los embriones comienzan a eclosionar. En las larvas se produce una dis-
minucién de la actividad de esta enzima. Es posible que estas modificaciones
de la actividad arginésica estén vinculadas no sélo con la eliminacién de nitré-
geno, ya que gran parte de ¢l se excreta en forma de amoniaco, sino también
con importantes procesos biosintéticos de la morfogénesis. Apoyarian este plan-
teamiento las relaciones que se han demostrado entre las reacciones del ciclo
de la urea y la biosintesis de proteinas, especialmente basicas, y de nucleétidos
purinicos y pirimidinicos.

INTRODUCCION

Los animales deben encarar un proble-
ma importante, intimamente ligado a la
cantidad de agua que les ofrece el medio
ambiente, la eliminacién de los residuos
nitrogenados provenientes del metabolis-
mo de los aminoacidos y de los nucleéti-
dos. Los vertebrados solucionan este pro-
blema utilizando varios productos de ex-
crecion de estos residuos. Entre los prin-
cipales figuran: el amoniaco (peces Acti-

nopterigios) (vertebrados amoniotélicos),
el acido urico (aves y reptiles, exceptuan-
do algunas tortugas) (vertebrados urico-
télicos) v la urea (1, 2). La eliminaciéon
del nitrégeno fundamentalmente por me-
dio del ciclo de la ornitina (Fig. 1) se lle-
va a cabo en los siguientes grupos: elasmo-
branquios, coanictios (dipnoos), anfibios
(anuros y urodelos), algunos anapsidos
(reptiles quelénidos) y los mamiferos.
Son ellos los vertebrados ureotélicos (2,
3, 4,5, 6). :
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Fig. 1: Esquemsa que representa las reacciones del ciclo ureogenético y sus relaclones metabdlicas.

El ciclo de la ureogénesis tiene multi-
ples relaciones metabolicas (Fig. 1) que
conviene tener presentes al analizar este
ciclo en organismos en formacién.

Se ha estudiado el ciclo de la ornitina
durante el desarrollo de algunos tetra-
podos, observandose en mamiferos que
la urea no se sintetiza en una proporcion
significativa en el higado sino hasta fines
de la época fetal. En el periodo embrio-
nario de la rata y el cerdo se han encon-
trado niveles significativos de algunas en-
zimas del ciclo ureogénico: ornitina-trans-
carbamilasa y arginasa (7, 8). En anu-
ros se ha observado que las larvas preco-
ces son fundamentalmente amoniotélicas
y a medida que avanza la metamorfosis
aumenta la excreciéon de urea y disminu-
ye la de amoniaco. Posteriormente, al
producirse la adaptacién a la vida terres-
tre, hay una marcada elevacion de la ac-
tividad de las enzimas del ciclo de la or-
nitina, lo que da a entender que este ciclo
seria inducido en ese momento (5). Du-
rante el desarrollo embrionario de otros
anuros se han identificado pequefas can-

tidades de urea en el medio de cultivo de
los embriones durante la segmentacion,
aumenta en los altimos periodos del de-
sarrollo embrionario y desciende hacia la
eclosion. Se han encontrado, ademas, en
el medio de cultivo, cantidades crecientes
de amoniaco en niveles bastante superio-
res a los de la urea (9). En urodelos se
ha comprobado alguna actividad argina-
sica durante la gastrulacion, después de
la cual esta actividad se incrementa hasta
antes de la eclosion (10). Los autores de
este ultimo trabajo creen que el ciclo de
la ornitina comienza a operar desde el es-
tado de néurula.

Entre las enzimas de este ciclo, una
de las mas estudiadas ha sido la arginasa
(L~arginina urea hidrolasa E.C. 3.5.3.1),
que cataliza la transformacion de la argi-
nina en ornitina y urea (8, 11, 12, 13, 14,
15). La arginasa estd presente no sélo en
el higado sino también en otros tejidos.

Considerando: a) que la condicion
ureotélica definitiva en anuros se estable-
ce al final de la metamorfosis y b) que
a pesar de esto Giltimo no se puede excluir
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la posibilidad de que funcione completa
0 parcialmente el ciclo de la ornitina en
la embriogénesis de los anuros, se ha es-
timado interesante estudiar la actividad
de la arginasa durante las primeras eta-
pas del desarrollo del sapo Bufo spinolo-
sus y relacionarla con otros aspectos que
se observan en las mismas etapas.

MATERIAL Y METODO

Obtencién de los huevos y embriones. Se
usaron ejemplares de Bufo spinolosus Wieg-
mann, 1834, que provenian de las siguientes
localidades de la provincia de Santiago: Til-
Til, E1l Arrayidn y Pefialolén. Los distintos
estados del desarrollo embrionario se obtu-
vieron empleando los métodos descritos para
anuros por Hamburger (16) y Valencia (17).

Se tomaron hembras adultas recientemen-
te recolectadas y se les indujo la ovulacién
inyectdndoles hipo6fisis enteras de hembras
de la misma especie, suspendidas en solucion
Holtfreter al 10%, en la cavidad peritoneal.
El nimero de glandulas inyectadas a cada
hembra fluctud entre 3 y 7, de acuerdo con
la estacién del ano, para lo cual se us6 como
gufa la tabla de Valencia para Bufo spinolo-
sus (17).

Los machos producen espermios funciona-
les todo el aflo, por 1o cual no se les admi-
nistr6 hipo6fisis (17). Los huevos obtenidos
se colocaron en una suspension de espermios
fresca, preparada de la siguiente manera: se
extrajeron los testiculos a uno o dos machos
adultos y se desmenuzaron con tijeras finas
en solucién Holtfreter al 20%, utilizando 10
ml por cada par de esticulos. Antes de colo-
car esta suspensién con los huevos se compro-
bé el movimiento de los espermios al micros-
copio. Los gametos se mantuvieron en con-
tacto durante media hora.

Se verificé la fecundacién observando al
microscopio el levantamiento de la membrana
de fecundacion y el giro de los huevos, que
antes de este proceso se encontraban con el
polo vegetativo, ma&s pesado y mas claro, ha-
cia arriba. Luego se lavaron los huevos y se
dejaron en soluciéon Holtfreter al 10%, donde
permanecieron durante toda la embriogénesis.
El medio se renovo una vez al dia y se extra-
jeron de él los huevos citolizados y los em-
briones muertos.

El tiempo de desarrollo se comenzé a me-
dir desde el momento en que los gametos se
pusieron en contacto. Los estados usados pa-
ra las mediciones se clasificaron atendiendo
al aspecto y estructuras que se observaron
al microscopio (Fig. 2), de acuerdo con la
tabla de desarrollo normal hecha por Valen-
cia (17) para Bufo spinolosus. Para cada una
de las mediciones se tomé un promedio de
160 huevos o embriones.

Técnica del pesaje. Los huevos estidn envuel-
tos por culkiertas gelatinosas: una capa doble
concéntrica en cada huevo y un cilindro de
doble pared dentro del cual van todos ellos
(17). Para hacer las determinaciones se co-
locaron los huevos o embriones en un vi-
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drio de reloj y se les extrajeron mecdanica-
mente las envolturas de gelatina. Luego se
pesaron en una balanza de precisién (peso
hitmedo).

Antes de la neurulacién (hasta las 47 ho-

ras de desarrollo aproximadamente) es muy
dificil extraer las envolturas gelatinosas en
su totalidad por medios mecénicos. Debido a
esto fue preciso rectificar los pesos humedos
de las etapas precoces del desarrollo embrio-
nario usando un factor de correccién que se
obtuvo al digerir estas envolturas con pa-
paina. Para ello se siguié la técnica descrita
por Spiegel (18) con algunas modificaciones.
Se prepar6 una solucién de papaina (Harma
Drug, Francia) al 5% en Holtfreter al 10%,
se le agregaron 120 mg de clorhidrato de
cisteina a 100 ml de esta solucién y se ajustd
el pH a 6,7. Los huevos o embriones preco-
ces se expusieron a esta solucién agitando
continuamente. Se examinaron al microsco-
pio periédicamente para comprobar si que-
daban restos de gelatina. Asi se establecié
que 90 minutos era el tiempo adecuado para
la accién completa de la papaina. Los huevos
o embriones sometidos a este proceso se la-
varon en Holtfreter al 10% Yy se pesaron.
Comparando estos valores con aquellos obte-
nidos por desgelatinizacién mecénica se calcu-
16 un factor de correccién que se aplicé a los
resultados del pesaje.
Determinacion de la actividad argindsica. Los
huevos o embriones gue se tomaron para las
determinaciones de arginasa y proteinas se
homogeneizaron en suero fisiolégico y los ho-
mogeneizados se centrifugaron a 3000 RPM
durante 15 minutos.

La actividad arginasica se determind se-
gun el método descrito por Cruz-Coke, Ca-
bello, Jadresic y Prajoux (11) modificado
(14) y adaptado al material en que se rea-
liz6 este experimento. Después de la activa-
cion e incubacién, se dejaron reposar las
muestras durante 15 minutos y luego se fil-
traron dos o tres veces, hasta obtener un
liguido totalmente transparente. En seguida
se determiné la cantidad de urea producida
empleando el método colorimétrico de Ar-
chibald (19).

Una unidad de arginasa es la cantidad de
enzima que produce un micromol de urea
por minuto en las condiciones experimenta-
les ya indicadas. La actividad especifica se
define como unidades de enzima por miligra-
mo de proteina. No se hizo correccién para
las unidades de arginasa porque las envol-
turas gelatinosas no poseen actividad argina-
sica.

Determinacién de la cantidad de proteinas.
Se realizé la deferminacion de proteinas se-
gun el método de Lowry modificado (20).

La centrifugacién de los homogeneizados
dio origen a dos fracciones en las cuales se
determind el contenido de proteinas separa-
damente. Debido a que el sedimento contenia
casi todo el pigmento y éste dificultaba la
lectura en el colorimetro, se colocaron siem-
pre blancos de pigmento para corregir las
lecturas obtenidas. La reaccién se leyé en
660 milimicrones, usando una solucion de se-
roalbumina de buey cristalina (0,2 mg/ml)
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1.- Huevo sin fecundar (Ohoras),

3- Bidstula (22 horas].

4L- Gdstrula {45horas},

(65 horas ),

5.- Néuruial: Pliegues neurales en contacto

6.- NéurulaIl: Tubo neural, ventosas y
{75 horas).

yema caudal

Néurula IIT: Respuesta muscular
{85 horas).

8.- Néurula T¥: Embriones prontos a eclo~
sionar y unos pocos ya han comenzado
{85 horas).

9.. Larva: Se ha completado la eclosidn
{120 horas).

Fig. 2:

Principales estados del desarrollo embrionario de “Bufo spinolosus” que se han exami-

nado. Las horas corresponden al desarrollo a 180C.

como patrén de proteinas en cada oportuni-
dad en aque se hizo la reaccién. Se midié el
contenido de proteinas de las envolturas de
gelatina y se corrigieron los valores protei-

cos en los estados del desarrollo anteriores a
la neurulacién, de acuerdo con el factor de co-
rrecciéon obtenido para el peso.
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RESULTADOS

Peso. Desde el huevo sin fecundar hasta
el estado de dos blastémeras se observa
un pequeinlo incremento del peso (Fig. 3),
el cual se estabiliza durante la segmenta-
ciéon. En la gastrula y en el periodo en
que aparecen los pliegues neurales y se
ponen en contacto, la curva del peso se
eleva hasta valores maximos. Luego se
produce un descenso considerable, rela-
cionado con el cierre del intestino y la
reduccién de la cavidad interna del em-
brién. A partir de las 75 horas de desa-
rrollo hay cierto crecimiento del animal
por alargamiento y el peso aumenta
otra vez. Por ultimo, disminuye algo in-
mediatamente después de la eclosion.
Arginasa. Al centrifugar los homogenei-
zados de huevos y embriones se obtuvie-
ron dos fracciones: un sedimento y un
sobrenadante. La arginasa fue encontrada
so6lo en el sobrenadante.

Las variaciones de esta enzima duran-
te el desarrollo se observan en la Fig. 4.
Las unidades de arginasa por embrién
presentan un nivel relativamente bajo en
el huevo sin fecundar y disminuyen en las
primeras etapas de la segmentacién, lle-
gando a un minimo en la blastula. A par-
tir de la gastrulacién (45 horas) se ob-
serva un ascenso que contintia en las néu-
rulas y alcanza su maximo al finalizar
la neurulacién. En la larva la actividad
arginasica desciende a menos de la mi-
tad del valor maximo a que llegé duran-
te el periodo embrionario.

Se creyd de interés agregar en la Fig.
4 las variaciones que experimentan las
proteinas del sobrenadante, que es la

mgq de pesc por embridn

30 60 90 120
HORAS

Pig. 3: Varlaclones del peso himedo durante el de-

sarrollo embrionario del sapo “Bufo spinolosus”, desde

el huevo sin fecundar (0 horas) hasta la larva recién

ecloslonada (120 horas).
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fraccién que posee actividad arginasica.
Proteinas. La cantidad de proteinas to-
tales por embridn experimenta un incre-
mento durante las primeras fases del de-
sarrollo (Fig. 5). No obstante, el aumen-
to mas notable de las proteinas comienza
a manifestarse a partir de las 45 horas,
llegando a su maximo cuando se comple-
ta el cierre del tubo neural y hacen su apa-
ricién la region branquial y la yema cau-
dal. En esta época se estd completando la
regionalizacién del animal, es decir, la di-
ferenciacién del cuerpo en zonas: cabe-
za, cuello, tronco y cola. Posteriormente
se produce un descenso en las proteinas
totales y se estabilizan durante la eclosion.

Era importante conocer las variaciones
que experimentaban las proteinas de las
dos fracciones obtenidas por medio de la
centrifugaciéon en forma separada, por
cuanto sélo una de ellas presentaba ac-
tividad arginasica, como ya se ha sefnala-
do. Por ello, en la Fig. 5 se han represen-
tado ademaés las curvas de las proteinas
de ambas fracciones. Se puede apreciar
que son las proteinas del sedimento las
que presentaban fluetuaciones notables,
en tanto que la parte proteica del sobre-
nadante se mantiene practicamente cons-
tante a través de la embriogénesis del
sapo.

DISCUSION

Durante la embriogénesis, los anuros
no utilizan del medio externo sino agua,
oxigeno y sales minerales vy eliminan a
él anhidrido carbénico y sustancias muy
difusibles, tales como amoniaco y urea
(21). Desde el punto de vista del aporte
de energia, el embrién es un sistema ce-
rrado y por ello debe satisfacer los reque-
rimientos energéticos de su mantencion
y desarrollo con sus reservas de vitelo.
Al iniciarse el periodo larval se produce
una serie de cambios metabdlicos y humo-
rales, como adaptacién a un nuevo estado
en el cual el individuo comienza a ali-
mentarse. La hidratacién es uno de los
fenomenos caracteristicos del crecimien-
to embrionario (22) y tiene su expresion
en el peso humedo. El aumento de peso
que se observa en los embriones de B.
spinolosus (Fig. 3) se deberia esencial-
mente a la incorporacion de agua. El des-
censo que se observa entre las 55 y 75
horas seria debido a la reduccién de la
cavidad interna del embrién y a la eli-
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Fig. 4: Variaclones de la actividad arginésica (e——e)

en el sobrenadante de homogeneizados de huevos ¥y

embriones de “Bufo spinolosus” y cantidad de protei-

nas (o~ - - -0) en ¢l mismo sobrenadante, durante el
desarrollo embrionario.

minacién de gran cantidad de agua, tal
como se ha sefalado para otros anfi-
bios (22).

Ademas de los intercambios de agua
con el medio ambiente, la embriogénesis
de los anfibios es un periodo en el cual
se producen cambios metabdlicos impor-
tantes, como las variaciones que se obser-
van en las proteinas (Fig. 5), en la acti-
vidad arginasica (Fig. 4) y en los acidos
nucleicos (23, 24, 25, 26, 27, 28).

Los principales cambios cuantitativos
de las proteinas totales de B. spinolosus
encontrados en el presente trabajo ocu-
rren en el transcurso de: a) las 3 prime-
ras horas, b) las 45 a 75 horas y ¢) las
75 a 100 horas.

a) En este periodo se observan una se-
rie de cambios morfofuncionales en rela-
cién con la fecundacidén: la penetracion
del espermio, modificaciones del citoplas-
ma cortical y levantamiento de la mem-
brana vitelina, ademas de la rotacion del

PROT. TOTALES o
PROT. SEDINENTO [~
PROL SOBRERADAKTE @

mg de protefnas por embridn

P s el

;0 * 6‘0 ‘3‘0 120
HORAS
Fig. §5: Cantidad de proteinas durante la embriogéne-
sls de Bufo spinolosus. - . -, -, - proteinas del sobre-
nadante; - - - proteinas del sedimento; proteinas
de ambas fracclones sumadas (proteinas totales).
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huevo. Contemporaneo con estos fendme-
nos es el aumento cuantitativo de las pro-
teinas, lo que no significa necesariamente
que sea su consecuencia. Por otra parte,
la curva alcanza un nivel que se mantie-
ne constante durante la segmentacién y
la blastulacién.

b) Una nueva elevacién de esta curva
comienza a producirse en la gastrulacion
y culmina durante la neurulacion (45 a
75 horas). En otros anfibios se ha obser-
vado, en este periodo, activa sintesis pro-
teica (23), especialmente de ribonucleo-
proteinas y de proteinas contractiles, que
proporcionan elasticidad a las células que
deben moldear las estructuras axiales méas
primitivas que constituyen los rasgos fun-
damentales del Phylum Chordata. En la
embriogénesis de B. vulgaris se ha encon-
trado aumento de la actividad de algunas
enzimas proteoliticas (21). Este fendme-
no podria tener relacién con la sintesis
proteica gque se ha observado en este pe-
riocdo en este trabajo, pues dichas enzi-
mas participan en la hidrdlisis de las pro-
teinas del vitelo, contribuyendo asi a la
mantencion del “pool” de aminoacidos del
embrion (21, 23). Como se sabe, el vitelo
contiene una alta concentracién de fosfo-
proteinas, que proporcionan materias pri-
mas para la sintesis proteica (29).

¢) A partir de las 75 horas, el nivel de
las proteinas totales decae notablemente
(Fig. 5). Esta declinacién podria estar re-
lacionada con la disminucion de las re-
servas de vitelo que ocurre a fines de la
neurulacién (alrededor de las 90 horas),
lo que provocaria un retardo en los proce-
sos de sintesis y crecimiento (21). Ade-
mas se ha encontrado una disminucién
del nitrogeno total del embrién y un au-
mento del amoniaco excretado al medio
de cultivo en las etapas finales de la em-
briogénesis de B. vulgaris (9). Esta dis-
minucién del nitrogeno se deberia, en
parte, a la salida de enzimas que hidroli-
zan las envolturas del embrion durante
la eclosién. Probablemente, la disminu-
cion del nivel de proteinas totales que
hemos observado en este periodo esté en
relacion con otros cambios metabdlicos
que no son aun bien conocidos.

No s6lo se han observado cambios cuan-
titativos en las proteinas embrionarias,
sino también cualitativos. Las wvariacio-
nes mas notorias de la actividad argind-
sica se encuentran en los mismos tres pe-
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riodos que en el caso de las proteinas
(Fig. 4). Estos cambios en la arginasa
concuerdan en primer lugar con una cre-
ciente eliminacion de urea al medio de
cultivo, observada durante la embriogé-
nesis de B. vulgaris, alcanzando un maxi-
mo cerca del final de la neurulacién y
declinando hacia la eclosion (9); esta ex-
crecion de urea al medio de cultivo su-
giere la aparicion de otras enzimas del
ciclo de la ornitina, ademéas de la argi-
nasa, durante el desarrollo embrionario.
Los cambios de la arginasa concuerdan
también con €l hallazgo de una cierta ac-
tividad arginasica a partir de la gastru-
lacion que aumenta hacia el estado de
pre-eclosidn, cbservada en Hynobius lee-
chit, un urodelo (10).

En el desarrollo embrionario precoz de
la rata se ha cbservado una curiosa coin-
cidencia: se ha obtenido una curva de
actividad arginasica (8) muy parecida a
la que hemos encontrado en B. spinolosus,
pues presenta un valor maximo cuando se
han formado el tubo neural y el brote
caudal y una disminucién a fineg de la
embriogénesis.

Se plantea el problema de cual seria la
funcién gue desempeniaria la arginasa en
los comienzos del desarrollo. No se ha
efectuado un estudio enzimatico completo
del ciclo de la ornitina en la embriogéne-
sis de anfibios, de modo que no podria
afirmarse categoéricamente que la eleva-
cion que experimenta la arginasa vaya
acompanada de aumento en la actividad
de las otras enzimas. En todo caso, no pue-
de negarse la posibilidad de que en este
periodo funcione este ciclo, completo o
incompleto, y que su actividad tenga que
ver con el aporte de materias primas pa-
ra la sintesis de otras sustancias (Fig. 1),
ademas de la ureogénesis.

Estas posibilidades podrian resumirse
asi:

1) Las variaciones de la urea excreta-
da al medio de cultivo enconiradas en B.
vulgaris (a partir del estado de blastula)
(9) coinciden con las variaciones de la
actividad arginasica gue hemos encontra-
do, lo que pone de manifiesto la relacién
entre urea producida y actividad argi-
nasica. No hay que olvidar, sin embargo,
que a partir de la aparicién del brote
caudal el nitrégeno se excreta en su ma-
yor parte en forma de amoniaco (9), al-
canzando éste valores 10 o mas veces su-
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periores a la urea excretada en ese mis-
mo periodo.

2) En el desarrollo embrionario del sa-
po se producen modificaciones cuantita-
tivas v cualitativas de las proteinas, tal
como lo indican las Figs. 4 y 5, el des-
censo del nitrdgeno total (9) y las va-
riaciones de las enzimas proteoliticas
(21). Ademas, es sabido que la arginina
es un aminoacido esencial para la sin-
tesis proteica y, en particular, de las nu-
cleoproteinas que poseen una parte pro-
teica de caracter basico (30, 31, 32).

3) También el metabolismo de los aci-
dos nucleicos de los anfibios en desarrollo
revela variaciones importantes (23, 25,
26) y se sabe que el ciclo de la ornitina
estd relacionado con la biosintesis de las
bases nitrogenadas purinicas y pirimidi-
nicas. El arginin-succinato puede trans-
formarse en anhidrido arginino-succinico
(33) el cual al desdoblarse puede dar
acido dihidro ordtico, molécula basica en
la sintesis de las pirimidinas, y ornitina,
que puede volver al ciclo o bien transfor-
marse en semi-aldehido glutamico y éste
llegar a glutamina, sustancia que aporta
los atomos de nitrégeno nimeros 3 y 9
de la molécula purinica (34).

Puede concluirse que si el ciclo de la
ornitina funciona, completo o incomple-
to, durante el desarrollo embrionario de
B. spinolosus, antes de alcanzarse la con-
dicién ureotélica del adulto (lo que es
muy probable), seguramente tiene mas
relaciones con la biosintesis de proteinas
y de nucledtidos que con la ureogénesis,
ya que ésta no es muy importante en esos
periodos por cuanto la mayor parte del
nitrégeno se elimina como amoniaco. En
los urodelos el ciclo ureogenético proba-
blemente tiene relaciones similares con
los procesos de biosintesis de proteinas y
de nucleotidos.

SUMMARY

Modifications in wet weight, protein
content and arginase activity during em-
bryonic development of the toad Bufo
spinolosus Wiegmann have been studied.

The stages used for the determinations
are detailed in Fig. 2.

Variations in weight (Fig. 3) are main-
ly due to loss or incorporation of water
from the enviroment.

The total amount of protein increased
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during the first 3 hours (Fig. 5) until a
level which remained constant during
cleavage and blastula stage (45 hours).
From 45 to 75 hours the total amount
of protein increased again, in relation
with an active protein biosynthesis. From
75 to 100 hours a decrease was observed,
possibly due to reduction in the amount
of yolk, to the loss of hatching enzymes
and/or to other metabolic changes. Fluc-
tuations in total protein followed the
sediment protein changes because the
proteins of the supernatant fraction ex-
hibited an almost constant level. Argi-
nase was found in the latter.

Arginase activity was low in the egg and
even lower in the blastula stage (Fig. 4).
An increase was observed from 45 to 100
hours. Modifications in arginase activity
should be related not only with the eli-
mination of nitrogen during embryogene-
sis, since it is excreted mainly as ammonia
in this period, but also with some biosyn-
thetic processes. This interpretation is
supported by the relations of urea cycle
with the synthesis of proteins, specially
basic, and nucleotide synthesis (see Fig. 1).
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