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RESUMEN 

S e h a n estudiado las modi f icac iones que exper imentan el peso , la cant idad 
de prote ínas y la act iv idad arginásica durante la embriogénes i s del sapo. 

Las var iac iones q u e se observan en el peso h ú m e d o de l o s embr iones de 
Bufo spinolosus son debidas pr inc ipa lmente a la pérdida e incorporac ión de 
agua al m e d i o ambiente . 

La cant idad de prote ínas totales aumenta en las 3 pr imeras horas, a lcan
zando un n ive l que se m a n t i e n e constante hasta las 45 horas , es decir, no 
muestra var iac iones durante la s egmentac ión y la b lastulac ión. D e s d e las 45 a 
las 75 horas exper imenta una e l ev a c i ó n debida a una act iva s íntes is proteica, 
y desde las 75 a las 100 horas se produce un descenso . Estas var iac iones obe
decen a cambios que e x p e r i m e n t a n las prote ínas del sed imento , ya que las 
prote ínas de la fracción sobrenadante se m a n t i e n e n casi constantes . En esta 
ú l t ima fracción se encuentra la arginasa. 

La act iv idad arginásica presenta u n n ive l bajo en el h u e v o sin f ecundar 
y luego desc iende hasta l l egar a un m í n i m o en la b lastulac ión. A part ir de 
las 45 horas (gas tru lac ión) se observa un aumento que se m a n t i e n e hasta 
q u e los embriones comienzan a eclosionar. En las larvas se produce una dis
m i n u c i ó n de la act iv idad de esta enz ima. Es posible que estas modi f i cac iones 
de la act iv idad arginásica estén v incu ladas no sólo con la e l iminac ión de n i tró
geno , ya q u e gran parte de él se excreta en forma de amoníaco , s ino también 
con importantes procesos b ios intét icos de la morfogénes i s . A p o y a r í a n este p lan
teamiento las re lac iones que se han demostrado entre las reacc iones del c iclo 
de la urea y la bios íntes is de proteínas, e s p e c i a l m e n t e básicas, y de nuc leót idos 
pur ín icos y p ir imidínicos . 

INTRODUCCIÓN 

Los animales deben encarar un proble
ma importante, ínt imamente ligado a la 
cantidad de agua que les ofrece el medio 
ambiente, la eliminación de los residuos 
nitrogenados provenientes del metabolis
mo de los aminoácidos y de los nucleóti
dos. Los vertebrados solucionan este pro
blema utilizando varios productos de ex
creción de estos residuos. En t re los prin
cipales figuran: el amoníaco (peces Acti-

nopterigios) (vertebrados amonio télicos), 
el ácido úrico (aves y reptiles, exceptuan
do algunas tortugas) (vertebrados urico-
télicos) y la urea (1 , 2). La eliminación 
del nitrógeno 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 anápsidos 
(reptiles quelónidos) y los mamíferos. 
Son ellos los vertebrados ureotélicos (2, 
3, 4, 5, 6) . 
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CONEXIONES META BOL/CAS DEL CICLO UREOGENETICO 

PURINAS <—< GLUTAMINA < < SEMIALDEHIDO OLUTAMICO 

Fig. 1: Esquema que representa las reacciones del ciclo ureogenético y sus relaciones mefcabólioas. 

El ciclo de la ureogénesis tiene múlti
ples relaciones metabólicas (Fig. 1) que 
conviene tener presentes al analizar este 
ciclo en organismos en formación. 

Se ha estudiado el ciclo de la ornitina 
durante el desarrollo de algunos tetrá
podos, observándose en mamíferos que 
la urea no se sintetiza en una proporción 
significativa en el hígado sino hasta fines 
de la época fetal. En el período 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 excreción de urea y disminu
ye la de amoníaco. Posteriormente, al 
producirse la adaptación a la vida terres
tre, hay una marcada elevación de la ac
tividad de las enzimas del ciclo de la or
nitina, lo que da a entender que este ciclo 
sería inducido en ese momento (5) . Du
rante el desarrollo embrionario de otros 
anuros se han identificado pequeñas can

tidades de urea en el medio de cultivo de 
los embriones duran te la segmentación, 
aumenta en los últimos períodos del de
sarrollo embrionario y desciende hacia la 
eclosión. Se han encontrado, además, en 
el medio de cultivo, cantidades crecientes 
de amoníaco en niveles bastante superio
res a los de la urea (9). En urodelos se 
ha comprobado alguna actividad arginá-
sica durante la gastrulación, después de 
la cual esta actividad se incrementa hasta 
antes de la eclosión (10) . Los autores de 
este último trabajo creen que el ciclo de 
la ornitina comienza a operar desde el es
tado de néurula. 

Entre las enzimas d e este ciclo, una 
de las más estudiadas ha sido la arginasa 
(L-arginina urea hidrolasa E.C. 3.5.3.1), 
que cataliza la transformación de la argi-
nina en ornitina y urea (8, 11, 12, 13, 14, 
15). La arginasa está presente no sólo en 
el hígado sino también en otros tejidos. 

Considerando: a) que la condición 
ureotélica definitiva en anuros se estable
ce al final de la metamorfosis y b) que 
a pesar de esto último no se puede excluir 
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la posibilidad de que funcione completa 
o 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 MÉTODO 

Obtención de los huevos y embriones. S e 
usaron e jemplares de Bufo spinolosus Wieg-
mann, 1834, que proven ían de las s iguientes 
local idades de la provincia de Sant iago: Til-
Til, El Arrayán y Peña lo l én . Los dist intos 
estados del desarrol lo embrionario se obtu
v i e r o n empleando los métodos descritos para 
anuros por H a m b u r g e r ( 1 6 ) y Valenc ia ( 1 7 ) . 

Se tomaron hembras adultas rec i en temen
te recolectadas y se les indujo la ovulac ión 
inyec tándo le s hipóf is is enteras de hembras 
de la m i s m a especie , suspendidas en so luc ión 
Holt freter al 10%, en la cavidad peritoneal . 
El número de g lándulas inyectadas a cada 
hembra f luctuó entre 3 y 7, de acuerdo con 
la estación del año, para lo cual se usó como 
guía la tabla de Valenc ia para Bufo spinolo
sus ( 1 7 ) . 

Los machos producen espermios func iona
les todo el año, por lo cual no se les admi
nistró hipófis is ( 1 7 ) . Los h u e v o s obtenidos 
se colocaron en una suspensión de espermios 
fresca, preparada de la s iguiente m a n e r a : se 
extrajeron los test ículos a uno o dos machos 
adultos y se desmenuzaron con tijeras f inas 
en so luc ión Holt freter al 2 0 % , uti l izando 10 
m i por cada par de est ículos . Ante s de colo
car esta suspens ión con los h u e v o s se compro
bó el m o v i m i e n t o de los espermios al micros 
copio. Los gametos se m a n t u v i e r o n en con
tacto durante med ia hora. 

S e ver i f icó la f ecundac ión observando al 
microscopio e l l e v a n t a m i e n t o de la membrana 
de fecundac ión y el giro de los huevos , que 
antes de este proceso se encontraban con el 
polo vege ta t ivo , más pesado y más claro, ha
cia arriba. Luego se lavaron los h u e v o s y se 
dejaron en so luc ión Holt freter al 10%, donde 
permanec ieron durante toda la embriogénes i s . 
El m e d i o se renovó una vez al día y se extra
jeron de él los h u e v o s c i to l izados y los e m 
briones muertos . 

El t i empo de desarrol lo se comenzó a m e 
dir desde el m o m e n t o e n que los gametos se 
pus ieron en contacto. Los estados usados pa
ra las med ic iones se clasif icaron atendiendo 
al aspecto y estructuras que se observaron 
al microscopio (Fig . 2 ) , de acuerdo con la 
tabla de desarrol lo normal hecha por V a l e n 
cia ( 1 7 ) para Bufo spinolosus. Para cada una 
de las medic iones se tomó u n promedio de 
100 h u e v o s o embriones . 
Técnica del pesaje. Los h u e v o s están envue l 
tos por cubiertas ge la t inosas : una capa doble 
concéntrica en cada h u e v o y un ci l indro de 
doble pared dentro del cual v a n todos e l l o s 
( 1 7 ) . Para hacer las determinac iones se co
locaron los h u e v o s o embriones e n u n v i 

drio de reloj y se l e s extrajeron mecánica
mente las envol turas de gelat ina. L u e g o se 
pesaron en una balanza de precis ión (peso 
h ú m e d o ) . 

Ante s de la neuru lac ión (hasta las 47 ho
ras de desarrol lo a p r o x i m a d a m e n t e ) es m u y 
difícil ex traer las envol turas ge lat inosas en 
su total idad por medios mecánicos . Debido a 
esto fue preciso rect i f icar los pesos h ú m e d o s 
de las etapas precoces del desarrol lo embrio
nario usando un factor de correcc ión que se 
obtuvo al digerir estas envol turas con pa-
paína. Para e l lo se s iguió la técnica descrita 
por Sp iege l ( 1 8 ) con a lgunas modif icac iones . 
Se preparó una so luc ión de papaína (Harma 
Drug, Franc ia ) al 5% en Holt freter al 10%, 
se le agregaron 120 m g de c lorhidrato de 
cisteína a 100 mi de esta so luc ión y se ajustó 
el pH a 6,7. Los h u e v o s o embriones preco
ces se expus ieron a esta so luc ión agitando 
cont inuamente . Se examinaron al microsco
pio per iódicamente para comprobar si que
daban restos de gelat ina. As í se es tablec ió 
que 90 minutos era el t i empo adecuado para 
la acción completa de la papaína. Los h u e v o s 
o embriones somet idos a este proceso se la
varon en Holt freter al 10% y se pesaron. 
Comparando estos va lores con aquel los obte
nidos por desge lat in izac ión mecánica se calcu
ló un factor de corrección que se apl icó a los 
resul tados del pesaje . 

Determinación de la actividad arginásica. Los 
h u e v o s o embriones que se tomaron para las 
determinac iones de arginasa y prote ínas se 
homogene i zaron en suero f i s io lógico y los ho -
mogene izados se centr i fugaron a 30-00 R P M 
durante 15 minutos . 

La ac t iv idad arginásica se de terminó se
g ú n el método descrito por Cruz-Coke, Ca
bel lo , Jadres ic y P r a j o u x ( 1 1 ) modif icado 
( 1 4 ) y adaptado al mater ia l en que se rea
l izó este exper imento . Después de la act iva
ción e incubación, se dejaron reposar las 
muestras durante 15 minutos y luego se fi l
traron dos o tres veces , hasta obtener un 
l íquido to ta lmente transparente . En seguida 
se determinó la cantidad de urea producida 
e m p l e a n d o el método color imétr ico de A r 
chibald ( 1 9 ) . 

U n a unidad de arginasa es la cant idad de 
enzima que produce u n micromol de urea 
por minuto en las condic iones exper imenta 
les ya indicadas. La act iv idad específ ica se 
define como unidades de enz ima por mi l igra
m o de proteína. N o se hizo corrección para 
las unidades de arginasa porque las envo l 
turas ge lat inosas no poseen act iv idad arginá
sica. 
Determinación de la cantidad de proteínas. 
Se real izó la determinac ión de prote ínas se
g ú n el método de L o w r y modi f icado ( 2 0 ) . 

La centr i fugación de los homogene izados 
dio or igen a dos fracc iones e n las cuales se 
determinó el contenido de prote ínas separa
damente . D e b i d o a que el s ed imento contenía 
casi todo el p igmento y éste dif icultaba la 
lectura en el colorímetro, se colocaron s iem
pre b lancos de p igmento para corregir las 
lecturas obtenidas . La reacc ión se l e y ó e n 
660 mi l imicrones , usando una so luc ión de se-
roa lbúmina de b u e y cristal ina (0 ,2 m g / m l ) 
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I m m 

I— H u e v o s i n f e c u n d a r ( O h o r a s ) . 

N e ' u r u l a l T : Tubo n e u r a l , v e n t o s a s y 
y e m a c a u d a l ( 7 5 h o r a s ) . 

4 . - G a ' s t r u l a ( 45 h o r a s ). 

5 . - N e u r u l a l : P l i e g u e s n e u r a l e s e n c o n t a c t o 
( 6 5 h o r a s ) 

9 . - L a r v a : S e h a c o m p l e t a d o la e c l o s i o ' n 
(120 h o r a s ) . 

Flg. 2: Principales estados del desarrollo embrionario de "Bufo spinolosus" que se han exami
nado. Las horas corresponden al desarrollo a 18°C. 

como patrón de proteínas en cada oportuni
dad en que se hizo la reacción. S e midió el 
contenido de proteínas de las envol turas de 
ge lat ina y se corr ig ieron lo s va lores protei 

cos en los estados del desarrol lo anteriores a 
la neurulac ión , de acuerdo con e l factor de co
rrección obtenido para el peso . 
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RESULTADOS 

Peso. Desde el huevo sin fecundar hasta 
el estado de dos blastómeras se observa 
un pequeño incremento del peso (Fig. 3 ) , 
el cual se estabiliza durante la segmenta
ción. En la gástrula y en el período en 
que aparecen los pliegues neurales y se 
ponen en contacto, la curva del peso se 
eleva hasta valores máximos. Luego se 
produce un descenso considerable, rela
cionado con el cierre del intestino y la 
reducción de la cavidad interna del em
brión. A part i r de las 75 horas de desa
rrollo hay cierto crecimiento del animal 
por alargamiento y el peso aumenta 
otra vez. Por último, disminuye algo in
mediatamente después de la eclosión. 
Arginasa. Al centrifugar los homogenei-
zados de huevos y embriones se obtuvie
ron dos fracciones: un sedimento y un 
sobrenadante. La arginasa fue encontrada 
sólo en el sobrenadante. 

Las variaciones de esta enzima duran
te el desarrollo se observan en la Fig. 4. 
Las unidades de arginasa por embrión 
presentan un nivel relat ivamente bajo en 
el huevo sin fecundar y disminuyen en las 
primeras etapas de la segmentación, lle
gando a un mínimo en la blástula. A par
t ir de la gastrulación (45 horas) se ob
serva un ascenso que continúa en las néu-
rulas y alcanza su máximo al finalizar 
la neurulación. En la larva la actividad 
arginásica desciende a menos de la mi
tad del valor máximo a que llegó duran
te el período embrionario. 

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

30 60 90 120 
H O R A S 

Fig. 3: Variaciones del peso húmedo durante el de
sarrollo embrionario del sapo "Bufo spinolosus", desde 
«1 (huevo sin fecundar (0 ñoras) hasta la larva recién 

eclosionada (120 horas). 

fracción que posee actividad arginásica. 
Proteínas. La cantidad de proteínas to
tales por embrión experimenta un incre
mento durante las primeras fases del de
sarrollo (Fig. 5) . No obstante, e l aumen
to ¡más notable de las proteínas comienza 
a manifestarse a par t i r de las 45 horas, 
llegando a su máximo cuando se comple
ta el cierre del tubo neural y hacen su apa
rición la región branquia l y la yema cau
dal. En esta época se está completando la 
regionalización del animal, es decir, la di
ferenciación del cuerpo en zonas: cabe
za, cuello, tronco y cola. Posteriormente 
se produce un descenso en las proteínas 
totales y se estabilizan duran te la eclosión. 

Era importante conocer las variaciones 
que experimentaban las proteínas de las 
dos fracciones obtenidas por medio de la 
centrifugación en forma separada, por 
cuanto sólo una de ellas presentaba ac
tividad arginásica, como ya se ha señala
do. Por ello, en la Fig. 5 se han represen
tado además las curvas de las proteínas 
de ambas fracciones. Se puede apreciar 
que son las proteínas del sedimento las 
que presentaban fluctuaciones notables, 
en tanto que la par te proteica del sobre
nadante se mantiene práct icamente cons
tante a través de la embriogénesis del 
sapo. 

DISCUSIÓN 

Durante la embriogénesis, los anuros 
no utilizan del medio externo sino agua, 
oxígeno y sales minerales y eliminan a 
él anhídrido carbónico y sustancias muy 
difusibles, tales como amoníaco y urea 
(21). Desde el punto de vista del aporte 
de energía, el embrión es un sistema ce
rrado y por ello debe satisfacer los reque
rimientos energéticos de su mantención 
y desarrollo con sus reservas de vitelo. 
Al iniciarse el período larval se produce 
una serie de cambios metabólicos y humo
rales, como adaptación a un nuevo estado 
en el cual el individuo comienza a au
mentarse. La hidratación es uno de los 
fenómenos característicos del crecimien
to embrionario (22) y t iene su expresión 
en el peso húmedo. El aumento de peso 
que se observa en los embriones de B. 
spinolosus (Fig. 3) se debería esencial
mente a la incorporación de agua. El des
censo que se observa en t re las 55 y 75 
horas sería debido a la reducción de la 
cavidad in terna del embrión y a la eli-
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Hcras 30 60 90 120 

Fig. 4: Variaciones de la actividad arginásica (• • ) 
en el sobrenadante de faomogenelzados de huevos y 
embriones de "Bufo spinolosus" y cantidad de proteí
nas (o - - - - o) en el misino sobrenadante, durante el 

desarrollo embrionario. 

minación de gran cantidad de agua, ta l 
como se ha señalado para otros anfi
bios (22) . 

Además de los intercambios de agua 
con el medio ambiente, la embriogénesis 
de los anfibios es un período en el cual 
se producen cambios (metabólicos impor
tantes, como las variaciones que se obser
van en las proteínas (Fig. 5 ) , en la acti
vidad arginásica (Fig. 4) y en los ácidos 
nucleicos (23, 24, 25, 26, 27, 28). 

Los principales cambios cuantitativos 
de las proteínas 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 e ) las 
75 a 100 horas. 

a) En este período se observan una se
rie de cambios morfofuncionales en rela
ción con la fecundación: la penetración 
del espermio, modificaciones del citoplas
ma cortical y levantamiento de la mem
brana vitelina, además de la rotación del 

30 60 90 120 
HORAS 

Fig. 5: Cantidad de proteínas durante la embriogéne
sis de Bufo spinolosus. proteínas del sobre
nadante; proteínas del sedimento; proteínas 

de ambas fracciones sumadas (proteínas totales). 

huevo. Contemporáneo con estos fenóme
nos es el aumento cuantitativo de las pro
teínas, lo que no significa necesariamente 
que sea su consecuencia. Por otra parte, 
la curva alcanza u n nivel que se mantie
ne constante durante la segmentación y 
la blastulación. 

b) Una nueva elevación de esta curva 
comienza a producirse en la gastrulación 
y culmina durante la neurulación (45 a 
75 horas). En otros anfibios se ha obser
vado, en este período, activa síntesis pro
teica (23) , especialmente de ribonucleo-
proteínas y de proteínas contráctiles, que 
proporcionan elasticidad a las células que 
deben moldear las estructuras axiales más 
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 proteolíticas (21) . Este fenóme
no podría tener relación con la síntesis 
proteica que se ha observado en este pe
ríodo en este trabajo, pues dichas enzi
mas participan en la hidrólisis de las pro
teínas del vitelo, contribuyendo así a la 
mantención del "pool" de aminoácidos del 
embrión (21, 23) . Como se sabe, el vitelo 
contiene una alta concentración de fosfo-
proteínas, que proporcionan materias pri
mas para la síntesis proteica (29) . 

c) A part ir de las 75 horas, el nivel de 
las proteínas totales decae notablemente 
(Fig. 5) . Esta declinación podría es tar re
lacionada con la disminución de las re
servas de vitelo que ocurre a fines de la 
neurulación (alrededor de las 90 horas) , 
lo que provocaría un retardo en los proce
sos de síntesis y crecimiento (21) . Ade
más se ha encontrado una disminución 
del nitrógeno total del embrión y un au
mento del amoníaco excretado al medio 
de cultivo en las etapas finales de la em
briogénesis de B. vulgaris (9 ) . Esta dis
minución del nitrógeno se debería, en 
parte, a la salida de enzimas que hidroli-
zan las envolturas del embrión durante 
la eclosión. Probablemente, la disminu
ción del nivel de proteínas totales que 
hemos observado en este período esté en 
relación con otros cambios metabólicos 
que no son aún bien conocidos. 

No sólo se han observado cambios cuan
titativos en las proteínas embrionarias, 
sino también cualitativos. Las variacio
nes más notorias de la actividad arginá
sica se encuentran en los mismos tres pe-
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ríodos que en el caso de las proteínas 
(Fig. 4 ) . Estos cambios en la arginasa 
concuerdan en pr imer lugar con una cre
ciente eliminación de urea al medio de 
cultivo, observada durante la embriogé-
nesis de B. vulgaris, alcanzando un máxi
mo cerca del final de la neurulación y 
declinando hacia la eclosión (9); esta ex
creción de urea al medio de cultivo su
giere la aparición de otras enzimas del 
ciclo de la ornitina, además de la argi
nasa, duran te el desarrollo embrionario. 
Los cambios de la arginasa concuerdan 
también con el hallazgo de una cierta ac
tividad arginásica a part i r de la gastru-
lación que aumenta hacia el estado de 
pre-eclosión, observada en Hynobius lee-
chii, un urodelo (10). 

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

Se plantea el problema de cuál sería la 
función que desempeñaría la arginasa en 
los comienzos del desarrollo. No se ha 
efectuado un estudio enzimático completo 
del ciclo de la ornitina en la embriogéne
sis de anfibios, de modo que no podría 
afirmarse categóricamente que la eleva
ción que experimenta la arginasa vaya 
acompañada de aumento en la actividad 
de las otras enzimas. En todo caso, no pue
de negarse la posibilidad de que en este 
período funcione este ciclo, completo o 
incompleto, y que su actividad tenga que 
ver con el aporte de materias primas pa
ra la síntesis de otras sustancias (Fig. 1) , 
además de la ureogénesis. 

Estas posibilidades podrían resumirse 
así: 

1) Las variaciones de la urea excreta
da al medio de cultivo encontradas en B. 
vulgaris (a part ir del estado de blástula) 
(9) coinciden con las variaciones de la 
actividad arginásica que hemos encontra
do, lo que pone de manifiesto la relación 
entre urea producida y actividad argi
násica. No hay que olvidar, sin embargo, 
que a par t i r de la aparición del brote 
caudal el nitrógeno se excreta en su ma
yor parte en forma de amoníaco (9) , al
canzando éste valores 10 o más veces su

periores a la urea excretada en ese mis
mo período. 

2) En el desarrollo embrionario del sa
po se producen modificaciones cuantita
tivas y cualitativas de las proteínas, tal 
como lo indican las Figs. 4 y 5, el des
censo del nitrógeno total (9) y las va
riaciones de las enzimas proteolíticas 
(21). Además, es sabido que la arginina 
es un aminoácido esencial para la sín
tesis proteica y, en particular, de las nu-
cleoproteínas que poseen una par te pro
teica de carácter básico (30, 31, 32). 

3) También el metabolismo de los áci
dos nucleicos de los anfibios en desarrollo 
revela variaciones importantes (23, 25, 
26) y se sabe que el ciclo de la ornitina 
está relacionado con la biosíntesis de las 
bases nitrogenadas purínicas y pirimidí-
nicas. El arginín-succinato puede trans
formarse en anhídrido arginino-succínico 
(33) el cual al desdoblarse puede dar 
ácido dihidro orótico, molécula básica en 
la síntesis de las .pirimidinas, y ornitina, 
que puede volver al ciclo o bien transfor
marse en semi-aldehido glutámico y éste 
llegar a glutamina, sustancia que aporta 
los átomos de nitrógeno números 3 y 9 
de la molécula purínica (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
dición ureotélica del adulto (lo que es 
muy probable) , seguramente tiene más 
relaciones con la biosíntesis de proteínas 
y de nucleótidos que con la ureogénesis, 
ya que ésta no es muy importante en esos 
períodos por cuanto la mayor par te del 
nitrógeno se elimina como amoníaco. En 
los urodelos el ciclo ureogenético proba
blemente tiene relaciones similares con 
los procesos de biosíntesis de proteínas y 
de nucleótidos. 

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 environment. 

The total amount of protein increased 



ARGINASA E N EMBRIOGENESIS DEL SAPO 251 

during the first 3 hours (Fig. 5) until a 
level which remained constant during 
cleavage and blástula 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 1O0 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 blástula stage (Fig. 4 ) . 
An increase was observed from 45 to 100 
hours. Modifications in arginase activity 
should be related not only wi th the eli
mination of nitrogen during embryogene-
sis, since it is excreted mainly as ammonia 
in this period, but also wi th some biosyn-
thetic processes. This interpretation is 
supported by the relations of urea cycle 
wi th the synthesis of proteins, specially 
basic, and nucleotide synthesis (see Fig. 1). 
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