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RESUMEN. La gallina doméstica (Gallus gallus) fue
introducida en Sud-América con la conquista espaiiola. Esta
(Gal-NM), presenta una baja afinidad de la hemoglobina por
el O, (Hb-0,) ¢ hipereritremia. Sin embargo, hemos encon-
trado en Taraco (Puno, 4,000 m), y reproducido a nivel del
mar, un grupo de gallinas con una alta afinidad de la Hb-0,
y ausencia de hipereritremia (Gal-ALT). La afinidad de la
Hb-0, (Py,) fue determinada por el método de las mezclas en
sangre total y en Hb libre de fosfatos (Hb-lavada) antes y
despies de la adicién de inositol hexafosfato (IHP). La
adicién del IHP se comporté de manera diferente en las dos
hemoglobinas lavadas. La difcrencia (Hb-lavada-Hb +1HP)
fue 42.2 torr para Gal-NM y 26.3 torr para Gal-ALT, lo que
es una indicacién de que Hb de la Gal-ALT es fosfato-
dependiente. Una mutacién, Thr--> Ser, encontrada en la
posicion 69 de la cadena B podria haber inducido la fosfato-
dependencia. Nuestro hallazgo muestra un cambio genético
ea la funcién de la Hb, adquirido en un periodo evolutivo
extremadamente corto, de aproximadamente 500 aiios;
muestra también, que individuos de una misma especie, que
vivena NM y en la altura, pueden diferenciarse genéticamen-
te mediante un cambio en la funcién de la Hb como reflejo
de un cambio en su estructura.

Palabras claves: altura, afinidad de la hemoglobina, gallina,
inositol hexafosfato, mutacién.

INTRODUCCION

La necesidad de oxigeno en el ambiente
hipéxico de las grandes alturas puede satisfacerse
de diversas maneras. Entre éstas podemos men-
cionar: la variacién de la afinidad de la hemoglo-
bina por el O, (Hb-0,) y/o la modificacién de las
propiedades de oxigenacién de la sangre, el
aumento de la capilaridad y la redistribucién del
flujo sanguineo, el cambio del dintel de respuesta
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ABSTRACT. Chicken (Gallus gallus) were introducedin
South America during the Spanish conquest and therefore
their adaptation time to high altitude is approximately S00
years. A group of chicken from the Peruvian Andes (4,000m)
carrying a high hemoglobin-oxygenaffinity has been identi-
fied and reproduced at sca level. The hemoglobin-oxygen
affinity (Py) has becn determined, by a mixing technique, in
whole blood and in phosphate-free hemoglobin solutions
before and after the addition of inositol hexaphosphate(IHP).
The Andean chicken alpha and beta globin genes were
sequenced. A mutation Thr-> Ser in position 69 of the B-
chains of Hb A has been found. The addition of IHP to the
phosphate-free hemoglobin solutions increased the affinity
significantly less in the sea-level chicken (42.2 torr) sugges-
ting that the high-affinity hemoglobin is probably dependent
on a molecular change affecting the allosteric regulation.
Thesc findings show the unprecedentobservationin nature of
a hemoglobin genetic change in an exceptionally short
evolutionarytime in a sca-level terrestrial bird. This observa-
tion also shows that the same specics can be differentiated
from its sea-level counterpartby a genetic change in the Hb
function as a reflect of its structure.

Key words: high altitude, hemoglobin-oxygenaffinity, hen,
inositol hexaphosphate, mutation.

a la hipoxia y la produccién de un mayor nime-
ro de gl6bulos rojos, entre otros; de estos, la
oxigenacién de la sangre, a cargo de la Hb, tiene
un papel sustancial. Esta es una funcién intrinse-
ca de las propiedades de la Hb en su unién con
el O,, asi como de la interaccién de ésta con
efectores heterotrépicos como fosfatos polianié-
nicos, O,, protones e iones cloro los cuales
disminuyen la afinidad de la Hb por el O,. El
inositol 1,2,3,4,5,6 penta o hexa-fosfato (IPP o
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IHP), se une tanto a la Hb aviar como humana,
reduciendo su afinidad, y es el mds efectivo
modulador de la Hb en el glébulo rojo, con una
predominancia de concentracién en los glébulos
rojos de las aves.

Los mamiferos y aves andinos, entre otras
caracterfsticas, presentan como propiedad adapti-
va de gran importancia, una alta afinidad de la
Hb-0, y no responden a la hipoxia con hipereri-
tremia (Monge-M. y Monge-C, 1968; Monge y
Whittembury, 1976; Black y Tenney, 1980). Los
animales de nivel del mar poseen por el contra-
rio, una baja afinidad de la Hb-O, y hacen
importantes hipereritremias cuando son expuestos
a bajas presiones parciales ambientales de O,
(PO,). Con respecto a las aves se ha postulado
(Braunitzer y Hiebl, 1988; Espinoza, 1988) que
es en base a estas caracteristicas que las aves
pativas de la altura: gallaretas (Fulica americana
peruviana) y gaviotas andinas (Larus serranus),
yanavicos (ibis, Plegadis ridgway), huallatas
(ganso andino, Chloepaga melanoptera), ganso
de los Himalayas (Anser indicus), etc. son
capaces de anidar y reproducirse con gran efi-
ciencia en su ambiente hipdxico, sin presentar
evidencias de mal de altura. La gallina domésti-
ca, oriunda del Viejo Mundo (Murra, 1981;
Dunin-Borkowski, 1986), tiene, por el contrario,
no s6lo una limitada capacidad para reproducirse
en la altura como resultado de su baja incubabili-
dad, sino que ademds es susceptible de adquirir
el mal de altura en la etapa adulta (Burton y
Smith, 1969; Ploog, 1973). Esta enfermedad se
caracteriza por la presencia de hipereritremia con
baja afinidad de la Hb-O,; el corazén derecho se
hipertrofia, se eleva grandemente la presién de
la arteria pulmonar y en casos severos sobrevie-
ne la muerte por insuficiencia cardiaca. Ain
cuando la gallina doméstica comercial es la mds
extendida a todo lo largo del pais, en las grandes
alturas del Peni (por encima de 3,500 m.), se
pueden ver gallinas "criollas" que presentan un
adecuado éxito reproductivo, alta resistencia a
las enfermedades comunes, y en particular al mal
de altura (testimonios y testificacién directa).

Con el fin de determinar las caracterfsticas de
la Hb de estas gallinas criollas de altura, se llevé
a cabo un estudio bajo la siguiente hipdtesis: la
intensa mortalidad de gallinas en el ambiente
hipéxico de las grandes alturas, y la fuerte
presién ambiental que constituye la disminucién

de la PO, habrfan actuado favorablemente de
manera de provocar el desarrollo de una lfnea de
gallinas adaptadas a la altura. Esta adaptacién
estarfa expresada como una mayor afinidad de la
Hb por el oxigeno (Leén-Velarde y col., 1991),
ocasionada ya sea, por la aparicién de cierta
cantidad de una variante de Hb, o por la varia-
cién en la concentracién de los moduladores de
la afinidad. De tratarse de una variante de la
molécula de Hb original, ésta se expresarfa como
una Hb con una cadena adicional o como una Hb
con una modificacién en la secuencia de amino4-
cidos (Ledn-Velarde y col., sometido para publi-
cacién) que altere, ya sea la unién de la Hb con
el 0,, o la unién de la Hb con sus efectores
alostéricos (Mejfa y col., 1994).

MATERIAL Y METODOS
a) Afinidad de la Hb por el oxigeno.

Se trabaj6 con gallinas criollas de Taraco,
Puno (Gal-ALT; 4,000 m); en ellas se determiné
la afinidad de la Hb por el oxigeno con el méto-
do de las mezclas por medio de la medicién de
la PO, en la sangre a 50% de saturacién de la
Hb con oxigeno (Py). El proceso analitico se
basa en la determinacién del PO, de una mezcla,
a 41° C, de 2 alicuotas iguales de la misma
sangre, una totalmente oxigenada y la otra
totalmente reducida (Edwards y Martin, 1966;
Sheid y Meyer, 1978). El factor Bohr utilizado
para correccién del pH fue de -0.38 para la
sangre de NM y de -0.51 para la sangre de la
Gal-ALT. Para la determinacién de la concen-
tracién de Hb, se utiliz6 el método colorimétrico
por reaccién con la azidometahemoglobina. Las
lecturas se realizaron con un fotocolorimetro
Hemocue.

b) Secuenciamiento de la Hb.

Las muestras de sangre de todos los animales
nativos de la altura (n=9) y de 5 de sus descen-
dientes a nivel del mar se enviaron al Instituto
Palo Alto de Medicina Molecular (California)
para la determinacién de las secuencia de ami-
no4dcidos de la Hb mediante la técnica de la
“Polimerase Chain Reaction”, PCR, (cDNA a
mRNA).

¢) Obtencién de 'a Hb "lavada".

Las muestras de sangre de todos los animales
fueron "lavadas” de los fosfatos, y se midié
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posteriormente, la magnitud del efecto del fosfa-
to comercial mds usado para estos fines, el
inositol hexafosfato (IHP). Todas las determina-
ciones fueron comparadas con muestras de
sangre provenientes de gallinas criollas de nivel
del mar (Gal-NM). Para "lavar" la Hb, las
muestras de sangre total fueron centrifugadas en
una centrifuga refrigerada por 5 min a 3,000
rpm y el plasma removido por aspiracién. Los
glébulos rojos se lavaron por 3 veces en una
solucién de NaCl 0.154M. Luego de la lisis de
los eritrocitos con agua destilada, el hemolizado
se centrifugé a 9,500 rpm por 30 min para
remover el estroma. Esta Hb qued6 libre de
fosfatos orgénicos e inorgdnicos al pasarla por
una columna de celulosa de intercambio aniénico
(DEAE Cellulose, Sigma Chemical Co. San
Luis, Mo) que previamente fue equilibrada con
Tris-HCI 0.05M, pH 7.4 y eluida con el mismo
buffer. La solucién de Hb obtenida se concentrd
por aproximadamente 15 horas hasta obtener una
concentracién de Hb = 5-6 g/dl. Esta Hb fue la
designada como "lavada” (Isaacks y col., 1976).
Se determiné el Py, a pH 7.5, PCO,, 40 torr y
41° C en muestras de sangre total, en soluciones
de Hb "lavada" y en presencia de 2 mM de IHP.
Las muestras de sangre se mantuvieron en hielo,
y se trabaj6 rdpidamente teniendo en cuenta la
alta tasa metabdlica de los glébulos rojos nuclea-
dos, cambio de pH y contenido de fosfatos
orgénicos.

RESULTADOS
a) Afinidad de la Hb por el oxigeno.
La Tabla 1 contiene los pardmetros sanguf-

neos obtenidos a partir de la determinacién in-
vitro del Py. Puede verse que tanto los valores

corregidos (Py) como no corregidos de Py (Py

std) son significativamente diferentes entre las
Gal-ALT y Gal-NM (p<0.001). La alta afinidad
de la Hb-O, de las gallinas de altura ha sido
transmitida a los descendientes incubados y
nacidos a nivel del mar (Lima) lo que asegura el
caracter genotipico de este hallazgo. La presién
parcial de CO, (PCO,) de las muestras de sangre
equilibradas no mostré diferencias, sin embargo
el pH fue menor en la sangre de Gal-ALT
(p<0.012), lo que probablemente indica una
menor capacidad amortiguadora de la sangre de
las Gal-ALT. Dado que todas las aves fueron
estudiadas a nivel del mar, la concentracién de

Hb result la misma en los dos grupos (Ledn-
Velarde y col., 1991).

b) Secuenciamiento de la Hb.

El andlisis estructural de la cadena B de la Hb
de la Gal-ALT mostré una sustitucién thr--->
Ser en la posicién 69. No se encontré ningin
cambio en el secuenciamiento de la cadena . El
secuenciamiento completo de la Hb de la Gal-
ALT, se encuentra en el Banco Mundial de
Genes (N° de Acceso: M73995) (Ledn-Velarde
y col., envfado a publicacién).

Tabla 1. Pardmetros de la curva de disociacién
de ]a Hb en animales de nivel del mar (Gal-NM;
n=8) y de la altura (Gal-ALT; n=9)

Hb pH PCO, 1 Py Bohr  pust
@d) (o) (om) (woer)

Gal-NM 9.80 7.48 ¥».40 345 51.90 0.36 30.90
0.40 0.04 1.56 0.3 .9 0.03 2n
Gal-ALT 9.00 1.33 3830 348 35.60  -0.51 890
ES 0.2 0.04 3. 0.17 2.01 0.05 0.87
P 058 0.01 0.%0 0.92 0.00 0.09 0.00

B= pendienie de ls relacida log PO, = [(deha pH).
a= valor de Hill, pendienie de la relaciém log (Sat O,/100 - Sat Oy)= f(log
POy).

¢) Efecto del IHP en la Hb "lavada”.

La Tabla 2 contiene los datos que permiten
comparar el Py, std entre la sangre total, la Hb
"lavada”, y la Hb "lavada” + IHP en ambos
grupos. El Py, std de la sangre total en las Gal-
NM fue de 51.1 torr. significativamente mayor
que el de las Gal-ALT que fue de 31.4 torr.
Estos valores confirman los resultados de la
Tabla 1. Los valores de la HB "lavada® fueron
6.3 y 6.0 torr, para las Gal-NM y Gal-ALT
respectivamente. Luego de la adicién de la
misma concentracién de IHP a la sangre con Hb
"lavada”, los Py std fueron de 48.5 torr para
Gal-NM y 32.3 torr para Gal-ALT. La adicién
de IHP se comporta de manera diferente en las
dos Hb "lavadas". La diferencia (Hb lavada-
Hb+IHP) es de 42.2 torr para Gal-NM y de
26.3 torr para Gal-ALT (p<0.001). Esto es,
expuestas las dos hemoglobinas a idénticas
concentraciones de IHP, la afinidad de la Hb de
la Gal-ALT es casi la mitad de la afinidad de la
Hb de la Gal-NM. esta diferencia es una indica-
cion de que la Hb de la Gal-ALT es fosfato-
dependiente (Mejfa y col., 1994).
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Tabla 2.- Afinidad de la Hb-O, (Py), pH y
hemoglobina en sangre total, Hb-lavada y Hb-
lavada +inositol hexafosfato en gallinas de nivel
del mar y en gallinas de altura

Hb-Lavada + IHP
(2 mM)

Sangre total Hb-Lavada

Hb pH Pgt Hb pH Pt Hb pH P

Nivel dol mar (Gal-NM)

107 7.2 43.2 49 6.8 6.1 5.8 7.0 48.5
99 712 506 3.1 6.8 5.0 5.1 6.8 42.0
0.5 7.2 47.6 4.6 6.5 6.7 4.6 6.3 41.5
99 7.1 509 63 6.6 7.5 6.8 6.9 5.4
121 7.2 2 4.0 6.8 8.6 4.0 6.8 5.8
83 72 35.1 4.0 6.0 4.0 4.2 6.7 50.6

[- TN T

X 0.2 7.2 51,1 49 6.6 6.3 5.1 6.8 43.5
ES 0.5 0.0 23 04 0.1 0.7 0.4 0.04 2.3

Alura (Gal-ALT)
109 74 313 40 6.8 6.2 6.6 6.9 253

1

2 142 74 367 53 6.9 6.5 33 7.1 35.6
3 128 7.2 258 3.6 6.9 6.1 6.3 7.0 30.6
4 203 74 33.6 64 6.8 4.7 8.9 7.1 359
5 169 7.4 206 6.8 7.0 6.4 5.4 69 M3
X 150 74 314 56 6.9 6.0 6.5 7.0 323
ES 1.6 0.05 1.85 0.5 0.1 035 0.7 0.05 20
P 0.008 0001 0.00 NS NS NS NS 0.00 0.0

DISCUSION

Se ha reportado una alta afinidad de la Hb
por el oxigeno en una gran variedad de aves y
mamf{feros genéticamente adaptados a la vida en
la altura (Hall, 1936; Lutz, 1980; Holle y col.,
1977; Black y Tenney, 1980; Espinoza, 1988).
Entre estos, en los dltimos afos, las aves han
recibido particular atencién. Hiebl y col (1986)
proponen un mecanismo tipo cascada para el
transporte de O, en la Hb del ganso de los
Himalayas; el mecanismo implicaria un cambio
Pro---> Ala en la posicién 119 de la Hb A.
Asimismo, una séla mutacién en la cadena B,
posicién 55 de la Hb del ganso andino ha sido
considerada beneficiosa para la vida en la altura
(Hiebl y col., 1987). En el caso del Gyps ruep-
pellii, un ave a la que se le ha visto volando
hasta los 11,300 m, se ha descrito también un
mecanismo tipo cascada para el transporte de O,
de la Hb, pero con la presencia de hasta 4 tipos
diferentes de Hb ( en vez de dos) con tres nive-
les de afinidad: baja (A y A’), alta (D/D), y
afinidad intermedia (Hiebl y col., 1988). Resu-
miendo todos estos hallazgos, Braunitzer y Hiebl
(1988) han postulado que la adaptacién a la
altura es el resultado de una mutacién especifica
que distingue a estos animales de sus m4s cerca-
nos parientes de nivel del mar. Estos cambios
parecerian tener como rol fisiolégico el respon-

der al ambiente hip6xico manteniendo un adecua-
do suministro de oxfgeno al organismo. La
gallina de altura no parecerfa ser la excepci6n.
En este caso, es probable que el reemplazo de
los aminodcidos en la cadena B, haya inducido a
un cambio en la conformacién del sitio de unién
del IHP, del sitio mismo de la unién con el THP,
o en general, del ambiente local en el que se da
la unién de la Hb con el mismo, generando
como resultado una menor afinidad de la Hb de
la Gal-ALT por el IHP.

En los mamiferos andinos, particularmente
los Lamini, la alta afinidad se ha logrado por
control genético al reducir el efecto alostérico
del 2,3 difosfoglicerato con las cadenas B. Este
efecto disminufdo ha sido interpretado como
debido a una mutacién en B2 (His--- > Asn) que
interrumpirfa el contacto en a-2 (Asp), dando
como resultado un aumento en la afinidad de la
Hb-O,. La Asn en B-2 se encuentra presente
también en la alpaca y la vicuiia, lo que estarfa
indicando que esta mutacién aparecié en el
ancestro comtin del guanaco y la vicuiia (posible-
mente el género Hemiauchenia) que dié origen a
las formas domésticas llama y alpaca. Este
control genético como mecanismo de adaptacién
a la altura, difiere de los Camélidos, los cuales
también tienen una alta afinidad de la Hb por el
0,, pero fosfato-independiente (Braunitzer, 1980;
Kleinschmidt y col., 1986). Ambos mecanismos
son fundamentalmente diferentes, por lo que
sugieren que la alta afinidad de la Hb de los
actuales Camelus y Lamini, se adquirié de
manera independiente, que no seria un caracter
heredado de un ancestro comin, sino mds bien
una convergencia evolutiva en lo que a la fun-
cién se refiere.

Nuestro hallazgo, de un cambio genético en
la funcién de la Hb (que habria dado como
resultado una mayor afinidad de la Hb por el O,
fosfato-dependiente) que puede ser adquirido en
un corto periodo evolutivo, sustenta la posibili-
dad de la presentacién de cambios en la funcién
de la Hb (afinidad de la Hb-O,) sin tener que
recurrir a explicaciones filogenéticas sobre la
adquisicién de este caracter. La alta mortalidad
de gallinas con Hb de baja afinidad y elevada
concentracién de hemoglobina, y la fuerte pre-
sién ambiental que constituye la baja PO, de las
grandes alturas, contribuiria a la seleccién del
genotipo de alta afinidad que hemos identificado.
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La adquisicién de esta Hb de alta afinidad se
habrfa llevado a cabo en un periodo evolutivo
que corresponde aproximidamente a los 500
aiios del descubrimiento de América, periodo
practicamente despreciable en términos evoluti-
vos. Desde un punto de vista académico, el
hallazgo del caracter flexible de la alta afinidad
de la Hb-O, (cambio de baja afinidad a alta
afinidad de la Hb-O, en una misma especie) en
un periodo evolutivo extremadamente corto,
constituye la primera descripcion de este tipo en
la clase vertebrados. Desde un punto de vista
préctico, este hallazgo establece la posibilidad de
regenerar una lfnea de gallinas de “altura"
genéticamente adaptadas, alli donde la reproduc-
cién y produccién masiva de aves de corral es
una tarea casi imposible. Los pobladores de las
altiplanicies andinas ya no se verfan obligados
a obtener gallinas de la costa o de la selva
elevando los costos de dicho producto. El pre-
sente estudio supone la posibilidad de reproducir
gallinas atin en las grandes alturas y de generar
un mejor acceso de esta fuente de proteina
animal al habitante de los Andes peruanos.
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