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Resumen

La definicién de las frecuencias alélicas y haplotipicas HLA proporcionan invalorable in-
formacion, basica en estudios de predisposicion genética y mecanismos moleculares funda-
mentales para el desarrollo de enfermedades. Con el objeto de establecer las frecuencias alélica
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) Clase I de la étnia Bari de la Sierra de Perija
del Estado Zulia, Venezuela, se seleccionaron 30 individuos no relacionados, seleccionados al
azar de 400 muestras de indigenas Bari de la comunidad Bokshi y se estudiaron mediante
PCR-SSO. Las pruebas estadisticas incluyeron técnicas de distribucién unidimensional, cal-
culo de proporciones y tablas de contingencia. Las distancias genéticas fueron calculadas en
base a las frecuencias alélicas HLA-B con datos reportados en la literatura sobre caucasoides
norteamericanos, negros afroamericanos e hispanicos. Los valores de distancias genéticas y el
dendrograma se obtuvieron aplicando el programa DISPAN. Los alelos HLA Clase I de mayor
frecuencia en estos individuos Bari fueron: A*0211 (31,67%), A*24.1 (25%), A*2406 (11,67%),
B*18 (30%), B*4406 (18,33%), B*3543 (13,33%), C*1601 (33,33%), y C*0303/04 (25%). Se
compararon las frecuencias alélicas con las reportas por serologia en un estudio previo realiza-
do en Venezuela. Se establecieron los subtipos para cada alelo. Las distancias genéticas mos-
traron que la etnia Bari posee identidad genética propia que la diferencia de otras poblaciones.

Palabras clave: Distancias genéticas; etnia Bari; frecuencias haplotipicas; HLA Case [;

PCR-SSO; Venezuela.

Molecular caracterization of the major
histocompatibility complex clase I by PCR-SSO
in amerindians Bari from Venezuela

Abstract

Haplotype and alleles frequencies definition give invaluable information basic for studies
of genetic predisposition and molecular mechanism underlying the development of diseases.
HLA Class I alleles and haplotype distribution among 30 unrelated healthy individual selected
by chance from 400 samples Amerindians Bari from community Bokshi from Sierra de Perija of
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Zulia State- Venezuela and were analyzing by PCR-SSO typing. HLA phenotypes were assigned
to each individual, based the results olygotyping. Statistical analysis were performed by unidi-
mensional distribution techniques, proportion stimate and contingence tables. Genetic dis-
tances were calculated based on HLA-B alleles frequencies. Genetic distances values and den-
drograms were calculated by using a computer program DISPAN. The most frequent HLA Class
I alleles in the Amerindians Bari were: A*0211 (31,67%), A*24.1 (25%), A*2506 (11,67%), B*18
(30%), B*4406 (18,33%), B*1522 (13,33%), C*1601 (33,33%), and C*0303/04 (25%). Genetic
distances showed that Amerindians Bari have self- identity that let it to be different from stud-
ied populations.

Key words: Genetic distances; haplotype frequencies; HLA Class I; PCR-SSO; Zulian

population.

Introduccion

Venezuela es uno de los paises con ma-
yor numero de comunidades indigenas des-
pués de Brasil, Colombia y México, repre-
sentando el 1,5% de la poblacion total. El
63,7% de la poblacion indigena se encuen-
tra en el Estado Zulia (1). La étnia Bari se lo-
caliza en las montanas y tierras fértiles de la
Sierra de Perija, en los limites entre Vene-
zuelay Colombia. Para 1992 su poblacion se
estimo6 en 1.505 individuos (0,47% de la po-
blacion indigena), todos residentes en el Es-
tado Zulia (2). Por su lenguaje han sido cla-
sificados como Chibcha, pero a diferencia de
otros grupos linguisticos Chibchas, los Bari
son considerados de un nivel cultural bajo
(3). En la Sierra de Perija existen 3 asenta-
mientos poblacionales Bari: los de Bokshi,
Saymadoyiy Campo Rosario. Los dos prime-
ros estan situados en la parte montanosa de
la Sierra, en territorio indigena 6 de reserva;
mientras que Campo Rosario se sittia en tie-
rras bajas, en un campamento petrolero
abandonado que data de principios de siglo
y en medio de una zona ganadera criolla.

En la étnia Bari de Campo Rosario y
Saymadoyi se han identificado seroldgica-
mente los antigenos HLA Clase I, encontran-
dose entre los mas frecuentes los HLA-A2,
A24,B5, B15, B35, B40, Cwl, Cw3y Cw7 (4).

La tipificaciéon alélica del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH) por
medio de las técnicas de amplificacion del

ADN por la reaccién en cadena de la polime-
rasa y posterior tipificacion con sondas de
oligonucledtidos de secuencia especifica
(PCR-SSO) en individuos sanos, no relacio-
nados de la étnia Bari de la Sierra de Perija
Edo. Zulia, permitira verificar las frecuen-
cias reportadas por serologia, establecer
subtipos y precisar origen y mezcla con
otras poblaciones. Los nuevos resultados
seran indispensables en posteriores estu-
dios de asociacion HLA Clase I y enferme-
dad, para la interpretacion y analisis de fre-
cuencias alélicas observadas en determina-
das patologias. A tal efecto, se propone eva-
luar los alelos del CMH Clase I de esta pobla-
cion indigena con el objeto de determinar las
frecuencias alélicas y haplotipicas de 2 y 3
loci en desequilibrio de enlace en individuos
sanos, no relacionados de la étnia Bari del
Edo. Zulia estableciendo comparacion con
la poblaciéon mestiza zuliana.

Materiales y Métodos

Las muestras de ADN de 30 individuos
no relacionados de la étnia Bari, fueron se-
leccionadas al azar (uno por familia) de un
total de 400 muestras provenientes de la co-
munidad Bokshi, en la Sierra de Perija, pre-
viamente procesadas y almacenadas a 4°C
en el laboratorio de HLA e Inmunologia del
Banco de Sangre del Edo. Zulia.

A las muestras de sangre de individuos
de la poblacion zuliana tomadas sobre EDTA,
se les realizo6 la extraccion de ADN por el Mé-
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todo de “Salting-out” (5), luego amplificacion
genética mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (6) y posterior
hibridacion del producto amplificado con
sondas de oligonucleétidos de secuencia es-
pecifica (SSO) marcadas con Digoxigenina,
suministradas por Derek Middleton para el
VII Taller Latinoamericano de Histocompa-
tibilidad (Cartagena, Colombia, 1998) cuyas
caracteristicas y condiciones técnicas fue-
ron descritas previamente (7).

Analisis estadistico

Se utilizaron técnicas de distribucion
unidimensional, calculo de proporciones y
tablas de contingencia. También se utilizo
estadistica no paramétrica para establecer
diferencias en las frecuencias de alelos en la
poblacion estudiada y en comparacion con
otras poblaciones. Los valores delta y las fre-
cuencias de haplotipos fueron calculados
segun la férmula Mattiuzy col. (8) y su signi-
ficacion mediante la prueba de Chi cuadra-
do corregida por Yates (9).

Los valores de distancias genéticas y
dendrograma se obtuvieron aplicando el
método Neighbor-Joining (10, 11) y el pro-
grama DISPAN (Copyright Tatsuya Ota,
Penn State University, 1993). Las distancias
genéticas fueron calculadas en base a las
frecuencias alélicas HLA-B con datos repor-
tados en la literatura sobre caucasoides
norteamericanos, negros afroamericanos e
hispanicos (12).

Resultados

La tipificacion molecular HLA Clase I
de los 30 individuos sanos, no relacionados
de la poblacion indigena Bari de la Sierra de
Perija del Edo. Zulia, revel6 la presencia de
40 alelos diferentes totalizando 10 HLA-A,
18 HLA-B y 10 HLA-C (Tabla 1).

En esta poblacion las frecuencias mas
altas se observaron para HLA-A*0211
(81,67%), A*24 (51,67%). De este ultimo se
pudo tipificar el alelo HLA-A*2406 (11,67%).
Para el locus B destaca la mayor frecuencia

del alelo HLA-B*18 (30%) seguida del
B*4406 (18,33%) y del B*3543 (13,33%). En
el locus C se obtuvieron principalmente el
HLA-C*1601 (33,3%) y el C*0303/04
(28,3%), Tabla 1. E1 10% de los individuos
evaluados fueron homocigotos.

Al comparar las frecuencias obtenidas
en Bari con la poblacion zuliana se evidencia
que los alelos HLA-A*0211, A*24.1, B*18,
B*4406, B*1522, C*1601, C*1602 y
C*0303/04 se encuentran aumentados sig-
nificativamente entre los Bari. Por otro lado,
A*3001 y C*1701/02 presentes en la pobla-
cion zuliana estan ausentes entre estos
indigenas, Tabla 2. La alta frecuencia de ale-
los HLA-A*0211, A*24.1, B*18, B*4406, y
C*1601 en la poblacion zuliana confirma
una importante influencia Bari en su
mestizaje.

Las frecuencias correspondientes a los
Haplotipos de 2 loci se muestran en las Ta-
blas 3, 4 y 5, destacandose las combinacio-
nes HLA-A*0205-B*3508, A*2406-B*18,
B*18-C*1601 y B*1522-C*0101/02 las cua-
les se encuentran en desequilibrio de enlace.

Para los Haplotipos de tres loci, la com-
binaciéon HLA-A*0206.1-B*4406-C*1601
unicamente resulté en desequilibrio de en-
lace. Un gran numero de Haplotipos presen-
t6 desequilibrio de enlace negativo Tabla 6.

Los antigenos HLA Clase I en la pobla-
cion Bari de la Sierra de Perija del estado Zu-
lia, utilizando técnicas serolégicas han sido
reportados en un estudio previo realizado en
Venezuela (4). En el locus A no se observa-
ron diferencias significativas con los resul-
tados obtenidos con técnicas moleculares.
Los alelos HLA-A2 y A24 (A*0211 y A*24.1)
resultaron los mas frecuentes en ambos es-
tudios. En el locus B se observaron diferen-
cias con los antigenos B44, B15 y B18 los
cuales no fueron reportados por serologia y
revelan frecuencias elevadas en la poblacion
Bari estudiada por PCR-SSOP. Para el locus
C, ambos estudios coinciden en que el alelo
HLA-C*3 es el mas frecuente en esta pobla-
cion indigena, especificamente el alelo
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Tabla 3
Frecuencia de haplotipos de 2 loci HLA A-By desequilibrio de enlace en la etnia Bari
de la Sierra de Perija

Haplotipos A-B Frecuencia A P
(x100) (x100)
A0205-B3508 1,660 1,653 <0,01
A0211-B1522 7,076 5,880 NS
A0211-B18 -9,647 -12,477 <0,025
A02-B18 21,719 21,445 NS
A24.1-B15 49,280 48,826 NS
A24.1-B18 -10,912 -13,099 <0,01
A2406-B18 8,494 7,868 <0,05
A2407-B1506 14,477 14,434 NS
A2407-B3701 14,477 14,434 NS
A2407-B4404 14,477 14,434 NS
A24-B1522 13,523 13,169 NS

Tabla 4
Frecuencia de haplotipos de 2 loci HLA A-C y desequilibrio de enlace en la etnia Bari
de la Sierra de Perija

Haplotipos A-C Frecuencia A P
(x100) (x100)
A0211-C0101/02 6,020 5,275 NS
A0211-C1601 -31,771 -34,960 <0,005
A02-C0101/02 12,582 12,510 NS
A24.1-C0101/02 -3,420 -3,997 <0,05
A24.1-C1601 13,279 10,815 NS
A2406-C0303/04 -6,336 -7,142 <0,01
A2406-C1601 8,288 7,183 NS

C*0303/04. Los alelos C*4, C*¥*12y C*16 fue-
ron revelados solamente por la técnica
PCR-SSOP, Tabla 7.

En la Tabla 8, se comparan los haploti-
pos de 2 loci mas frecuentemente reporta-
dos por serologia en la etnia Bari (4) con los
encontrados en éste estudio. Para el haploti-
po serologico HLA-A2-Cw1, la combinacion

de alelos mas frecuente fue: A*02-C101/02.
Para HLA-A24-Cw7 se encontro el haplotico
A*2406-C*0707. En el caso de A2-B35, la
combinacion A*0205-B*3508 se observo en
desequilibrio de enlace. Para el resto de los
haplotipos reportados por serologia no se
observaron combinaciones alélicas corres-
pondientes en la poblacion estudiada por
PCR-SSO.
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Tabla b
Frecuencia de haplotipos de 2 loci HLA B-C y desequilibrio de enlace en la etnia Bari
de la Sierra de Perija

Haplotipos B-C Frecuencia A P
(x100) (x100)
B18-C0302 -5,393 -6,095 <0,01
B18-C1601 24,224 21,220 <0,005
B18-C1602 -7,431 -8,264 <0,005
B4406-C0302 5,225 4,811 NS
B4406-C1601 -7,659 -9,432 <0,025
B51.1-C1601 26,267 26,112 NS
B78-C0302 15,380 15,343 NS
B78-C1601 26,155 26,112 NS
B1509-C0302 15,380 15,343 NS
B1509-C1601 26,267 26,112 NS
B1522-C0101/02 5,789 5,492 <0,025
B1522-C0303/04 -4,856 -5,781 <0,05

Tabla 6
Frecuencia de haplotipos de 3 loci HLA A-B-C y desequilibrio de enlace en la etnia Bari
de la Sierra de Perija

Haplotipos A-B-C Frecuencia A P
(x100) (x100)

A0206.1-B18-C1601 25,566 24,760 NS
A0206.1-B4406-C1601 2,966 3,095 <0,025
A0211-B15-C1601 -1,506 -0,429 <0,05
A02-B18-C1601 25,166 24,760 NS
A24.1-B18-C0303/04 -6,972 -5,510 <0,025
A24.1-B18-C1601 -7,972 -10,815 <0,01

Al comparar los datos obtenidos de los
loci HLA- B de la poblacién Bari con las po-
blaciones mestiza zuliana, negros afroame-
ricanos, caucasicos americanos e hispani-
cos calculadas sobre la frecuencias alélicas

reportadas para el mismo locus mostré que
el par Bari-Zulia se separa del resto de las
poblaciones, seguido de los negros afroame-
ricanos, y finalmente hispanicos y caucasi-
cos (Tabla 9, Figura 1).
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Tabla 7
Comparacion de las frecuencias alélicas x 100 HLA Clase | de la etnia Bari de la Sierra de Perija
obtenidas por PCR-SSO con las reportadas por serologia*

HLA-A PCR Serologia p HLA-B PCR

Serologia P

HLA-C PCR Serologia p

A2 48,33 42,9 NS B5 1,67

A2 51,67 57,2 NS B12 23,33
B15 11,66
B17 3,33
B18 30
B27 1,67
B35 14,96
B37 3,33
B39 0
B40 0
B52 3,33
B59 1,67
B62 0
B70 3,34
B78 1,67

7,1 <0,005 C1 8,33 24,2  <0,005
0 <0,005 C3 36,67 43,9 NS
0 <0,005 cC4 1,67 0 NS
0 NS C7 3,34 24,2  <0,005
0 <0,005 C12 5 0 NS
0 NS C16 45 0 <0,005
17,1 NS Bl 0 7,6 <0,005
0 NS

24,3 <0,005
32,9 <0,05

18,6 <0,005
0 NS
0 NS

*Layrisse Z. Y col: Human Immunology.1995;44:228-235.

Discusion

La alta frecuencia de los alelos
HLA-A*0211, A*24.1, B*18, B*4406 y
Cw*1601 en la poblacion Bari también ha
sido reportada en la poblaciéon zuliana (12)
confirmando la gran influencia Bari en el
mestizaje de esta poblacion. Llama la aten-
cion la alta frecuencia del alelo B¥*18 en am-
bas poblaciones, debido a que es un alelo
considerado comun en caucasicos y asiati-
cos. Este resultado sugiere cierto grado de
mezcla de la poblacién Bari con poblaciones
caucasoides o simplemente la persistencia
de un alelo de origen asiatico.

Los resultados obtenidos confirman
el polimorfismo del HLA Clase I de 1a pobla-
cion Bari, el cual se muestra mucho mas
restringido que el de la poblacién mestiza
zuliana, acorde con las caracteristicas

propias de una poblacion amerindia. Sin
embargo, dicho polimorfismo es superior,
como se ha visto en otras poblaciones, al re-
portado por serologia y difieren significati-
vamente de los datos reportados de la pobla-
cion zuliana (12).

Para el locus A no hubo diferencia sig-
nificativa entre los reportes por serologia y
los resultados obtenidos por PCR-SSO. Lla-
ma la atencion las enormes diferencias en-
contradas entre los resultados reportados
por serologia y los obtenidos por PCR-SSO
para el locus B en la poblacion Bari. Algu-
nos investigadores han manifestado que es
probable que las diferencias observadas
entre ambos estudios estén relacionadas
con causas inherentes a las técnicas, tal
como se describi6 en la poblacion zuliana
(12). David L. Watkins y col. 1992 mues-
tran, como los sueros que reaccionaban
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Tabla 8
Comparacion de los haplotipos de 2 loci de la etnia Bari de la Sierra de Perija obtenidas por PCR-SSO
con los reportados por serologia*

Haplotipos Haplotipos Frecuencia A P
Serologia* PCR-SSO (x100) (x100)
A2-Cwl A0211-C0101/02 6,02 5,275 NS
A02-C0101/02 12,582 12,510 NS
A24-Cw7 A2406-C07 1,522 1,472 NS
A24-C0707 1,546 1,506 NS
B39-Cw7 -
B40-Cw3 -
B62-Cwl -
A2-B62 -
A2-B35 A0205-B3508 1,66 1,653 <0,01
A24-B39 -
A24-B40 -

*Layrisse Z. y col

: Human Immunology. 1995; 44: 228-235. NS= no significativo.

Tabla 9
Distancias genéticas (x1000) obtenidas usando frecuencias alélicas HLA-B en las poblaciones Zulia,
Bari, caucasicos americanos*, negros afroamericanos* e hispanicos*

Zulia Bari Caucasicos Negros Hispanicos
Zulia - 433 527 395 540
Bari 124 - 680 661 752
Caucasicos 849 1335 - 255 185
Negros 499 1145 400 - 352
Hispanicos 929 1593 112 506 -

*Fernandez-Vifia y col.: Tissue Antigens. 1995; 45:153-168. (15).

con B40 correspondian a alelos B*4801 y al-
gunos que reaccionaban con B35 corres-
pondian al B*¥*4802 en la poblacion indigena
Waorani de sur ameérica (13). La alta propor-
cién de variantes funcionales HLA-B recom-
binantes en esta poblacion Bari al igual que
en otras poblaciones indigenas suramerica-
nas es consistente con la hipétesis de que
pequenas poblaciones aisladas pueden ser
fuentes potenciales de diversidad evolucio-
naria producto, entre otros, del enfreta-
miento de estas poblaciones con nuevos pa-
tégenos tales como Tripanosoma cruzi o

Leishmania braziliensis (13). Con respecto
al locus C, se logr6 asignar la totalidad de
los alelos, despejando las dudas observa-
das en los resultados serologico sobre todo
en lo relacionado con la alta proporcion de
“Blancos” reportados (4).

La frecuencia de homocigotos detecta-
da por biologia molecular disminuy6 en
comparacion con lo reportado en el estudio
serologico como era de esperarse por el au-
mento de alelos detectados por estas técni-
cas moleculares (4).
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Figural. Distancias genéticas de la poblacién zulianay la etnia Bari, en relacién a negros afroamerica-
nos, caucasicos americanos e hispanicos, calculadas en base a las frecuencias alélicas reporta-

das para el locus B.

El Haplotipo HLA-A2-B35 es frecuente-
mente encontrado en poblaciones amerindias
(4). La combinaciéon HLA-A*0205-B*3508
mostré desequilibrio de enlace en el estudio
molecular de la poblaciéon Bari. Por otra parte,
el Haplotipo HLA-B*3543-C*01 se encuentra
en desequilibrio de enlace en la poblacion Bari
y en la poblacion zuliana, testimoniando la
participacion de esta poblacion indigena Bari
en la mezcla del mestizo zuliano.

Estudios moleculares reportados re-
cientemente sobre los asentamientos Cam-
po Rosario y Saimadoyi de la poblacion Bari,
revelan ademas, la presencia de las varian-
tes HLA-B*39061, B*4002, B*52012 y
HLA-C*15021/15022 (14), las cuales no es-
tuvieron presentes en las muestras seleccio-
nadas para este estudio provenientes del
asentamiento Bokshi de los mismos indige-
nas Barl.

La poblacién Yucpa, la cual habita
igualmente en el oeste del Lago de Maracai-
bo en la Sierra de Perija, vecinos de los Bari
muestran ademas de los alelos HLA-A*02 y
A*24, los alelos A*31011 y A* 6802. En el lo-
cus B destacan alelos B*3905, B*3909 y
B*4004 ausentes en la poblacion Bari. El
alelo B* 3909 se encuentra en desequilibrio
de enlace con el C*0702 caracteristico de la

poblacién Yucpa. (16). En ambas poblacio-
nes indigenas se observa el alelo B*3543.
Sin embargo, su frecuencia es considerable-
mente mayor en la poblacion Bari.

Solamente los Haplotipos A*0205-B*
3508, A*2406-B*18, B* 18-C* 1601, B*3543
-C*0101/02 y A*0206.1-B* 4406-C*1601
mostraron desequilibrio de enlace positivo
en la poblacion Bari.

Las distancias genéticas indican que
las poblaciones zuliana y Bari aparecen de
forma independiente a bastante distancia
de las otras poblaciones lo cual es aceptable
por su vecindad.

Se confirmaron en su gran mayoria las
frecuencias alélicas reportadas por serolo-
gia paralosloci Ay C, quedando demostrado
ademas, el amplio polimorfismo del locus B.

La étnia Bari al igual que la poblacion
zuliana posee identidad genética propia ca-
paz de diferenciarlas del resto de las pobla-
ciones caucasoides y negroides a juzgar por
las distancias genéticas obtenidas.

El estudio molecular define un nuevo
polimorfismo que sustituye definitivamente
el obtenido con pruebas serolégicas y abre
una nueva perspectiva para establecer las
verdaderas asociaciones entre patologias
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propias de estas poblaciones y los alelos del
Complejo mayor de histocompatibilidad.

Conclusiones

Se definieron las frecuencias alélicas de
tipo y subtipos HLA Clase I en la etnia Bari de
la Sierra de Perija, asi como los haplotipos de
2y 3 combinaciones con sus respectivos de-
sequilibrios de enlace. Se confirmaron las
frecuencias reportadas por serologia, sin em-
bargo, se evidencié ser mayor en los loci By
C. Las distancias genéticas obtenidas de-
mostraron que la etnia Bari posee identidad
genética propia, que permite diferenciarla del
resto de las poblaciones estudiadas.
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