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Abstract

Sickle cell anemia is an inherited hemoglobinopathy
characterized by the presence of hemoglobin S
(HbS), which is estimated to affect approximately
0.04% of the Panamanian population. Its clinical
severity is modulated by the haplotypes of the β-
globin gene—Benin, Bantu, Senegal, Cameroon, and
Arab-Hindu—whose characterization is not possible
using high-performance liquid chromatography
(HPLC) as employed in the Neonatal Screening
Program at Dr. José Renán Equivel Children’s
Hospital. The objective of this study was to
standardize the endpoint PCR technique for the
identification of these haplotypes in 22 patients with
confirmed HbSS, corresponding to the period
January 2020–August 2025. Genomic DNA was
extracted using the PureLink kit (Invitrogen), and six
specific regions of the β-globin gene were amplified.
The products were digested with the enzymes DdeI,
HindIII, HincII, and HinfI, and visualized on 2%
agarose gels. Three haplotypes were identified:
Senegal (45.5%), Bantu (40.9%), and Benin (13.6%);
the Cameroon and Arab-Hindu haplotypes were not
detected. The standardized protocol proved to be
reproducible and reliable, constituting a
complementary molecular tool for the
subclassification of patients with HbSS.

Keywords: sickle cell disease, β-globin haplotypes,
endpoint PCR, neonatal screening.

Resumen

La anemia falciforme es una hemoglobinopatía
hereditaria caracterizada por la presencia de
hemoglobina S (HbS), que se estima afecta
aproximadamente al 0.04% de la población
panameña. Su severidad clínica está modulada por
los haplotipos del gen β-globina⎯Benín, Bantú,
Senegal, Camerún y Árabe-hindú⎯, cuya
caracterización no es posible mediante la
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)
utilizada en el Programa de Tamizaje Neonatal del
Hospital del Niño Dr. José Renán Esquivel. El
objetivo de este estudio fue estandarizar la técnica
de PCR punto final para la identificación de dichos
haplotipos en 22 pacientes con HbSS confirmado,
correspondientes al periodo enero 2020-agosto
2025. Se extrajo ADN genómico utilizando el kit
PureLink (Invitrogen) y se amplificaron seis regiones
específicas del gen β-globina. Los productos fueron
digeridos con las enzimas DdeI, HindIII, HincII, HinfI,
y visualizados en geles de agarosa al 2%. Se
identificaron tres haplotipos: Senegal (45.5%), Bantú
(40.9%) y Benín (13.6%); los haplotipos Camerún y
árabe-hindú no fueron detectados. El protocolo
estandarizado demostró ser reproducible y
confiable, constituyendo una herramienta molecular
complementaria para la subclasificación de
pacientes con HbSS.

Palabras clave: Anemia Falciforme, haplotipos, PCR
punto final, tamizaje neonatal.
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Introducción

La anemia falciforme (AF) es una
hemoglobinopatía hereditaria caracterizada por
la presencia de hemoglobina S (HbS), originada
por la sustitución de adenina por timina en el
sexto codón del gen de la B-globina localizado
en el cromosoma 11 (11p 15.5), lo que provoca
el reemplazo del ácido glutámico por valina¹. 

Bajos condiciones de desoxigenación, la HbS
polimeriza y deforma los eritrocitos en forma de
hoz, generando episodios recurrentes de
hemólisis y oclusión vascular asociados a
complicaciones clínicas significativas². 

Se estima que más de 300,000 niños nacen
anualmente con alguna forma de la enfermedad,
siendo la AF la hemoglobinopatía hereditaria
más frecuente a nivel mundial³.  En Panamá,
aproximadamente el 15% de la población es
portadora del alelo HbS y el 0.04% desarrolla la
enfermedad, con cerca de 620 pacientes en
seguimiento activo y un promedio de 30 nuevos
casos diagnosticados cada año⁴.

Aunque todos los individuos afectados
comparten la misma mutación puntual, la
variabilidad clínica observada se explica, en gran
medida, por los haplotipos del clúster β-globina,
definidos como combinaciones de sitios
polimórficos heredados junto con la mutación
βS.

Se han descrito cinco haplotipos principales-
Senegal, Benín, Bantú, Camerún y árabe-hindú-
asociados a distintos niveles de hemoglobina
fetal (HbF) y, por consiguiente, a diferentes
grados de severidad clínica. Los haplotipos
Senegal y árabe-hindú se asocian a una mayor
producción de cadenas Gγ y, en consecuencia, a
niveles más elevados de HbF (superiores al
20%), lo que inhibe la polimerización de la HbS y
se traduce en una presentación clínica más leve,
con menor frecuencia de episodios
drepanocíticos, síndrome torácico agudo e
infartos esplénicos u óseos. 

Por el contrario, el haplotipo Bantú presenta los
niveles más bajos de HbF (menores al 5%),
asociándose a la forma más severa de la
enfermedad y a la afectación de órganos vitales
antes de los 40 años de edad. Conocer el
haplotipo específico de cada paciente resulta,
por tanto, fundamental para anticipar su curso
clínico y orientar su seguimiento individualizado
⁵,⁶. A pesar de su relevancia, el programa de
Tamizaje Neonatal del Hospital del Niño - Dr.
José Renán Esquivel emplea cromatografía
líquida de alta resolución (HPLC) para confirmar
el genotipo HbSS, metodología que no permite la
caracterización haplotípica. Asimismo, aunque
un estudio previo realizado en Panamá logró
identificar haplotipos de HbS, su metodología no
fue descrita con suficiente detalle para
garantizar su reproducibilidad.

Ante esta limitación, el presente estudio tuvo
como objetivo estandarizar un protocolo
reproducible de PCR punto final para la
identificación de haplotipos del gen B-globina en
pacientes del Programa de Tamizaje Neonatal
correspondientes al periodo enero 2020 a
agosto 2025. Su implementación aportaría una
herramienta complementaria para la
subclasificación molecular de pacientes con
HbSS y serviría de base para futuras
investigaciones sobre la distribución haplotípica
en la población panameña.

Materiales y métodos

Diseño del estudio

Se realizó un estudio observacional descriptivo
prospectivo tipo series de casos en pacientes
del programa de Tamizaje Neonatal del Hospital
del Niño Dr. José Renán Esquivel que cumplieron
con los criterios de inclusión.

El protocolo fue aprobado por el Comité de
Bioética en Investigación del Hospital del Niño
Dr. José Renán Esquivel (CBIHN-M-202507-0005;
5 de agosto de 2025).
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Población y muestra

Se incluyeron pacientes con diagnóstico
confirmado de hemoglobina SS (HbFS/HbSS)
mediante cromatografía líquida de alta
resolución (HPLC), provenientes del Programa
de Tamizaje Neonatal del Hospital del Niño Dr.
José Renan Esquivel, correspondientes al
periodo enero 2020-agosto 2025. Se excluyeron
pacientes heterocigotos para HbS, portadores de
otras hemoglobinopatías y aquellos cuyos
tutores no firmaron el consentimiento
informado.
El universo estuvo conformado por 23 pacientes;
sin embargo, la muestra final analizada fue de
22 individuos debido al agotamiento de una de
las muestras durante la fase de estandarización.

Extracción de ADN y amplificación por PCR

El ADN genómico se extrajo a partir de sangre
total con EDTA utilizando el kit PureLink
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La integridad del
ADN se verificó mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2%, y las muestras se
almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

La amplificación se realizó mediante PCR punto
final utilizando seis pares de oligonucleótidos
específicos para el gen β-globina (FalciBETA,
Falci5ε, FalciYG, Falci3Will y Falci3J3). Se
evaluaron mezclas de reacción Qiagen e
Invitrogen Dream Taq 2X, seleccionándose esta
última por presentar mayor reproducibilidad. Las
amplificaciones se realizaron en un
termociclador CFX96 (Bio-Rad) bajo condiciones
optimizadas de desnaturalización, alineamiento
y extensión.

Digestión enzimática y análisis de haplotipos

Los productos amplificados fueron digeridos
con las enzimas de restricción DdeI, HindIII,
HincII y HinfI (New England Biolabs) para la
obtención de patrones de restricción
específicos. Las digestiones se realizaron a 37°C
bajo las condiciones recomendadas por el
fabricante. 

Los fragmentos obtenidos se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al
2% tenidos con SYBR Safe, utilizando un
marcador molecular de 100 pb como referencia
de tamaño y agua libre de nucleasas como
control negativo en cada ensayo.
Los haplotipos se asignaron según el patrón
combinado de presencia (+) o ausencia (-) de
sitios de restricción en los loci 5′ε-HincII, Gy-
HindIII, Ay-HindIII, 3′Ψβ-HincII y 3′β-HinfI. La
interpretación se realizó siguiendo la
nomenclatura descrita por Sutton et al. (1989)7 y
Rusanova et al. (2011)5. El genotipo HbSS se
confirmó previamente mediante digestión del
amplicon FalciBETA.

Resultados

Se logró la estandarización del protocolo de
extracción de ADN y de la técnica PCR punto
final para la identificación de cinco sitios de
restricción del grupo de genes de la β-globina. El
protocolo de extracción con PureLink
(Invitrogen) generó ADN íntegro y funcional en
las 22 muestras procesadas, evidenciado por la
amplificación exitosa de todos los fragmentos
de interés. El master mix de Qiagen presentó
amplificaciones inconsistentes y requirió
volúmenes excesivos de muestra, lo que
ocasionó la pérdida de la muestra M1. 

El master mix de Invitrogen proporcionó bandas
claras y reproducibles en todas las corridas
Figura 1. La optimización de las condiciones de
amplificación permitió obtener productos
específicos y reproducibles para los fragmentos
FalciBETA, Falci5ε, FalciYG, FalciYA, Falci3Will y
Falci3J3. Cinco de los seis oligonucleótidos
amplificaron adecuadamente a 60 °C; el cebador
Falci5ε, con temperatura de fusión calculada de
54.5 °C, requirió ajuste a 55 °C para obtener una
banda óptima. 
La electroforesis en gel prefabricado al 2% no
requirió modificaciones sobre el protocolo del
fabricante.
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Figura 1. Visualización de productos de PCR
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Patrones de digestión enzimática para el
haplotipo Senegal. Se observa la muestra 22 en
cada carril marcado con los diferentes
oligonucleótidos y las enzimas de restricción
correspondientes. FalciB-DdeI (A), Falci5ε-HincII
(B), YG-HindIII (C), YA-HindIII (D), 3WILL-HincII (E),
3J3-HifI (F). Obtenemos los cortes
correspondientes, marcando la ausencia de
restricción (-) 350pb (A), 974pb (B), 635pb (D);
Seguido por la presencia del sitio de restricción
(+) 91pb y 237pb (C), 914pb, 479pb y 435pb (E),
123pb, 213pb, 302pb (F). Basándonos en estos
resultados, la muestra corresponde a un paciente
con haplotipo Senegal.

En relación con la distribución de haplotipos, de
las 22 muestras analizadas se identificaron tres
variantes principales, con mayor frecuencia el
haplotipo Senegal en 10 muestras (45.5%),
seguido por el haplotipo Bantú en 9 muestras
(40.9%) y el haplotipo Benín en 3 muestras
(13.6%) (Tabla 1). De igual manera, se observó
concordancia total entre los resultados obtenidos
mediante PCR y el análisis previo por
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC),
confirmándose la presencia del alelo βS en el
100% de las muestras estudiadas.

Tabla 1. Distribución de haplotipos del gen β-
globina en pacientes con HbSS. (n=22).

Discusión

La estandarización de la técnica de PCR punto
final para la identificación de haplotipos
asociados a anemia falciforme demostró ser
reproducible y adecuada. La obtención de ADN
íntegro y funcional mediante el kit PureLink
Genomic DNA permitió una amplificación
exitosa de los fragmentos de interés,
respaldando la utilidad del protocolo empleado
en concordancia con estudios previos.
La optimización de las condiciones de PCR
evidenció diferencias en el desempeño de los
reactivos utilizados, observándose mayor
estabilidad y reproducibilidad con el máster mix
de Invitrogen. Así mismo, la evaluación de los
oligonucleótidos permitió establecer
condiciones óptimas de amplificación,
particularmente para el cebador Falci5ε, cuya
eficiencia mejoró tras el ajuste empírico de la
temperatura en el alineamiento.
El protocolo molecular desarrollado permitió
identificar de manera confiable los haplotipos
del clúster β-globina mediante PCR-RFLP,
obteniendo patrones de restricción consistentes
con metodologías previamente descritas. La
distribución de haplotipos mostró predominio
del haplotipo Senegal, seguido de Bantú y Benín,
resultados concordantes con la presencia de
haplotipos africanos clásicos reportados en
poblaciones afrodescendientes, estos
resultados son concordantes con los de
Rusanova et al. (2011), el único estudio previo
realizado en Panamá, aunque la metodología
actualizada permite ahora su replicabilidad.

En conjunto, los hallazgos respaldan la viabilidad
de incorporar esta metodología al laboratorio de
genética como herramienta complementaria del
Programa de Tamizaje Neonatal, favoreciendo
una caracterización molecular temprana que
permita correlacionar el perfil genético con la
evolución clínica de los pacientes.

Conclusión

La estandarización de la técnica de PCR punto
final permitió establecer condiciones
reproducibles y confiables para la amplificación
y digestión de fragmentos del gen β-globina, 
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Los procedimientos optimizados constituyen
una base sólida para la implementación de un
método molecular complementario al
diagnóstico neonatal de anemia falciforme,
aportando información genética relevante que
podría contribuir al seguimiento y manejo clínico
de los pacientes. A su vez, los resultados
obtenidos abren camino a futuros estudios
sobre la distribución haplotípica en la población
panameña, información que podría orientar
estrategias de salud pública dirigidas a esta
enfermedad.
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	Sickle cell anemia is an inherited hemoglobinopathy characterized by the presence of hemoglobin S (HbS), which is estimated to affect approximately 0.04% of the Panamanian population. Its clinical severity is modulated by the haplotypes of the β-globin gene—Benin, Bantu, Senegal, Cameroon, and Arab-Hindu—whose characterization is not possible using high-performance liquid chromatography (HPLC) as employed in the Neonatal Screening Program at Dr. José Renán Equivel Children’s Hospital. The objective of this study was to standardize the endpoint PCR technique for the identification of these haplotypes in 22 patients with confirmed HbSS, corresponding to the period January 2020–August 2025. Genomic DNA was extracted using the PureLink kit (Invitrogen), and six specific regions of the β-globin gene were amplified. The products were digested with the enzymes DdeI, HindIII, HincII, and HinfI, and visualized on 2% agarose gels. Three haplotypes were identified: Senegal (45.5%), Bantu (40.9%), and Benin (13.6%); the Cameroon and Arab-Hindu haplotypes were not detected. The standardized protocol proved to be reproducible and reliable, constituting a complementary molecular tool for the subclassification of patients with HbSS.
	Keywords: sickle cell disease, β-globin haplotypes, endpoint PCR, neonatal screening.

	Resumen
	La anemia falciforme es una hemoglobinopatía hereditaria caracterizada por la presencia de hemoglobina S (HbS), que se estima afecta aproximadamente al 0.04% de la población panameña. Su severidad clínica está modulada por los haplotipos del gen β-globina⎯Benín, Bantú, Senegal, Camerún y Árabe-hindú⎯, cuya caracterización no es posible mediante la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) utilizada en el Programa de Tamizaje Neonatal del Hospital del Niño Dr. José Renán Esquivel. El objetivo de este estudio fue estandarizar la técnica de PCR punto final para la identificación de dichos haplotipos en 22 pacientes con HbSS confirmado, correspondientes al periodo enero 2020-agosto 2025. Se extrajo ADN genómico utilizando el kit PureLink (Invitrogen) y se amplificaron seis regiones específicas del gen β-globina. Los productos fueron digeridos con las enzimas DdeI, HindIII, HincII, HinfI, y visualizados en geles de agarosa al 2%. Se identificaron tres haplotipos: Senegal (45.5%), Bantú (40.9%) y Benín (13.6%); los haplotipos Camerún y árabe-hindú no fueron detectados. El protocolo estandarizado demostró ser reproducible y confiable, constituyendo una herramienta molecular complementaria para la subclasificación de pacientes con HbSS.
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