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Abstract

Liver ureagenesis and gluconeogenesis are essential metabolic functions in ruminants. These metabolic processes are more
intensive in ruminants than other mammals, especially on grazing ruminants or those supplemented with nitrogen because they
absorb large amount of the ammonia produced in the rumen and only small amounts of the intestinal glucose. Diets based on
the use of forages with a high content of crude protein, rapidly degradable in the rumen, or the supplementation with non-protein
nitrogen, increases the ruminal production of ammonia. The excess of ammonia is absorbed and metabolized to urea by the
liver. The production of large amounts of ammonia in the rumen and its subsequent absorption can exceed the liver capacity
to metabolize urea causing an overcharge in the urea cycle, demanding a large amount of a-ketoglutarate and oxalacetate to
produce glutamate and aspartate. Under this condition the gluconeogenic capacity of the organism is altered because these
metabolites are also required in the Krebs cycle and gluconeogenesis. The relationships between liver ureagenesis and gluco-
neogenesis in ruminants fed a high content of nitrogen are reviewed.
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Resumen

Los rumiantes alimentados con forrajes de elevado contenido de proteina rapidamente degradable en el rumen o suplementa-
dos con nitrdgeno no proteinico, absorben cantidades sustanciales de amonio en el rumen y muy poca glucosa en el intestino,
en circunstancias que requieren mantener una adecuada capacidad ureagénica y gluconeogénesis para sostener su eficiencia
productiva. En esta condicién se eleva la produccién de amonio ruminal, el cual se absorbe y posteriormente se metaboliza por
el higado en urea. Las elevadas concentraciones de amonio en el rumen pueden sobrepasar la capacidad hepatica de sintetizar
urea, lo que provoca una sobrecarga en el ciclo de la urea y demanda una excesiva cantidad de a-cetoglutarato y oxalacetato
parala formacién de glutamato y aspartato, metabolitos que también son requeridos en el ciclo de Krebs y en la via gluconeogéni-
ca, alterando con ello la capacidad gluconeogénica del organismo. El trabajo recopila y analiza las interrelaciones entre la urea-
génesis y gluconeogénesis hepatica en rumiantes en condiciones de pastoreo con forrajes de elevado contenido de proteinas.
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Introduction

uminant fed diets with a high content of crude

protein, rapidly degradable in the rumen,

increase the production of ruminal ammonia,
which is absorbed and then metabolized to urea by the
liver. Ureagenesis is linked to the Krebs cycle and to
hepatic gluconeogenesis through metabolites such as:
aspartate, oxaloacetate, ketoglutarate and glutamate.
The high concentrations of ammonium in the rumen
produce an overcharge on ureagenesis due to the
excessive demand of intermediaries of the urea cycle
that come from precursors shared with the Krebs cycle
and the gluconeogenic path. Therefore, the increase
in the production of ruminal ammonium compromises
the ureagenic capacity of the liver, interfering on the
hepatic gluconeogenesis and the energy balance of
the animal.

Protein degradability in ruminants

The dietary nitrogen (N) of the ruminant is present in
the food as proteins, amino acids and non-protein ni-
trogen compounds (NNP). Among these, urea, ammo-
nia salts, nitrates and nucleic acids of vegetal or animal
origin stand out."? In the rumen, most of the rapidly
degradable proteins (RDP) contained in the food are
transformed by ammonization to NNP, mainly to am-
monium (NH,"), a product of the bacterial fermenta-
tion process, and it serves as the main N source in the
microbial protein synthesis.?

When there is an unbalance between the energy in-
take and RDP, caused by a limited provision of energy
or high RDP diets, the concentration of ruminal NH,*
increases since the capacity of the ruminal microbiota
for using itis exceeded; its accumulation turns alkaline
the ruminal pH (NH,, [NH," + OH ¢> NH, + H,0]).*®
On the other hand, the ruminal pH interferes on the
absorption of NH, produced in the rumen; the more
alkaline the ruminal pH (higher than 7.5) the higher
the speed of absorption, due to the highest conver-
sion of NH," into NH,, which is liposoluble and easily
absorbed by the ruminal wall."® pH values under 6.7,
as observed in cows fed diets with a moderate to high
content of non-structural carbohydrates, increases the
formation of NH,*, which is hydro soluble and, conse-
quently, presents a slow ruminal absorption."” There-
fore, under conditions of ruminal alkalinization, such
as fasting, diets with high fiber content or low soluble
carbohydrate content, or NNP intake, there is a predis-
position to increase the NH, absorption.®
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Introduccion

as dietas de los rumiantes con elevado contenido

de proteina cruda rapidamente degradable en el

rumen eleva la producciéon de amonio ruminal,
el cual se absorbe y posteriormente metabolizado por el
higado en urea. La ureagénesis estd conectada al ciclo
de Krebs y a la gluconeogénesis hepatica por medio de
metabolitos como aspartato, oxalacetato, cetoglutarato
y glutamato. Las elevadas concentraciones de amonio
en el rumen generan una sobrecarga en la ureagénesis
por la excesiva demanda de intermediarios del ciclo de
la urea, los cuales provienen de precursores que son
compartidos con el ciclo de Krebs y via gluconeogénica.
Asi, el aumento en la producciéon de amonio ruminal
compromete la capacidad hepdtica ureagénica,
interfiriendo negativamente sobre la gluconeogénesis
hepatica y balance energético del animal.

Degradabilidad proteinica en rumiantes

El nitrégeno (N) presente en los alimentos que com-
ponen la dieta de los rumiantes se presenta en forma
de proteinas, aminoacidos y compuestos nitrogenados
no proteinicos (NNP). Entre estos ultimos destacan la
urea, sales de amonio, nitratos y dcidos nucleicos de
origen vegetal o animal."” En el rumen, gran parte de
las proteinas rapidamente degradables (PRD) presen-
tes en los alimentos son transformadas por amonifi-
cacion a NNP, principalmente amonio (NH,"), resul-
tante del proceso fermentativo bacteriano, sirviendo
como principal fuente de N en la sintesis de proteina
microbiana. EI NH,* es el principal producto de ori-
gen nitrogenado resultante del proceso fermentativo
bacteriano y utilizado como la principal fuente de N
para la sintesis de proteina microbiana.”

Cuando existe un desequilibrio entre la ingesta
de energia y PRD, producto de un aporte limitado en
energia o elevado de PRD, la concentraciéon de NH,*
ruminal se incrementa ya que se excede la capacidad
de la microbiota ruminal para utilizarlo; su acumu-
lacién alcaliniza el pH ruminal e incrementa la for-
macién del amoniaco (NHS, [NH," + OH &< NH, +
H,0]).* Por otro lado, el pH ruminal interfiere en la
absorcion del NH, producido en el rumen; cuanto mas
alcalino el pH ruminal (superior a 7.5) mayor es la ve-
locidad de absorcién, debido a la mayor conversion de
NH," en NH,, que es liposoluble y facilmente absorbi-
do por la pared ruminal."® Valores de pH inferiores a
6.7, como sucede en animales alimentados con dietas
de moderado a alto contenido de carbohidratos no es-
tructurales, incrementan la formaciéon de NH,*, el cual
es hidrosoluble y, consecuentemente, presenta una
lenta absorcién ruminal.’” Es asi que, en condiciones



Ammonium metabolism

The plasma concentration of NH,* increases rapidly af-
ter food intake, reaching a peak 2 or 3 hours after feed-
ing, this time varies according to the type of food.”!
Ruminants supplemented with NNP, such as urea,
show a peak in the production of ruminal NH,* during
the first hour after feeding." The toxic effect of NH,*
in mammals is controlled by the liver converting NH,*
in a non-toxic metabolite and its excretion.®”'? After
absorption, the NH* reaches the liver via the portal
vein, where it is transformed to urea, a compound 40
times less toxic.! The remaining NH 5> non-metabo-
lized to urea, is incorporated to glutamine which has
two amino groups that make it a non-toxic carrier for
NH,, favoring its excretion through urine."

The liver presents certain peculiarities regarding the
NH,* metabolism due to its heterogeneity in morphol-
ogy and biochemical characteristics. Periportal hepato-
cytes primarily receiving blood from the afferent portal
vein contain the five ureagenic enzymes and the mito-
chondrial glutaminase (glutamine = glutamate); also,
they are responsible for the gluconeogenesis. The peri-
venous hepatocytes are distributed around the hepatic
efferent vein and do not present ureagenic enzymes or
mitochondrial glutaminase. However, they have the cy-
tosolic glutamine synthetase enzyme (GS) that converts
glutamate to glutamine, and the X carrier so that glu-
tamate and aspartate can enter the cell.!*!

This sequential organization allows an effective
metabolization and removal of the flowing NH,*, since
the NH,*that was not metabolized in the periportal he-
patocytes arrives to the perivenous hepatocytes, where
it is incorporated to glutamine. In functional terms,
ureagenesis and syntheses of glutamine present differ-
ences; ureagenesis is a system of low affinity and high
detoxification capacity for NH ", while the glutamine
synthesis shows high affinity, but low capacity to de-
toxify NH,*. In physiological concentrations of NH *
(200-300 uM /1), near 2/3 of NH," is converted to urea
and 1/3 in glutamine. ' Studies with the addition of
NH,* in ovine hepatocytes show a similar liberation of
N via urea or glutamine."

In ruminants, the efficacy of removal of NH,* as
urea or glutamine ensures that approximately 98% of
NH,* contained in the portal vein is removed when it
passes through the liver. Therefore, these systems are
considered vital in order to keep a low ammonemia in
the peripheral blood."

Ureagenesis

Ureagenesis is particularly important in grazing ru-
minants, since more than 60% of the plasma urea

que favorezcan la alcalinizacién ruminal como ayuno,
dietas con elevado contenido de fibra, o con bajo con-
tenido de carbohidratos solubles, o la ingesta de NNP,
predisponen al incremento de la absorcion del NH,.*

Metabolismo del amonio

La concentracion de NH,* en el plasma se eleva rapida-
mente después de la ingestion del alimento, alcanzan-
do un maximo a las 2 o 3 horas después de la alimen-
tacion, tiempo que varia segin el tipo de alimento.”!
Los rumiantes suplementados con NNP, como urea,
presentan un pico en la producciéon de NH," ruminal
en la primera hora posterior a la racién.' El efecto
toxico del NH," en los mamiferos es controlado me-
diante un mecanismo de conversion por el higado, a
productos no téxicos y de excrecién.® 2 Después de la
absorcion, el NH *llega al higado via vena porta, don-
de gran parte se convierte en urea, compuesto 40 ve-
ces menos toxico.' El NH . restante, no metabolizado
a urea, es incorporado a glutamina, que por contener
dos grupos aminos sirve como transportador no téxico
del NH,', favoreciendo su excrecion en la orina."

El higado, por su heterogeneidad en morfologia y
caracteristicas bioquimicas, presenta algunas particula-
ridades en relacion con el metabolismo del NH,*. Los
hepatocitos periportales, que primeramente reciben la
sangre de la vena porta aferente, contienen las cinco
enzimas ureagénicas, y la glutaminasa mitocondrial
(glutamina = glutamato); ademas, son los respon-
sables de la gluconeogénesis. Los hepatocitos perive-
nosos, que se distribuyen en torno a la vena eferente
hepdtica, no presentan las enzimas ureagénicas ni la
glutaminasa mitocondrial. Sin embargo, ellos poseen
la enzima glutamina sintetasa citosélica (GS), que con-
vierte glutamato en glutamina, y el transportador X,
para el ingreso a la célula del glutamato y aspartato.'*'°

Esta organizacion secuencial permite una eficien-
te metabolizaciéon y remociéon del NH,* circulante, ya
que el NH," no metabolizado en los hepatocitos peri-
portales llega a los hepatocitos perivenosos, donde es
incorporado a glutamina. En términos funcionales, la
ureagénesis y la sintesis de glutamina presentan dife-
rencias; la ureagénesis es un sistema de baja afinidad
y con alta capacidad desintoxidante para NH,*, mien-
tras que la sintesis de glutamina presenta alta afinidad,
pero baja capacidad para desintoxicar el NH,". En
concentraciones fisiologicas de NH,* (200-300 uM/1),
cerca de 2/3 del NH,' es convertido en ureay 1/3 en
glutamina.'® Estudios con la adicion de NH," en he-
patocitos ovinos demuestran una liberaciéon semejante
de N via urea o glutamina."

En rumiantes, la efectividad de la remocion del
NH,” como urea o como glutamina, asegura que
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can be originated from the ruminal NH*and up to
98% of the diet N can be transformed to NH," in the
rumen.'”!8

The synthesis of urea involves a sequence of bio-
chemical reactions that are controlled by ureagenic
enzymes. In mammals, the liver is the only organ that
has all the necessary enzymes for ureagenesis, using
different N sources for synthesis of urea through con-
densation, deamination and transamination.'>!”1?

The syntehsis of 1 mol of urea requires 1 mol of
NH," and 1 N a-amino from aspartate; its energy cost
varies depending on the origin of N, the ATP balance
and the nicotinamine adenine dinucleotide (NADH)
produced during the regeneration of oxaloacetate
from cytosolic malate generated by the fumarate liber-
ated in the urea cycle.???!

The synthesis of urea is a cyclic process where orni-
thine is consumed in the 2" reaction and it is regener-
ated in the 5", avoiding the occurrence of a net loss or
gain of citrulline, argininosuccinate or arginine. In the
meanwhile, NH /, CO2 and aspartate are consumed
(Figure 1).121

The first step towards the synthesis of urea is the
condensation of CO2, NH,* and ATP to form carbam-
oyl phosphate (CbP), where ATP serves as a source of
energy. This reaction is catalyzed by the CPS-I. The
coordinate action of the auxiliary enzyme of the ure-
agenesis, glutamate dehydrogenase (GD; EC: 1.4.1.2)
together with the CPS-I, transfer the N to form inter-
mediary product CbP, with high transfer potential of
NH, for the urea cycle."*'” When the N source (first
N) for the ureagenesis comes from the ruminal NH *
the energy cost is 1 ATP, in turn when it comes from
the glutamate the balance is positive, of 2 ATP.

The next step of the cycle is the CbP catalysis,
which adds to ornithine, through the enzyme L-orni-
thine transcarbamoylase (OTC; EC: 2.1.3.3), to form
citrulline. This reaction takes place in the mitochon-
drial matrix, where citrulline migrates to cytosol. The
citrulline joins aspartate, via the amino group, to form
argininosuccinate, a reaction catalyzed by argininosuc-
cinate synthetase (AAS; EC: 6.3.4.5). In this reaction,
the aspartate donates a second N for the synthesis of
urea, a reaction that requires an ATP. '*!9 On the oth-
er hand, the cost to form aspartate is 3 ATP when it
comes from alanine (2 alanine + CO, + 3ATP — 2 py-
ruvate + urea + 2 ADP + 2Pi + AMP + PPi) or glutamine
(glutamine + CO, + NADH + 3 ATP — oxoglutarate +
urea + NAD + 2 ADP + 2Pi + AMP + PPi).%

The next reaction is a reversible break catalyzed by
arginine succinase which retains the N from arginino-
succinate and liberates the skeleton of the aspartate
forming fumarate and arginine. The final reaction of
the urea cycle is the hydrolitic division of the arginine
catalized by the hepatic arginase (EC: 3.5.3.1), and the
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aproximadamente 98% del NH,* presente en la vena
porta sea removido durante su paso por el higado. De
modo que esos sistemas son considerados vitales para
la manutencién de una baja amonemia en la sangre
periférica.'

Ureagénesis

En los rumiantes de pastoreo, la ureagénesis es de
particular importancia, ya que mas del 60% de la urea
plasmatica puede ser originada del NH,' ruminal, y
hasta 98% del N dietético puede ser transformado en
NH,' en el rumen.'”"

La sintesis de la urea involucra una secuencia de
reacciones bioquimicas, controladas por las enzimas
ureagénicas. En mamiferos, el higado es el dnico 6r-
gano que posee todas las enzimas necesarias para la
ureagénesis, utilizando distintas fuentes de N para la
formacion de la urea por medio de condensacion,
deaminacién y transaminacién.'#!71?

La sintesis de 1 mol de urea requiere 1 mol de
NH,"y 1 N a-amino proveniente del aspartato; su cos-
to energético varia dependiendo del origen del N, del
balance de ATP y de nicotinamina adenina dinucleo6-
tido (NADH) producido durante la regeneracion de
oxalacetato a partir del malato citosélico generado del
fumarato liberado por el ciclo de la urea.?**

La sintesis de urea es un proceso ciclico donde la
ornitina es consumida en la 2 reaccién y regenerada
en la 5%, propiciando que no ocurra pérdida neta o
ganancia de citrulina, arginosuccinato o arginina.
Entretanto, el NH ', CO2 y aspartato son consumidos
(Figura 1).'2"

El primer paso para la sintesis de urea es la con-
densacion de CO2, NH,"y ATP para formar carbamoil
fosfato (CbP), en la que un ATP sirve como fuente de
energia. Esa reaccion es catalizada por la CPS-I. La ac-
cién coordinada de la enzima auxiliar de la ureagéne-
sis, glutamato deshidrogenasa (GD; EC: 1.4.1.2) junto
con la CPS-I, transfiere el N para formar CbP producto
intermediario, con elevado potencial de transferencia
del NH,* para el ciclo de la urea."*" Cuando la fuen-
te del N (primer N) para la ureagénesis proviene del
NH,* ruminal sin formacion de glutamato el costo
energético es de 1 ATP, a su vez cuando proviene del
glutamato el balance es positivo, de 2 ATP.

El préoximo paso del ciclo es la catalisis del CbP, el
cual se adiciona a la ornitina, por la enzima L-ornitina
transcarbamoilasa (OTC; EC: 2.1.3.3), para formar ci-
trulina. Esa reaccion ocurre en la matriz mitocondrial,
de donde emigra la citrulina al citosol. La citrulina se
une al aspartato, via el grupo amino, para formar ar-
ginosuccinato, reacciéon catalizada por la arginosucci-
nato sintetasa (AAS; EC: 6.3.4.5). En esa reaccion, el
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consequent liberation of urea.'*® The liberated fuma-
rate remains available to form oxalacetate in the Krebs
cyle (Figure 1), a path that forms 3 ATP.

When there is an unbalance in the availabity of
intermediaries of the urea cycle, the removal of NH '
decreases and it accumulates in tissues.”'*** There are
specific mechanisms to reduce the risk of NH," accu-
mulation, for example, in the periportal hepatocytes,
the K_ of mitochondrial GD strongly favors the syn-
thesis of glutamate from NH," and oxoglutarate. In
ureagenesis via NH,*, the ammonia N can enter the
urea cycle through the N of either the CbP or the as-
partate.! The latter depends on the synthesis of glu-
tamate from NH,*, oxoglutarate, ketoglutarate and
NADH. The glutamate is probably the main donor of
intermediary-N for aspartate.** This GD action, when it
joins to aspartate, via AST (aspartate aminotransferase;
EC: 2.6.1.1), transfers the NH," to the mitochondrial
aspartate, an important path when the extraction of
this exceeds the aminoacidic catabolism. This prob-
ably occurs under physiological circumstances in ru-
minants fed fresh forage or silage with a high content
of ammonia N.'»#20

In studies using ovine hepatocytes incubated with
"NH, it was demonstrated the possibility of producing
lr"N—urea determining that "NH, can be transferred to
aspartate.”*” During a NH,* overcharge, 32% of the
aspartate can be derived from NH,* ** Other studies
with “NH, incubated hepatocytes indicate that gluta-
mate and aspartate are similarly enriched with "NH,,
confirming that the auxiliary enzymes of ureagenesis,
GD and AST, are involved in the detoxification of NH '
in ruminants."

The aspects that differentiate ruminants from
monogastric are the higher enzyme activities of OTC,
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aspartato dona el segundo N para la sintesis de urea,
reaccion que requiere un ATP.'*! Por otro lado, el cos-
to para la formacion del aspartato es de 3 ATP cuando
proviene de alanina (2 alanina + CO, + 3ATP — 2 pi-
ruvato + urea + 2 ADP + 2Pi + AMP + PPi) o glutamina
(glutamina + CO, + NADH + 3 ATP — oxoglutarato +
urea + NAD + 2 ADP + 2Pi + AMP + PPi).*

La reaccién subsiguiente es un quiebre reversible,
catalizado por la arginino succinasa, la cual retiene el
N del arginosuccinato y libera el esqueleto del asparta-
to formando fumarato y arginina. La reaccién final del
ciclo de la urea es la divisién hidrolitica de la arginina
catalizada por la arginasa (EC: 3.5.3.1) hepdtica, y la
consecuente liberacién de urea.'* El fumarato libe-
rado queda disponible para formar oxalacetato en el
ciclo de Krebs (Figura 1), ruta que forma 3 ATP.

Cuando ocurren desbalances en la disponibilidad
de intermediarios del ciclo de la urea, disminuye la re-
mocién del NH,*y éste se acumula en los tejidos.”'**
Existen mecanismos especificos para reducir el riesgo
de acumulacion de NH *, por ejemplo, en los hepatoci-
tos periportales, la K, de la GD mitocondrial favorece
fuertemente la sintesis de glutamato a partir de NH,"y
de oxoglutarato. En la ureagénesis via NH,*, el N amo-
niacal puede ingresar al ciclo de la urea tanto a través
del N del CbP como del aspartato.*' Esta tltima via de
ingreso depende de la sintesis de glutamato a partir de
NH,*, oxoglutarato, cetoglutarato y NADH. El glutama-
to probablemente es el principal donador del N-inter-
mediario para aspartato.* Esa accién de la GD, cuando
se acopla al aspartato, via AST (aspartato aminotrans-
ferasa; EC: 2.6.1.1), transfiere el NH," al aspartato mi-
tocondrial, ruta importante cuando la extracciéon de
éste excede al catabolismo aminoacidico. Lo anterior
probablemente ocurre en circunstancias fisiolégicas de
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arginase and GD, suggesting they have a greater capac-
ity to detoxificate NH," via the urea cycle.”

It is still not completely clear if ureagenesis is ac-
tively or passively controlled, or which are the factors
involved. It is known that concentrations and activities
of the urea cycle enzymes can control ureagenesis, for
example the increase in the AAS activity after a short
time of high protein feeding, apparently decreases the
toxicity due to urea, and that metabolic acidosis reduc-
es the ureagenesis.'

Glucagon leads to a decrease in N retention and
consequent synthesis of urea. At the same time, insulin
diverts amino acids towards the anabolism of periph-
eral tissues; however, in vivoinsulin actions on the urea
cycle are not clear.”'?

Subclinical hyperammonemia

Hyperammonemia occurs when the portal flow of
NH," exceeds the capacity of hepatic capture. As a
consequence of a high protein intake, there is a rapid
accumulation of NH " in the rumen, increasing its ab-
sorption. When the animals are not previously adapted
to diets with a high content of proteins or when the
amino acids of the urea cycle are limited, the hepatic
capacity to metabolize urea is exceeded, producing
hyperammonemia with accumulation of NH," in the
tissues, which is toxic, since its tissue concentration is
over 50 times higher than in blood.”

Hyperammonemia is characterized by an increase of
the concentration of blood NH,* and hyperglycemia.**!
It has been demonstrated that hyperglycemia, due to hy-
perammonemia in ruminants, is associated with hepatic
glycogenolysis, reduction of the use of peripheral glu-
cose, and decreased pancreatic secretion of insulin.*"*
The subclinical intoxication by NH,* reduces plasma
concentration of insulin in ovines® and heifers,” prob-
ably due to the inhibition of insulin secretion.*-*

The physiological limits of the plasma concen-
trations of NH," in bovines range between 7 and
95 pM/1%* and 76 to 164 pM/1 in the peripheral
blood of ovine.*® There is a subclinical intoxication in
bovines when the arterial concentrations of NH " are
higher than 190 uM/1.%2

There are few studies regarding the in vivo maxi-
mum hepatic capacity of the lactating dairy cow to
metabolize NH,". Apparently, the maximum capacity
of NH," extraction is approximately 1.84 mM of NH,/
min/kg of liver,’” amount that is equivalent to the in-
take of 29 g of N/d for a 40 kg ovine (1.05 g N/kg"?)
and of 435 g of N/day, for a 600 kg bovine (1.37 g N/
kg9) 258

The hepatic capacity to metabolize NH,' to urea
can be exceeded in animals fed with a high amount
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rumiantes alimentados con forrajes frescos y ensilajes
de elevado contenido de N amoniacal.!>%:26

En estudios donde se utilizaron hepatocitos ovinos
incubados con "NH, se demostr6 la posibilidad de
produccion de ""N-urea, determinando que el "NH,
puede ser transferido al aspartato.?**” Durante una so-
brecarga por NH,* 32% del aspartato puede ser deriva-
do del NH[;28 otros estudios con hepatocitos incuba-
dos con 15NH3 indican que el glutamato y el aspartato
se enriquecen similarmente con 15NH?), confirmando
que las enzimas auxiliares de la ureagénesis, GD y AST,
estdn involucradas en la desintoxificacion del NH,* en
los rumiantes.'®

Como se sabe, los aspectos que diferencian a los
rumiantes de los monogastricos es la actividad enzima-
tica mas elevada de la OTC, arginasa y GD, sugiriendo
que tienen una mayor capacidad de desintoxicar NH *
via el ciclo de la urea.?

Todavia no esta completamente esclarecido si la
ureagénesis es activa o pasivamente controlada, y cua-
les son todos los factores involucrados. Se sabe que las
concentraciones y actividades de las enzimas del ciclo
de la urea pueden controlar la ureagénesis, por ejem-
plo el aumento de la actividad de la AAS después de
un corto tiempo con alimentacion elevada en protei-
na, aparentemente disminuye la toxicidad por urea,
y que la acidosis metabélica reduce la ureagénesis.'

El glucagén conduce a una disminucion de la re-
tenciéon de N y consecuente sintesis de urea. A su vez,
la insulina desvia los aminoacidos en direccion al ana-
bolismo de tejidos periféricos, no obstante, las accio-
nes de la insulina sobre el ciclo de la urea no estan

esclarecidos in vivo.”'®

Hiperamonemia subclinica

La hiperamonemia ocurre cuando el flujo portal
de NH," excede la capacidad de captacion hepatica.
Como consecuencia de una elevada ingesta de pro-
teinas, se produce una rapida acumulacion de NH_*
en el rumen, aumentando su absorcion. Cuando los
animales no estdn previamente adaptados a dietas con
alto contenido de proteinas o cuando los aminodcidos
del ciclo de la urea son limitados, se sobrepasa la ca-
pacidad hepatica de metabolizacién a urea, por lo que
se produce una hiperamonemia con acumulacién de
NH," en los tejidos, donde ejerce toxicidad, ya que las
concentraciones tisulares de éste son unas 50 veces su-
periores a las sanguineas.”

La hiperamonemia estd caracterizada por una ele-
vacion de las concentraciones de NH," sanguineas e
hiperglucemia.”*® Se ha demostrado que la hiperglu-
cemia debido a la hiperamonemia en rumiantes esta
asociada con una glucogendlisis hepdtica, reduccion



of RDP, which produces daily fluctuations in the NH_*
production, or by the excessive absorption of amino
acids.?® The lag time of the organism to adjust the
enzyme metabolic pathway, needed to cope with an
increase of NH,* and consequently to produce an in-
crease of blood urea concentration, is one week.*

Gluconeogenesis in the ruminant

Gluconeogenesis is a term that includes all the mecha-
nisms and metabolic ways responsible for the conver-
sion of non-carbohydrate origin substances to glucose
or glycogen. The liver and the kidneys are the two
tissues capable of carrying out the gluconeogenesis,
since they contain all the gluconeogenic enzymes.*

Gluconeogenesis is particularly relevant in grazing
ruminants, especially those fed with fiber rich forag-
es, because their digestive tract absorbs insignificant
amounts of glucose and their capacity of storing gly-
cogen in the liver is limited.*” The requirement of glu-
cose by the central nervous system, gestation and lacta-
tion in ruminants can be higher than in monogastrics,
as it is observed in high producing dairy cows. Approx-
imately 60% of the glucose in a lactating ruminant
is used for the synthesis of lactose.>***! For example,
2200g of glucose are needed to produce 30 liters of
milk; ** therefore, gluconeogenesis becomes more im-
portant when there is an increase in milk production.

The non-gluconeogenics volatile fatty acids acetate
and butyrate are the largest sources of absorbable en-
ergy in ruminants and propionate is the main gluco-
neogenic precursor. Meanwhile, glycerol, lactate and
valerate are also gluconeogenics, but their production
is not enough to cover the gluconeogenic require-
ments.*”*" However, during fasting periods, glycerol
and glucogenic amino acids are the main precursors
of glucose.***

Lactate comes from the anaerobic glycolysis and
from propionate metabolized at the ruminal epitheli-
um, and originates glucose via the Cori cycle, entering
the Krebs cycle as piruvate, which is carboxilated to ox-
aloacetate.** On the other hand, propionate enters
the Krebs cycle via succinyl-CoA. The glycerol from lip-
id mobilization originates glucose in the liver and the
kidneys. During periods of fasting or high demand,
when the degradation of stored lipids increases, the
gluconeogenesis via glycerol increases. This amount
would increase from 5% in ovine fed a balanced diet®
to 23% during fasting.*’

The role of amino acids in the gluconeogenesis of
cows and sheep can represent between 5-30% of the
total glucose production.**™* The conversion of ami-
no acids to glucose occurs in the liver of the ruminant,
and to a lesser extension in the kidney. Most of the

de la utilizacion periférica de glucosa, y disminuida
secrecion pancredtica de insulina.’*?? La intoxicacion
subclinica por NH,*reduce la concentracion plasmati-
ca de insulina en ovinos™ y novillos,” probablemente
por inhibicién de la secrecion de insulina.?*

Los limites fisiol6gicos de las concentraciones plas-
maticas de NH," en bovinos estan entre 7y 95 uM/1>%
y de 76 a 164 pM/1 en sangre periférica de ovinos.*
Se considera una intoxicacién subclinica por NH,* en
bovinos, cuando las concentraciones de NH* arterial
son superiores a 190 pM /1.3

La méxima capacidad hepdtica de la vaca lechera
en lactancia para metabolizar NH,* esta poco estudia-
da in vivo. Aparentemente, la maxima capacidad de
extraccion de NH* es aproximadamente 1.84 mM de
NH,/min/kg de higado,” cantidad equivalente a la in-
gesta de 29 g de N/d para un ovino de 40 kg (1.05 g
N/kg"%) y de 435 g de N/dia, para un bovino de 600
kg (1.7 g N/kgo.s)).za,ss

La capacidad hepdtica para metabolizar el NH " a
urea puede ser sobrepasada en animales alimentados
con alto suministro de PRD, en los que se producen
fluctuaciones diarias en la produccion de NH *, o bien
por excesiva absorcién de los aminodcidos.” El orga-
nismo requiere de una semana para realizar sus ajustes
metabdlicos enzimaticos que permitan que el aumen-
to del NH * se traduzcan en aumento de las concentra-
ciones de urea en sangre.”

Gluconeogénesis en el rumiante

Gluconeogénesis es el término que incluye todos los
mecanismos y vias responsables de la conversion de
sustancias no originarias de carbohidratos a glucosa o
glucégeno. El higado y los rinones son los dos tejidos
capaces de realizar gluconeogénesis, pues contienen
todas las enzimas gluconeogénicas.”

La importancia de la gluconeogénesis en rumian-
tes de pastoreo alimentados principalmente con forra-
jes ricos en fibra, se debe a que su organismo absorbe
cantidades insignificantes de glucosa por el tracto di-
gestivo y su capacidad de almacenamiento de gluco-
geno en el higado es limitada.* Cuando se compara
la necesidad de glucosa en rumiantes para el sistema
nervioso central, gestacion y lactacién, con la de los
monogdstricos, se comprueba que no es inferior, sino
incluso mayor, como en el caso de vacas de elevada
produccién. Aproximadamente 60% de la glucosa del
rumiante en lactancia es utilizada para la sintesis de
la lactosa.>**! Como ejemplo, para sintetizar 30 litros
de leche se necesitan 2200 g de glucosa,* de ello se
deduce que a medida que se eleva la productividad, la
gluconeogénesis adquiere mayor importancia.

Cuantitativamente, la mayor fuente de energia ab-
sorbible en rumiantes son los acidos grasos volatiles
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amino acids from the skeletal muscle are not carried
directly to the liver as such, but are initially converted
to carrier amino acids such as alanine and glutamine in
the muscle. Glutamine and alanine are the two amino
acids mainly responsible for the glucose production in
sheep, and aspartate is also important in cows.***

The mean energy cost of gluconeogenesis is close
to that of ureagenesis (4-5 moles of ATP per mol of
formed glucose, starting from a proportion of 70%
propionate, 10% lactate and 20% amino acids as glu-
coneogenic substrates).?

Relationships between ureagenesis
and hepatic gluconeogenesis

Periportal hepatocytes are responsible of the ure-
agenesis, gluconeogenesis and glycogenolysis, and the
perivenous hepatocytes are responsible for glycolysis,
lipogenesis and synthesis of glutamine.'® The gluco-
neogenic enzymes phosphoenolpyruvate carboxyki-
nase (PEPCK, EC: 4.1.1.32), glucose-6-phosphatase
(EC:3.1.3.9), 1,6 fructose bisphosphatase (FBPase, EC:
3.1.3.11) and glucokinase (EC:2.7.1.2) are mainly lo-
calized in the hepatic periportal zone.'*52

The hepatic ureagenesis is controlled by the urea-
genic enzymes, the intermediaries of the urea cycle and
the availability of aspartate. The gluconeogenesis and
ureagenesis processes in the periportal hepatocytes'*'°
are integrated via Krebs cycle, through specific amino
acids (aspartate, glutamate, alanine) and oxaloacetate
(Figure 1).% This suggests that a higher ureagenic de-
mand can affect the gluconeogenic efficiency.

The excess of NH,*affect the gluconeogenesis from
amino acids, and propionate.”’ In vitro assays using
ovine hepatocytes treated with florizine, a substance
that induces glycosuria increasing the glucose de-
mand, demonstrate that ammonium chloride (NH,Cl)
decreases the maximum speed for conversion of pro-
pionate to glucose, affecting the capacity of the hepa-
tocytes to use propionate in the oxidation and gluco-
neogenesis.*® The conversion of propionate to glucose
in vitro decreases 30% in ovine hepatocytes treated
with NH, (0.25-0.5 mM).”* Another study reports that
the urea synthesis, stimulated by the NH,*, can reduce
in 25% the hepatic gluconeogenesis.?'

The NH,CI inhibits the conversion of alanine to
glucose in isolated ovine hepatocytes, but the mecha-
nism involved in that inhibition is unknown. The pri-
mary effect of NH,Cl in hepatocytes of rats is the con-
version of mitochondrial oxaloacetate to malate and
then to aspartate, contributing with the ureagenesis
with one N atom,” and consequently decreasing the
mitochondrial oxaloacetate and its flow for PEPCK
and, therefore, the gluconeogenesis.
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acetato y butirato, no gluconeogénicos, y propionato,
principal precursor gluconeogénico. A su vez, el glice-
rol, el lactato y el valeriato, también son gluconeogéni-
cos, pero su produccion es insuficiente para cubrir los
requerimientos gluconeogénicos.**' Sin embargo, en
periodos de carencia alimentaria, el glicerol y los ami-
noacidos glucogénicos son los principales precursores
de glucosa.***

El lactato, proveniente de la glucdlisis anaerébica y
del propionato metabolizado en el epitelio ruminal, ori-
gina glucosa via ciclo de Cori, entrando al ciclo de Kre-
bs como piruvato, que es carboxilado a oxalacetato.***
Por otro lado, el propionato entra al ciclo de Krebs via
succinil-CoA. El glicerol procedente de la movilizaciéon
lipidica origina glucosa tanto en el higado como en los
rinones. En periodos de ayuno o de elevado requeri-
miento, donde aumenta la degradacion de las reservas
lipidicas, aumenta la gluconeogénesis via glicerol. Esta
cantidad ascenderia de 5% en ovinos alimentados con
una dieta balanceada® a 23% en ayuno.*

El papel de los aminoacidos en la gluconeogénesis
en vacas y ovinos puede representar entre 5y 30% de
la produccién total de glucosa.***** La conversioén de
aminodacidos a glucosa ocurre en el higado del rumian-
te, y en menor extension, en el rinén. La mayoria de
los aminoacidos derivados del musculo esquelético no
son transportados directamente al higado como tal,
sino que inicialmente son convertidos a aminoacidos
de transporte como alanina y glutamina en el muscu-
lo. La glutamina y la alanina son los dos aminoacidos
mayormente responsables por la produccién de gluco-
sa en los ovinos, y en las vacas se suma el aspartato.***

El costo energético medio de la gluconeogénesis es
proximo al de la ureagénesis (4-5b moles de ATP por
mol de glucosa formado, partiendo de una propor-
cion de 70% de propionato, 10% de lactato y 20% de

aminodcidos como sustratos gluconeogénicos).?

Relaciones entre ureagénesis
y gluconeogénesis hepatica

Los hepatocitos periportales son responsables de la
ureagénesis, gluconeogénesis y glucogendlisis, y los
perivenosos lo son de la glucolisis, lipogénesis y sin-
tesis de glutamina.'® Las enzimas gluconeogénicas fos-
foenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK, EC: 4.1.1.32),
glucosa-6-fosfatasa (EC:3.1.3.9), 1,6 fructosa bifosfata-
sa (FBPasa, EC: 3.1.3.11) y glucoquinasa (EC:2.7.1.2)
se localizan predominantemente en la zona periportal
hepatica.'*"52

La ureagénesis hepdtica estd controlada por las en-
zimas ureagénicas, los intermediarios del ciclo de la
urea, y por la disponibilidad de aspartato. Los proce-
sos de gluconeogénesis y ureagénesis en los hepato-



The hyperammonia decreases the production and
liberation of hepatic glucose in sheep® and cows.*
The analysis of the hepatic net flows of NH,” and urea
for a wide range of intake and diets, indicate that the
quotient of ureic N synthesis for NH,* approximates
to 2, suggesting that the urea synthesis requires one
additional contribution of N aminoacidic, which is
provided by the aspartate. This contribution, even if it
allows to balance the entering of NH * to the urea cycle
as CbP,*® would reduce the availability of amino acids
for gluconeogenesis.

Lambs supplemented with a high amount of NNP
in the diet” or grazing cows on pastures with a high
content of RDP and supplemented with NNP%® show
an increase of the gluconeogenic capacity via propio-
nate,” a higher PEPCK activity and a more positive en-
ergy balance.”

On the other hand, i vitro assays with ovine hepa-
tocytes demonstrated that the propionate inhibits the
ureagenesis. The addition of propionate (1.25 mM)
to hepatocytes in the presence of NH Cl and alanine,
decreases that production of urea.*” The finding of a
marked increase in the concentrations of NH,* in the
peripheral blood of dairy cows, suggests that propio-
nate reduces the hepatic capacity to detoxify NH,*.»
Apparently, the inhibition of ureagenesis by propio-
nate occurs in one point between the fixation of NH *
and the formation of citrulline. Propionate in concen-
trations of 0.5 mM reduces 80% of the citrulline syn-
thesis through the hepatocytes mitochondria. Another
metabolic factor that reduces the ureagenesis is the
hepatic lipidosis produced by the excessive lipid mobi-
lization at the beginning of lactation.

NH, can also alter the energy metabolism and takes
to depletion of ketoglutarate and ATP.* Ovines fed
with urea have 36% less ketoglutarate, 14% piruvate
and 32% glucose 6-P, respectively, when compared to
those fed soy protein.®

On the other hand, the urea detoxification cost
and probably other cost associated with energy ex-
penses for maintenance are higher with the increase
of the N intake.® However, some ATP can be retrieved
from cells when the ketoacids formed during the ami-
noacidic deamination are oxidated through the Krebs
cycle.”? However, any requirement for the ureagenesis
caused by a low efficiency in the use of N, not only
represents a loss of N but also a potential loss of useful
energy.

Also, it is described a decrease in the activity of the
isocitrate dehydrogenase (isocitrato = cetoglutarato),
in presence of NH,". The higher ureagenic enzyme
activities in ovines supplemented with urea indicate a
higher potential of conversion and intake of ketogluta-
rate in order to preserve ornithine. Glutamate synthesis
is a requirement for the maximum formation of urea

citos periportales,'*!® se integran, via ciclo de Krebs,

por medio de aminoacidos especificos (aspartato, glu-
tamato, alanina) y oxalacetato (Figura 1).2 Lo anterior
hace suponer que una mayor demanda ureagénica
puede alterar la eficiencia gluconeogénica.

El exceso de NH,*puede afectar la gluconeogénesis
aminoacidica, asi como del propionato.?” Ensayos in
vilro con hepatocitos ovinos tratados con florizina, sus-
tancia que provoca glucosuria aumentando la deman-
da de glucosa, demuestran que el cloruro de amonio
(NH,Cl) disminuye la velocidad médxima de conver-
sion de propionato a glucosa, afectando la capacidad
de los hepatocitos para utilizar propionato en la oxida-
cién y gluconeogénesis.*® La conversion de propionato
a glucosa in vitro disminuye 30% en hepatocitos ovinos
tratados con NH, (0.25-0.5 mM).” Otro estudio indica
que la sintesis de urea, estimulada por NH*, puede
reducir la gluconeogénesis hepatica 25 por ciento.?!

ElI NH,Cl inhibe la conversiéon de alanina a gluco-
sa en hepatocitos aislados de ovinos, pero el mecanis-
mo involucrado en esa inhibiciéon no se conoce. En
hepatocitos de ratas el efecto primario de NH,Cl es la
conversion del oxalacetato mitocondrial a malato y de
éste a aspartato, con la finalidad de contribuir con un
atomo de N para la ureagénesis,” disminuyendo con-
secuentemente el oxalacetato mitocondrial y su flujo
para PEPCKYy, por lo tanto, la gluconeogénesis.

La hiperamonemia disminuye la produccion y li-
beracién de glucosa hepatica en ovejas™ y vacas.” Los
analisis de los flujos netos hepaticos de NH,* y urea
para un rango amplio de consumo vy dietas, indican
que el cociente de sintesis N ureico por NH,* se aproxi-
ma a 2, sugiriendo que la sintesis de urea requiere una
contribuciéon adicional de N aminoacidico, el que es
entregado por aspartato. Este aporte, si bien permite
equilibrar el ingreso de NH,* al ciclo de la urea como
CbP,*® reduciria la disponibilidad de aminoacidos para
la gluconeogénesis.

A su vez corderos suplementados con alto conteni-
do de NNP en la dieta” o vacas en pastoreo de prade-
ras con alto contenido de proteinas y suplementadas
con NNP™ presentan un incremento en la capacidad
gluconeogénica via propionato,” una mayor actividad
de la PEPCK y un balance energético mas positivo.”’

Por otro lado, ensayos in vitro con hepatocitos de
corderos demostraron que el propionato inhibe la
ureagénesis. La adicion de propionato (1.25 mM) a
hepatocitos en presencia de NH,Cly alanina, disminu-
ye la produccién de urea.?” El hallazgo de un marcado
aumento en las concentraciones de NH,* en sangre
periférica de vacas lecheras, sugiere que el propionato
reduce la capacidad hepatica para desintoxicar NH*.**
Aparentemente, el sitio de la inhibicién de la ureagé-
nesis por propionato ocurre en un punto entre la fi-
jacion del NH,* y la formacion de la citrulina. El pro-
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playing a important role in the N metabolism.* Approx-
imately 8% of the corporal glucose comes from gluta-
mate, so both glutamine and glutamate are substrates
that share the ureagenesis and gluconeogenesis.*”

These data show that both, ureagenesis and the
synthesis of glutamine work effectively in the N me-
tabolism with important implications for the ruminant
productivity. At the same time, both pathways can be
coped under conditions of peripheral hyperammo-
nemia, and in this situation the aminoacidic catabo-
lism can be stimulated to replace the additional need
of N-aspartate, producing an unbalance in the Krebs
cycle. Therefore, the capacity for keeping an adequate
biotransformation of NH,* depends on the availability
of aspartate and glutamate generated via oxaloacetate
and ketoglutarate.

Since the protein metabolism in ruminants is
closely related to the energy metabolism, a protein or
energy metabolic unbalance can lead to a lower pro-
ductivity performance. The magnitude of the effects
of ammonium excess on the energy metabolism is still
unknown; however, it interferes in the maximum pro-
ductive expression, resulting in a performance lower
than expected, a situation of importance in high yield-
ing dairy cows kept grazing or supplemented with
RDP, which require a full gluconeogenic capacity, or
in growing animals that need a high aminoacidic con-
tribution. The relationship between ureagenesis and
gluconeogenesis suggests that the increase of RDP or
NNP could affect gluconeogenesis negatively, a critical
situation during periods of high demand.
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pionato en concentraciones de 0.5 mM reduce 80% la
sintesis de citrulina por la mitocondria de hepatocitos.
Otro factor metabdlico que reduce la ureagénesis es
la lipidosis hepatica, producto de la excesiva moviliza-
cion lipidica al inicio de lactancia.

El NH, puede alterar el metabolismo energético,
ademas de llevar a la deplecion de cetoglutarato y de
ATP.% Los ovinos alimentados con urea poseen 36%
menos cetoglutarato, 14% de piruvato y 32% de gluco-
sa 6-P, respectivamente, que los alimentados con pro-
teina de soya.”

Por otro lado, el costo de la desintoxicacién de
la urea y, probablemente otros gastos energéticos de
mantenimiento hepatico asociados, son mayores con
el incremento de la ingesta de N.% Sin embargo, algu-
nos ATP pueden ser recuperados de las células cuan-
do los cetoacidos formados durante la deaminacién
aminoacidica se oxidan a través del ciclo de Krebs.*
No obstante, cualquier requisito para la ureagénesis
provocada por una baja eficiencia de utilizaciéon de N,
no so6lo representa una pérdida de N sino también po-
tencialmente de energia util.

Ademas, se describe una disminucion en la activi-
dad de la isocitrato deshidrogenasa (isocitrato = ceto-
glutarato), en presencia de NH,*. Las mayores activida-
des enzimaticas ureagénicas en ovinos suplementados
con urea se traducen en un mayor potencial de con-
version y de consumo de cetoglutarato con la finalidad
de conservar ornitina. El glutamato ocupa un papel
central en el metabolismo Ny su sintesis aparentemen-
te es un prerrequisito para la maxima formaciéon de
urea.” Del glutamato procede aproximadamente 8%
de la glucosa corporal,* de modo que ambos, glutami-
nay glutamato, son sustratos que comparten la ureagé-
nesis y gluconeogénesis.*”

Los antecedentes presentados senalan que tanto
la ureagénesis como la sintesis de glutamina operan
efectivamente, ejerciendo importantes implicaciones
para la productividad del rumiante. A su vez, ambas
rutas pueden ser excedidas en condiciones de hiper-
amonemia periférica y el catabolismo aminoacidico
puede ser estimulado para suplir la necesidad adicio-
nal de N-aspartato, produciendo un desequilibrio con
el ciclo de Krebs. De esa informacion se supone que
la manutenciéon de una adecuada biotransformacion
de NH,* depende de la disponibilidad de aspartato y
glutamato, generados via oxalacetato y cetoglutarato.

Como el metabolismo proteinico en rumiantes esta
intimamente relacionado con el metabolismo energéti-
co, un desequilibrio metabdlico proteinico o energéti-
co puede conducir a un menor desempeno productivo.
Todavia no se ha contabilizado la magnitud de los efec-
tos del exceso de amonio sobre el metabolismo ener-
gético; sin embargo, su exceso parece interferir en la
maxima expresion productiva, resultando en un des-
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