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DESCRIPCIÓN

Sonda para su utilización en el diagnóstico de porfiria y para la cuantificación alélica de genes relativos a la porfiria 
mediante reacciones de ligamiento y amplificación.

5
La presente invención se refiere a sondas y a la utilización de dichas sondas en un método de diagnóstico y a un kit
de diagnóstico para detectar la presencia de Porfiria, en particular para detectar la cantidad alélica de genes 
relativos a la Porfiria.

El término Porfiria incluye un grupo de siete enfermedades debidas a anomalías genéticas, a menudo relacionadas 
con un fenotipo clínico grave, que se derivan de defectos hereditarios que implican al menos una de las enzimas de 10
la vía biosintética del hemo, un elemento reactivo de hemoproteínas celulares tales como, por ejemplo, hemoglobina, 
citocromos, peroxidase, etc. Las secuencias de los siete genes responsables de la Porfiria en el homo sapiens están 
disponibles en el banco de datos NCBI con los siguientes números de identificación (GeneID):

- aminolevulinato delta dehidratasa (ALAD) – 210;

- hidroximetilbilano sintasa (HMBS) – 3145;15

- uroporfirinógeno sintasa (UROS) – 7390;

- uroporfirinógeno decarboxilasa (UROD) - 7389;

- coproporfirinóogeno oxidasa (CPOX) – 1371;

- protoporfirinógeno oxidasa (PPOX) – 5498; y

- ferroquelatasa (FECH) – 2235.20

Se sabe que dichos siete genes son responsables en el Homo sapiens de siete formas diferentes de Porfiria, que, en
función de los síntomas clínicos, pueden ser clasificadas como agudas o crónicas.

La Porfiria aguda se manifiesta a través de varios síntomas que ocurren de manera aguda esporádicamente, 
inducidos por factores exógenos tales como infecciones intercurrentes, dietas de bajas calorías, ingestión de 
productos alcohólicos y fármacos con acción porfirinogénica (barbitúricos, sulfonamidas, anestésicos y 25
anticonceptivos por vía oral), o por factores endógenos tales como, por ejemplo, estrés físico o químico y 
fluctuaciones de hormonas esteroideas gonadales (estrógenas y progesteronas) durante los períodos premestruales 
y de embarazo. Los ataques tienen inicio principalmente con síntomas neurológicos que pueden manifestarse tanto 
en el sistema nervioso central como en el vegetativo-periférico.

La Porfiria crónica, por el contrario, está caracterizada por fotosensibilidad cutánea relacionada con la acumulación 30
de precursores fotorreactivos principalmente en la epidermis, donde vienen excitados con facilidad por la luz dando 
lugar a radicales libres de oxígeno con consiguiente daño del tejido y una fuerte respuesta inflamatoria. 
Generalmente la fotosensibilidad está restringida a las superficies expuestas directamente a la luz solar (dorso de las 
manos, cuello, piernas y tobillos en las mujeres), especialmente si son sometidas a repetidos traumatismos o si 
están caracterizadas por una aumentada fragilidad de la piel. Sin embargo, a menudo los signos externos de daño 35
cutáneo pueden no existir o pueden limitarse principalmente a edemas, eritemas y/o urticarias.

La tabla que sigue muestra la relación entre gen, tipo de Porfiria y síntomas clínicos:

Gen defectuoso Porfiria Síntomas clínicos

HMBS Porfiria aguda intermitente (PAI) Porfiria aguda

PPOX Porfiria diversificada (PV) Porfiria aguda

CPOX Coproporfiria hereditaria (CPH) Porfiria aguda

ALAD Porfiria de deficiencia ALAD (PDA) Porfiria aguda

UROD Porfiria cutánea tardía (PCT) Porfiria crónica

FECH Protoporfiria eritropoiética (PPE) Porfiria crónica

UROS Porfiria eritropoiética congénita (PEC) Porfiria crónica
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Asimismo, se sabe que mutaciones especiales de los siete genes antes mencionados pueden implicar genes 
adyacentes o regiones intergénicas flanqueantes. Por lo tanto, han sido seleccionadas las correspondientes siete 
regiones cromosómicas incluyendo el gen implicado y los genes flanqueantes. En un primer momento, dichas 
regiones han sido seleccionadas de modo que las mismas incluyeran al menos un gen antes y un gen después del
gen implicado, para luego extenderlas en base a la densidad génica del locus. En el ámbito de la presente invención, 5
dichas regiones cromosómicas, listadas abajo, vienen incorporadas en la definición del mismo gen:

gen ALAD: NC_000009:115174000-115213000 (complemento inverso)

gen HMBS: NC_000011:118442000-118494000

gen UROS: NC_000010:127443000-127533000 (complemento inverso)

gen UROD: NC_000001:45225000-4532000010

gen CPOX: NC_000003: 99733000-99863000 (complemento inverso)

gen PPOX: NC_000001:159334500-159451000

gen FECH: NC_000018:53290000-53442000 (complemento inverso).

La preponderancia de Porfiria no puede ser establecida de manera definitiva; sobre todo porque a menudo falta el
diagnóstico. En general, se cree que esas enfermedades tienen baja frecuencia, con preponderancia de las distintas 15
formas variables de una raza a otra y también de una zona geográfica a otra. En Europa hay aproximadamente 75.000 
pacientes que padecen Porfiria aguda, pero es posible encontrar una gran preponderancia en algunas zonas geográficas. 
Dos ejemplos son Escocia, donde un paciente cada 50.000 padece de una forma de Porfiria, con preponderancia de PAI 
(Porfiria aguda intermitente, en inglés Intermittent Acute Porphyria IAP) y PCT (Porfiria cutánea tardía, en inglés 
Porphyria Cutanea Tarda), y Sudáfrica, donde la forma preponderante es la PV (Porfiria Variegada, en inglés 20
Variegate Porphyria), con una incidencia de uno cada 1.000 personas entre la población blanca.

En nuestros días, el diagnóstico de la Porfiria no es sencillo debido a la analogía del cuadro clínico con otras
enfermedades de origen diferente. Asimismo, las enfermedades relacionadas con la Porfiria son clasificadas como 
raras y la falta de instrumentos de diagnóstico fáciles de usar a menudo es motivo de errores de diagnóstico.

En efecto, actualmente el diagnóstico se basa principalmente en la identificación de una elevada concentración de 25
productos intermedios de la vía biosintética (porfirinas libres) en eritrocitos, plasma, orinas y heces, que no es siempre 
posible en todas las estructuras clínicas y que no es totalmente fiable debido a las fluctuaciones fisiológicas que sufren 
esos metabolitos.

Por otro lado, la determinación de la actividad enzimática eritrocitaria de las enzimas individuales puede ser 
llevada a cabo únicamente con algunas de ellas. Donde fuera posible, tal determinación no es totalmente fiable 30
debido a la superposición entre el intervalo de valores normales y valores patológicos.

Actualmente la identificación de anomalías genéticas fundamento de las diferentes formas de Porfiria utiliza un
protocolo de diagnóstico, compuesto por una reacción en cadena de la polimerasa (RCP) (en inglés, PCR = Polymerase 
Chain Reaction) y una secuenciación automática, que principalmente describe mutaciones puntiformes o pequeñas 
supresiones – inserciones en las regiones codificantes y en las zonas de unión de los genes implicados. Esos tipos de 35
defectos genéticos confirman el diagnóstico sólo en el 80% de los pacientes con síntomas clínicos y bioquímicos que 
pueden ser relacionados con la Porfiria. El restante 20%, que por lo tanto no viene diagnosticado, recientes evidencias 
sugieren, como causa de la Porfiria, la presencia de reorganizaciones cromosómicas (supresiones y duplicaciones). 
Dichos defectos no pueden ser identificados con el protocolo estándar de análisis.

Actualmente, la identificación de esas mutaciones particulares viene llevada a cabo a través de dos 40
aproximaciones, las cuales son caras y demandan mucho tiempo.

La primera aproximación es el estudio sobre la “segregación familiar de polimorfismos conocidos”. Dicha
aproximación requiere, obligatoriamente, los padres biológicos del paciente y, en caso de defecto de identificación, 
la presencia de polimorfismos con una frecuencia significativa en la población. Además, dicha aproximación no es 
bastante decisiva puesto que la presencia de dichos polimorfismos podría no ser suficiente para demostrar la 45
carencia de segregación mendeliana, que es absolutamente necesaria para el diagnóstico de supresiones génicas. 
De todos modos, con dicha aproximación no es posible identificar las duplicaciones.

La segunda aproximación es la denominada “dosis génica”, un método de cuantificación relativa de amplicones
correspondientes al gen implicado. Dicha aproximación utiliza varios pares de cebadores con un elevado riesgo de 
formación de dímeros. Asimismo, la diferente eficacia de asociación (annealing) de los distintos pares de cebadores 50
perjudica la reacción de amplificación, puesto que las dianas más cortas son favorecidas termodinámicamente y su 
competición reduce la fiabilidad del ensayo de cuantificación relativa. Finalmente, no todas las regiones implicadas
pueden ser amplificadas siempre al mismo tiempo, por ende podría ser necesario llevar a cabo más de una reacción de 
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amplificación. Las condiciones de RCP de los fragmentos individuales pueden ser efectivamente diferentes y la cantidad 
de amplicones en la RCP Múltiplex, de todos modos, es reducida.

Groesz U et al. 1999 ofrece una relación sobre el primer análisis molecular de mutaciones genéticas HMBS en pacientes 
A1P clásicos de origen germánico. En particular, las mismas demostraron la heterogeneidad alélica de las mutaciones 
HMBS en pacientes AIP de origen germánico.5

Sorprendentemente la parte Solicitante ha hallado que los problemas mencionados con anterioridad concernientes al 
diagnóstico de Porfiria pueden ser solucionados utilizando pares específicos de sondas en reacciones de ligamiento,
presencia de al menos una enzima ligasa y subsiguiente amplificación RCP dependiente del ligamiento.

Las reacciones de amplificación RCP dependiente del ligamiento son conocidas en el sector como MLPA (del inglés 
Multiplex Ligation dependent Probe Amplification, en castellano amplificación múltiple de sondas dependientes de 10
ligamiento), en particular cuando se realizan varias reacciones. Cada uno de los pares de sondas incluye una diferente 
secuencia nucleotídica complementaria a la secuencia antisentido humana (secuencia hibridizante) y, en los terminales 
de dicha secuencia una secuencia fija nucleotídica no humana (etiqueta o tag). La amplificación a través de la reacción 
RCP sucede únicamente si el par de sondas reconoce la secuencia diana de tipo nativo (type-wild) y las dos sondas 
vienen dispuestas una adyacente a la otra de modo de ser enlazadas. La presencia de la ligasa permite que el enlace de 15
las sondas pueda crear una secuencia única a ser amplificada mediante RCP usando cebadores en acoplamiento con 
secuencias de etiquetas.

En función de la estructura de las sondas originales y del resultado de la amplificación de las reacciones RCP, un
técnico experto está en condiciones de entender de que manera una secuencia de ácido nucleico, por ejemplo un 
gen, puede presentar diferentes resultados con respecto a la secuencia de tipo nativo.20

El resultado de la reacción RCP permite una cuantificación relativa de los genes implicados en la Porfiria, con una 
elevada sensibilidad y reproducibilidad.

La presente invención viene dada a conocer a través de la descripción detallada que sigue y más adelante gracias 
a las figuras anexas.

La figura 1 muestra esquemáticamente pares específicos de sondas según la presente invención (sonda L y sonda R, en 25
la cual el terminal 5’ es fosforilato) y cómo esos se hibridizan a la secuencia de ADN específica (ADN diana) (1); su 
ligamiento en presencia del ADN diana (2); productos amplificados que se derivan de la reacción RCP (3), y cómo la 
electroforesis capilar permite obtener resultados con relevancia diagnóstica (4) (para mayor información, ver el Ejemplo 
1). Como puede observarse, las etiquetas presentes en las sondas, denominadas etiqueta F y etiqueta R, siguen 
estando en los productos amplificados que se derivan de la amplificación de la sonda enlazada.30

La figura 2 presenta un ejemplo de picos obtenidos por electroforesis capilar de los productos de amplificación de la 
reacción RCP (productos amplificados) sobre ADN de una muestra de conformidad con el protocolo descrito en el
Ejemplo 1. Nótese que hay 27 picos y 3 de los 27 picos representan sondas de control interno utilizadas para 
normalizar los resultados de otros picos. Esos picos vienen denominados con el nombre de gen al cual le 
corresponden las sondas de control interno.35

La figura 3 muestra los resultados del método de diagnóstico para detectar el estado del gen FECH, esquemáticamente y 
después de la normalización con tres controles internos, de varios pacientes (ver el Ejemplo 1). CTRL 1, 2 y 3 
representan algunos sujetos sanos sobre los cuales han sido calibrados los demás (control externo). Nótese que 
los pacientes 55 y 400 no exhiben anomalías con respecto a los testigos (controles), mientras que los pacientes 
399, 744 y 909 presentan anomalías en el gen FECH.40

La figura 4 muestra los resultados del método de diagnóstico para detectar el estado del gen HMBS, esquemáticamente 
y después de la normalización con tres controles internos de varios pacientes (ver el Ejemplo 2). CTRL 1, 2 y 3 
representan algunos sujetos sanos sobre los cuales han sido calibrados los demás resultados (control externo). Los 
pacientes 543 y 827 no presentan anomalías con respecto a los testigos (controles), mientras que los pacientes 496, 526 
y 642 presentan anomalías en el gen HMBS.45

En un primer aspecto la presente invención se refiere a una asociación de sondas que comprende un grupo de sondas 
que posee en correspondencia de un terminal de la secuencia una etiqueta y en correspondencia del otro terminal una 
secuencia que hibridiza al menos una parte de la secuencia del gen HMBS, dichas secuencias hibridizantes siendo SEC 
ID NOs: 25-47 y un grupo de sondas que posee en correspondencia de un terminal de la secuencia una etiqueta y en 
correspondencia del otro terminal una secuencia que hibridiza al menos una parte de la secuencia del gen HMBS, dichas 50
secuencias hibridizantes siendo SEC ID NOs: 166-188. Preferentemente, la asociación de sondas tiene como etiqueta
SEC ID NO: 283 o SEC ID NO: 284. Preferiblemente, la etiqueta está en el terminal 5’ mientras que la secuencia 
hibridizante está en el terminal 3’. Más preferiblemente, la etiqueta está en el terminal 5’ de SEC ID NOs: 25-47.

De conformidad con una realización preferida, la asociación de sondas tiene la SEC ID NO: 283 como etiqueta en el 
terminal 5’ de SEC ID NOs: 25-47. Preferiblemente, la etiqueta está en el terminal 3’ mientras que la secuencia hibridizante 55
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está en el terminal 5’. Más preferiblemente, la etiqueta está en el terminal 3’ de SEC ID NOs: 166-188. En particular, la 
etiqueta en correspondencia del terminal 3’ de SEC ID NOs: 166-188 es SEC ID NO: 284.

Otro aspecto de la invención es un método para determinar la presencia de Porfiria Intermitente Aguda en una muestra de 
tejido biológico que incluye las siguientes etapas operativas:

(i) extracción de ácido nucleico de una muestra;5
(ii) introducción de la asociación de sondas de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8 en 

el ácido nucleico extraído según la etapa operativa (i), y reacción en presencia de al menos una enzima ligasa en 
al menos una reacción de ligamiento;

(iii) ejecución de al menos una reacción de amplificación en las sondas obtenidas a partir de la etapa operativa (ii); y
(iv) determinación de la presencia y de la cantidad de secuencias nucleotídicas que se derivan del ligamiento y la 10

amplificación.

Preferentemente, el par de sondas para control interno viene introducido en la etapa (ii), dicho par de sondas 
preferiblemente teniendo las secuencias hibridizantes: SEC ID Nos: 285-286 y/o 287-288 y/o 289-290, y la misma etiqueta 
de la asociación de sondas presentes en la etapa operativa (ii). Más preferiblemente la información dada por el par de 
sondas teniendo las secuencias hibridizantes SEC ID NOs: 285-286 y/o 287-288 y/o 289-290 viene utilizada para15
normalizar los datos determinados según la etapa operativa (iv).

Un aspecto adicional de la invención se refiere al uso de la asociación de sondas en una reacción de ligamiento y una 
reacción RCP para diagnosticar la presencia de anomalías porfíricas, preferiblemente para diagnosticar anomalías del gen 
HMBS.

Un aspecto adicional de la invención se refiere a un kit para diagnosticar Porfiria Intermitente aguda que incluye al menos 20
un compartimiento que contiene en su interior los reactivos para llevar a cabo al menos un ligamiento y al menos una 
reacción RCP, y al menos un compartimiento que contiene la asociación de sondas según se ha descrito arriba.

El ácido nucleico extraído en la etapa operativa (i) preferentemente es ADN.

Un técnico experto puede seleccionar un método adecuado entre los métodos conocidos en el sector para extraer
ácido nucleico de la muestra. Preferentemente, es posible utilizar un kit disponible en el comercio, tal como, por 25
ejemplo, Puregene de Qiagen.

En el método según el presente descubrimiento, la muestra utilizada en la etapa operativa (i) puede ser tomada de 
cualquier tipo de tejido biológico humano. Preferentemente, el tejido biológico humano es sangre periférica.

Cada uno de los pares de sondas mencionados en la etapa operativa (ii) tiene una secuencia hibridizante
especialmente para una secuencia nucleotídica diana y una etiqueta F o una etiqueta R en los terminales de dicha 30
sonda (en los terminales 5’ o 3’, respectivamente; ver la figura 1).

Dichas secuencias hibridizantes vienen elegidas de manera que los pares de sondas se ubiquen adyacentes entre sí en 
una parte de las secuencias de los siete genes de la vía biosintética del hemo de modo de ser enlazados mediante una 
ligasa, como puede verse en la figura 1.

Los pares pueden ser diseñados por un técnico experto seleccionando un método apropiado entre los métodos 35
conocidos en el sector para diseñar secuencias nucleotídicas específicas. Preferentemente, la sonda del par en la 
posición 3’ es fosforilata. Aún más preferiblemente, las sondas según el presente descubrimiento presentan las 
siguientes propiedades:

- la temperatura de fusión de la secuencia hibridizante es mayor o igual que 67,5°C, y

- el contenido de pares GC (par de bases guanina-citosina) de la secuencia hibridizante es del 30 al 63%, y40

- deltaG (termodinámica del plegado) de toda la sonda es mayor o igual que cero a una temperatura de 60°C con 
una concentración de Na+ de 0,35 M, y

- al menos una C o G adyacente a la etiqueta (5’ y 3’ respectivamente), y

- màx. 4 bases G y/o C adyacentes a la etiqueta.

Preferentemente, las secuencias hibridizantes vienen elegidas entre las secuencias que comprenden SEC ID NOs 45
1-282.

En el ámbito de la presente invención, las secuencias vienen diseñadas de conformidad con las Normas Internacionales 
WIPO ST.25 y su descripción ha sido desarrollada con el software Patent-In 3.5. La descripción de las secuencias 
mencionadas en la presente invención está adjuntada al presente documento.

Preferentemente, las sondas son ADN.50

E14160458
07-12-2016ES 2 606 689 T3

 



6

Un técnico experto puede elegir apropiadamente entre reactivos, métodos, protocolos y etiquetas conocidos en el 
sector para realizar e inferir datos a partir de una reacción de amplificación conocida en el sector como MLPA y 
como se ha expuesto arriba.

Preferentemente, las sondas de conformidad con el descubrimiento pueden ser subdivididas en dos grupos:

1. Sondas L, donde la sonda tiene una etiqueta en el terminal 5’ de la secuencia nucleotídica y en el otro terminal 5
una secuencia nucleotídica hibridizante según se ha descrito con anterioridad y como se puede apreciar en la 
figura 1.

Preferentemente, la secuencia hibridizante de la sonda L posee un máximo de dos nucleótidos GC en el 
terminal 3’. Aún más preferentemente, la secuencia hibridizante viene elegida entre las SEC ID NOs de 1 a 
141. Preferentemente, las sondas L se componen de una secuencia seleccionada entre las SEC ID NOs de 1 10
a 141 y una etiqueta F en el terminal 5’ de dicha secuencia. Preferentemente, la etiqueta F para sondas L es 
SEC ID NO 283.

2. Sondas R, donde la sonda tiene una etiqueta R en el terminal 3’ de la secuencia nucleotídica y en el otro 
terminal una secuencia nucleotídica hibridizante según se ha descrito con anterioridad, fosforilata en el terminal 15
5’ y en la posición 3’ con respecto a la sonda L y de modo de ser enlazada a una ligasa, como puede 
apreciarse en la figura 1. Preferentemente, la secuencia hibridizante en la posición 3’ con respecto a la sonda L 
de modo de ser enlazadas mediante una ligasa viene elegida entre SEC ID NOs de 142 a 282. 
Preferentemente, las sondas R se componen de una secuencia seleccionada entre SEC ID NOs de 142 a 282 
y una etiqueta R en el terminal 3’ de dicha secuencia. Preferentemente, la etiqueta para sondas R es SEC ID 20
NO 284.

Preferentemente, las secuencias de las sondas L y R se componen de SEC ID NOs 1-282 y etiquetas SEC ID NOs 
283-284 como se ha indicado arriba, porque de este modo es posible minimizar la longitud total de las sondas L y R, 
respectivamente. Una longitud minimizada de las sondas permite su síntesis química, en lugar de usar métodos más
caros, sin menoscabar la idoneidad de dichas sondas en el método según la presente invención.25

En la etapa operativa (ii) del método según este descubrimiento hay al menos un par de sondas específicas. Dicho 
al menos un par específico es un par de al menos una sonda L y al menos una sonda R como se ha dicho con 
anterioridad. Preferentemente, la sonda L presenta la secuencia hibridizante SEC ID NO n en el terminal 3’ de la 
secuencia nucleotídica, donde n es un número entero comprendido entre 1 y 141, y la sonda R presenta la
secuencia hibridizante SEC ID NO m en el terminal 5’ de la secuencia nucleotídica, donde m es igual a n+141.30

En la etapa operativa (iii), para llevar a cabo la por lo menos una amplificación, un técnico experto puede elegir 
apropiadamente entre todos los protocolos y los métodos conocidos en el sector. Preferentemente, al menos una 
amplificación es al menos una reacción RCP, más preferentemente de conformidad con un protocolo MLPA. 
Preferiblemente, en la por lo menos una reacción RCP, los cebadores F y R vienen introducidos en acoplamiento
con todas las etiquetas F y R, respectivamente, presentes en las sondas agregadas en la etapa operativa (ii). En 35
particular, el cebador F es el cebador directo (es decir, correspondiente a la etiqueta F), mientras que el cebador R 
es el cebador inverso (por lo tanto, complementario a la etiqueta R).

La etapa operativa (iv) comprende la determinación de la presencia y la cantidad relativa de ácido nucleico 
resultante del ligamiento y amplificación obtenidas en las etapas operativas (ii) y (iii). La presencia puede ser
determinada con métodos conocidos en el sector para dividir secuencias de ácido nucleico en función de su longitud, 40
tal como, por ejemplo, mediante un protocolo de electroforesis capilar. Un técnico experto, conociendo la longitud del 
par de sondas iniciales y su posición hibridizante en el ADN, está en condiciones de calcular la longitud del producto 
amplificado resultante. Dicho técnico experto, luego, puede controlar si el producto amplificado resulta ser de esa 
longitud o no. La reducción o el aumento del producto amplificado resultante indica que se tiene una anomalía en el
ácido nucleico extraído en la etapa operativa (i) en la posición en la cual se hibridiza una de las sondas responsable 45
de dicho producto amplificado en ambos alelos.

En una ejecución preferente del método según la presente invención según se ha descrito arriba, el cebador F o el 
cebador R viene marcado adecuadamente en un terminal. Preferentemente, el cebador marcado es el cebador F 
marcado en el terminal 5’. El cebador marcado sigue siendo adecuado para el método según la presente invención y
permite, en la etapa operativa (iv), reconocer la secuencia por medio del marcador. El marcador puede ser 50
seleccionado apropiadamente entre marcadores conocidos en el sector, tales como por ejemplo átomos radiactivos, 
fluocromos o anticuerpos adicionalmente marcados, también en función del método de determinación empleado en 
la etapa operativa (iv), de la presencia y de la cantidad de secuencias de ácidos nucleicos que se derivan del 
ligamiento y de la amplificación. En una ejecución preferente, el marcador enlazado al cebador es un fluocromo, tal
como, por ejemplo, FAM (6-carboxifluorosceina) o HEX. En dicha ejecución, la presencia y la cantidad de los 55
productos amplificados resultantes de la etapa operativa (iii) pueden ser medidas a través de electroforesis capilar 
con un secuenciador disponible en el mercado, tal como, por ejemplo, Abi Prism 310. Los picos resultantes se 
refieren a la presencia y a la cantidad de los productos amplificados resultantes.
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Los ejemplos 1 y 2 describen en detalles ejecuciones ejemplificadoras y, por ende, para nada restrictivas del 
método según la presente invención.

La cantidad del producto amplificado resultante puede ser la misma, aproximadamente la mitad o aproximadamente 
el doble con respecto a los demás productos amplificados resultantes de la misma reacción y/o con respecto a un 
producto amplificado resultante del uso de las mismas sondas en el ADN de tipo nativo (control externo). Si la 5
cantidad del producto amplificado es aproximadamente la mitad, entonces debe suponerse que hay una anomalía en
una copia del gen, en particular una anomalía en uno de los alelos y no en el otro. Si la cantidad de producto 
amplificado es aproximadamente el doble, entonces debe suponerse que hay una anomalía de genotipo 
caracterizada por una mutación por duplicación de ambas copias del gen o por una mutación por triplicación de una 
sola copia del gen.10
En una ejecución preferente del método según la presente invención, en la etapa operativa (ii) se introduce al menos un par 
de sondas para control interno, preferentemente junto con dicho al menos un par de sondas. Los pares de sondas para
control interno vienen preparados de manera similar al par de sondas L y R de conformidad con la presente invención 
según se ha descrito con anterioridad, la única diferencia siendo la que dichos pares para control interno tienen secuencias 
hibridizantes para porciones de genes que se conocen como no implicadas en enfermedades genéticas humanas. 15
Preferentemente, las secuencias hibridizantes en las sondas para control interno vienen seleccionadas entre los pares SEC
ID NOs 285-286, 287-288 y 289-290. La utilización de dichas sondas para control interno es ventajosa puesto que permite 
determinar si la reacción RCP ocurrió correctamente y/o permite normalizar la cantidad de un producto amplificado, que 
representa la cantidad de diploides (2n). El par SEC ID NOs 285-286 corresponde a una parte del gen ILKAP, que codifica 
para una fosfatasa conocida por tener una función en la regulación de las señales intra e/o intercelulares. El par SEC ID 20
NOs 287-288 corresponde a una parte del gen DACH, que codifica para una proteína conocida por jugar un determinado 
papel en el desarrollo de varios organismos. El par SEC ID NOs 289-290 corresponde a una parte del gen DEFB129, que 
codifica para una proteína conocida por jugar un papel determinado en el sistema inmunitario. Es aún más ventajoso usar 
los tres pares de control puesto que los tres productos amplificados son de diferentes longitudes y permiten 
normalizar productos amplificados de diferentes longitudes. Los productos amplificados resultantes de pares de 25
sondas que contienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs 285-286, 287-288 y 289-290 tienen una longitud de 
132 nucleótidos, 118 nucleótidos y 80 nucleótidos, respectivamente.

En una ejecución preferente del método según el presente descubrimiento, dicha al menos una reacción de ligamiento y 
amplificación de las etapas operativas (ii) y (iii) viene seleccionada entre siete posibles reacciones, donde en cada 
reacción al menos un par específico de sondas reacciona con uno de los siete genes de la vía biosintética del hemo 30
responsable de la Porfiria.

Preferentemente, los pares específicos de sondas en cada una de las siete posibles reacciones pueden ser 
seleccionados a partir de los siguientes grupos para las reacciones de ligamiento-RCP:

- reacción de ligamiento-RCP 1 = par de sondas en las cuales una sonda tiene la secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un número entero comprendido entre 1 y 24, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO 35
m, donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos 
amplificados que se derivan de dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen FECH.

- reacción de ligamiento-RCP 2 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un número entero comprendido entre 25 y 47, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m, 
donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se 40
derivan de dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen HMBS.

- reacción de ligamiento-RCP 3 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n, donde 
n es un número entero comprendido entre 48 y 71, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m, donde m 
es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se derivan 
de dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen PPOX.45

- reacción de ligamiento-RCP 4 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n, donde 
n es un número entero comprendido entre 72 y 87, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m, donde m 
es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se derivan de 
dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen CPOX.

- reacción de ligamiento-RCP 5 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n, donde 50
n es un número entero comprendido entre 88 y 105, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEQ ID NO m, donde 
m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se derivan 
de dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen UROD.

- reacción de ligamiento-RCP 6 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un número entero comprendido entre 106 y 125, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID NO m, 55
donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos amplificados que se 
derivan de dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen UROS.
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- reacción de ligamiento-RCP 7 = par de sondas en las cuales una sonda tiene una secuencia hibridizante ID NO n,
donde n es un número entero comprendido entre 126 y 141, y la otra sonda tiene la secuencia hibridizante SEC ID 
NO m, donde m es igual a n+141. La ausencia o presencia de cantidades que son la mitad de los productos 
amplificados que se derivan de dichas sondas corresponde a una anomalía resultante para el gen ALAD.

Por consiguiente, la elección de cuáles reacciones, y en cuál secuencia, se tienen que realizar para obtener un diagnóstico 5
preciso se basa substancialmente en los resultados dados por las pruebas bioquímicas y/o en el estudio clínico llevados a 
cabo con anterioridad sobre el paciente.

En una ejecución aún más preferente, las siete posibles reacciones de ligamiento-RCP, como se ha listado arriba, 
incluyen asociaciones de sondas que comprenden todas las secuencias hibridizantes SEC ID NOs 1-282 divididas en 
siete asociaciones separadas para las siete reacciones de ligamiento-RCP siguiendo la precedente distribución. Por 10
lo tanto, la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 1 comprende un grupo de sondas L que tiene las secuencias 
hibridizantes SEC ID NOs de 1 a 24 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 142 a 
165, la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 2 comprende un grupo de sondas L que tiene las secuencias 
hibridizantes SEC ID NOs de 25 a 47 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs 
de 166 a 188, la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 3 comprende un grupo de sondas L que tiene las 15
secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 48 a 71 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID 
NOs de 189 a 212, la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 4 comprende un grupo de sondas L que tiene 
las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 72 a 87 y un grupo de sondas R que tienen las secuencias 
hibridizantes SEC ID NOs de 213 a 228, la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 5 comprende un grupo 
de sondas L que tiene las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 88 a 105 y un grupo de sondas R que tienen las 20
secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 229 a 246, la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 6 comprende 
un grupo de sondas L que tiene las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 106 a 125 y un grupo de sondas R que 
tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 247 a 266, y la asociación para la reacción de ligamiento-RCP 7 
comprende un grupo de sondas L que tiene las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 126 a 141 y un grupo de 
sondas R que tienen las secuencias hibridizantes SEC ID NOs de 267 a 282.25

Más preferentemente, las secuencias nucleotídicas de las sondas se componen de una secuencia de ácido nucleico
elegida entre secuencias SEC ID NOs 1-282 como se acaba de describir, y una etiqueta SEC ID NOs 283 o 284 si 
las sondas son L o R, respectivamente.

La ventaja de usar dichas asociaciones de sondas es que cada secuencia resultante de la amplificación varía en longitud 
total de 80-132 nucleótidos y difiere en longitud con respecto a otras secuencias de la misma asociación (es decir, para la 30
misma reacción RCP) de al menos 2 nucleótidos. Ventajosamente, esto permite usar hasta 27 pares de sondas con el 
mismo marcador en una única reacción de ligamiento-RCP y estar en condiciones de discriminar entre los 
resultados de los 27 pares de sondas (que corresponden a un área específica de un gen).

A partir de los resultados obtenidos en la etapa operativa (iv) un técnico experto puede inferir, con una precisión de 
80-132 nucleótidos, la ubicación de una anomalía o una diferencia alélica en uno o varios de los siete genes 35
implicados en la etiología de la Porfiria.

En el caso que se deban efectuar varias reacciones de ligamiento-RCP, las mismas pueden ser llevadas a cabo en
probetas separadas, simultánea o secuencialmente.

Para reducir las reacciones de ligamiento-RCP, antes de comenzar con el método descrito con anterioridad conviene 
determinar si el paciente padece de anomalías génicas por Porfiria aguda o crónica haciendo uso de los métodos 40
conocidos en el sector. Si el paciente exhibe anomalías génicas por Porfiria aguda, entonces se utilizan las asociaciones 
para las reacciones de ligamiento-RCP 2, 3, 4 y 7; mientras que si el paciente exhibe anomalías génicas por Porfiria 
crónica, entonces se utilizan las asociaciones para las reacciones de ligamiento-RCP 1, 5 y 6. En base al análisis de 
las manifestaciones clínicas y bioquímicas del tipo de Porfiria que el paciente padece, en algunos casos el método 
puede ser restringido a la utilización de únicamente una asociación, relacionada con el tipo de enfermedad de Porfiria a 45
diagnosticar.

En otra ejecución del método según la presente invención, se utilizan dos o más asociaciones de sondas para las
reacciones de ligamiento-RCP, seleccionadas de 1 a 7 como se ha descrito arriba, en una única reacción de ligamiento-
RCP usando diferentes etiquetas F y R en las sondas pertenecientes a las dos o más asociaciones de sondas. Las 
diferentes etiquetas empleadas son específicas para una de las dos o más asociaciones y diferentes marcadores vienen 50
enlazados al grupo de cebadores presentes en la reacción RCP de la etapa operativa (iii). Utilizando marcadores
específicos asociados a cebadores en acoplamiento a las diferentes etiquetas F y R, el mismo puede ser 
discriminado entre las diferentes asociaciones, o sondas, obteniendo de esta manera más resultados de una sola 
reacción de ligamiento-RCP en las etapas operativas (ii) y (iii).

Otro objetivo del presente descubrimiento incluye sondas que tienen una etiqueta en un terminal de las secuencias y en 55
el otro terminal una secuencia que se hibridiza a por lo menos parte de las secuencias de los siete genes de la vía
biosintética del hemo implicada en la etiología de la Porfiria. Preferentemente, las sondas están provistas de las 
propiedades en sus secuencias como se ha mencionado arriba. Preferiblemente, la secuencia hibridizante viene 
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elegida entre SEC ID NOs 1-282. Aún más preferiblemente, la secuencia de etiquetas viene elegida entre SEC ID 
NOs 283 y 284.

Otro objetivo del presente descubrimiento incluye asociaciones de sondas que tienen secuencias nucleotídicas
según se ha dado a conocer con anterioridad.5

Para las ejecuciones preferentes de dichas sondas, ver las reivindicaciones anexas.

Otro objetivo del presente descubrimiento es un kit de diagnóstico que comprende al menos un compartimiento que 
contiene en su interior los reactivos para efectuar el por lo menos un ligamiento de la etapa operativa (ii) y la por lo
menos una amplificación de la etapa operativa (iii), y al menos un compartimiento que contiene en su interior las 
sondas a usar para al menos una de las siete asociaciones para las reacciones de ligamiento-RCP 1-7, como ya se 10
ha descrito con anterioridad. Preferiblemente hay siete compartimientos que contienen las sondas, cada uno de 
ellos incluyendo una de las siete asociaciones para reacciones de ligamiento-RCP 1-7, como se ha descrito con 
anterioridad. Preferiblemente, el kit de diagnóstico comprende al menos un par de sondas para control interno,
preferentemente sondas que incluyen SEC ID NOs 285-290, como se ha descrito con anterioridad.

Ejemplo 1 – Diagnóstico de la presencia de anomalías relacionadas con la Porfiria en el gen FECH15

Se llevó a cabo un análisis sobre 30 sujetos, de los cuales 15 sanos y 15 con síntomas clínicos que pueden ser 
relacionados con la Porfiria. De cada persona se ha tomado una muestra de 7 ml de sangre periférica en EDTA. La 
muestra fue centrifugada a 3.000 RPM por 10 minutos a 4°C. Después de quitar el plasma se ha agregado una
solución fisiológica, después de lo cual se han mezclado todos los componentes. Posteriormente se ha centrifugado 
a 3.000 RPM por un lapso de tiempo de 10 minutos a 4°C y después de extraer la solución fisiológica, se ha tomado 20
150 µl de placa leucocitaria (linfominocitos). Se ha extraído ADN con el kit Puregene – Gentra (QUIAGEN) 
agregando a la muestra 450 µl de RBC Lysis Solution 1 y agitando por 10 minutos a temperatura ambiente (RT). 
Luego fue centrifugado a 14.000 RPM por un lapso de tiempo de 1 minuto a temperatura ambiente, se quitó el
sobrenadante y volvió a suspender la píldora. Se agregaron 450 µl de Cell Lysis Solution 2 y se volvió a suspender 
la píldora. Se agregaron 150 µl de Protein Precipitation Solution 3 y se movió en remolino por un lapso de tiempo de 25
20 segundos. Después de la centrifugación a 14.000 RPM por 3 minutos a temperatura ambiente se recuperó el 
sobrenadante. Se agregó isopropanol al 100% v/v. Se centrifugó a 14.000 RPM por un lapso de tiempo de 1 minuto 
y después de quitar el sobrenadante, se agregaron 300 µl de etanol al 70%. Se centrifugó a 14.000 RPM por un
lapso de tiempo de 1 minuto a temperatura ambiente y después de quitar el sobrenadante y secar la píldora con 
Speed Vacuum por un lapso de tiempo de 2 minutos, se volvió a suspender la píldora en 100 µl de TE (Tris-HCl 30
10mM y EDTA 1mM). Luego, se diluyó el ADN a una concentración final de 20 ng/µl en TE.

Las secuencias de las sondas y de los cebadores fueron obtenidas mediante síntesis química.

Se preparó la mezcla de pares de sondas para el gen FECH uniendo 2,4 µl de cada sonda (sondas L: SEC ID NO
283 + SEC ID NOs 1-24 y sondas R: SEC ID NOs 142-165 + SEC ID NO 284) con una concentración de 1 pmol/µl. 
(FECH Probe Mix). También fueron agregados a la mezcla los 3 pares de sondas de los genes de control (sondas L: 35
SEC ID NO 283 + SEC ID NOs 285, 287, 289 y sondas R: SEC ID NOs 286, 288, 290 + SEC ID NO 284) en un 
volumen total final de 600 µl de TE.

Los cebadores F (SEC ID NO 283 marcada con fluocromo FAM en el terminal 5’) y R (SEC ID NO 291) fueron
diluidos a una concentración de 20 pmol/µl en TE y se ha preparado una alícuota concentrada de 10 mM de dNTPs.

Para el experimento se utilizó el kit MLPA reagents 100 reactions (MRC-Holland-RESNOVA) excepto para SALSA 40
PCR primer mix.

Se desnaturalizaron 100 ng de ADN a 98°C por 5 minutos; se agregaron 2 µl de una mezcla que comprende 1,5 µl 
de FECH probe mix y 1,5 µl de SALSA MLPA buffer a 25°C. El todo fue encubado por un lapso de tiempo de 1
minuto a 95°C y por al menos 16 horas a 60°C (hibridación). Se preparó una mezcla con 3 µl de buffer A, 3 µl de 
buffer B de ligamiento, 25 µl de agua estéril y 1 µl de ligasa y se agregó al ADN a 54°C. Luego fue encubado a 54°C 45
por un lapso de tiempo de 15 minutos, a 98°C por un lapso de 5 minutos y fue almacenado a 4°C (ligamiento). 
Fueron alicuotadas en probetas estériles 15 µl de mezcla 1 de RCP, con 13 µl de agua y 2 µl de SALSA PCR buffer. 
Se agregaron 5 µl de producto ligado y con las probetas a 60°C se agregaron 5µl de mezcla de 2 de RCP, con 2,75 
µl de agua, 1 µl de Salsa Enzyme dilution buffer, 0,5 µl de dNTPs, 0,25 µl de SEC ID NO 283 y 0,25 µL de SEC ID 
NO 291 y 0,25 µl de SALSA Polymerase. Luego se dio inicio al protocolo RCP de 35 ciclos: 30 segundos a 95°C; 30 50
segundos a 60°C; 60 segundos a 72°C con incubación final de 20 minutos a 72°C.

Se agregaron 0,75 µl de producto amplificado a 13,5 µl de formamida desionizada, 0,75µl de agua y 0,5 µl de 
(500Rox) tamaño estándar, y los fragmentos fueron analizados con un secuenciador Abi Prism 310 usando el capilar
de 47 cm y el polímero POP-6. Se establecieron los siguientes parámetros de ejecución: tiempo de inyección 30 
segundos, tensión de inyección 3,0 kV, temperatura de ejercicio 60°C y tiempo de ejecución 30 minutos. Los picos55
resultantes del análisis de los fragmentos, antes de su normalización, se exhiben en la figura II e indican el resultado 
obtenido.
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Por cada muestra se seleccionaron los picos correspondientes a los 27 pares de sondas ligadas y amplificadas (24 picos 
que representan sondas para el gen FECH y 3 para controles internos) y se exportaron a un fichero Excel los valores de 
sus alturas. Después de ordenar los valores de altura de los picos correspondientes al gen implicado de conformidad con 
su posición en el cromosoma, dicho valor fue dividido por la suma de los valores de altura de los picos de control 
(normalización).5

Por cada muestra los valores de los picos normalizados fueron divididos por el valor medio obtenido a partir de los valores 
de altura de los correspondientes valores normalizados en sujetos normales (calibración). Para visualizar los resultados se 
creó un gráfico para cada muestra. Los picos de 0,8 a 1,2 se hallan en copia doble en el genoma, mientras que si 
son de aproximadamente 0,4 – 0,5 son de copia simple, de aproximadamente 1,5 – 1,6 son de copia triple. En la 
figura III se muestran algunos ejemplos; donde los gráficos CRTL 1-3 representan los resultados obtenidos a partir 10
de sujetos normales y necesarios para la calibración.

Los resultados ponen de manifiesto que de los 15 pacientes analizados 11 son normales por lo que se refiere al gen
FECH, mientras que 4 de ellos presentan anomalías en el gen FECH y regiones circunstantes. Como puede verse 
en la figura 3, los pacientes 399, 844 y 909 presentan 3 supresiones diferentes en el gen FECH.

Dicho resultado fue confirmado con otras técnicas moleculares, tales como, por ejemplo, RCP larga (Long-PCR) y 15
secuenciación de los puntos de rotura de supresión.

Ejemplo 2 – Diagnóstico de la presencia de anomalías relacionadas con la Porfiria en el gen HMBS 

Se siguió el mismo protocolo que en el Ejemplo 1 usando 2,4 µl de cada sonda (sondas L: SEC ID NO 283 + SEC ID
NOs 25-47 y sondas R: SEC ID NOs 166-188 + SEC ID NO 284) con una concentración de 1 pmol/µl (HMBS Probe Mix). 
Se agregó también la sonda HMBS con los 3 pares de sondas de control interno (sondas L: SEC ID NO 283 + SEC ID NOs 20
285, 287, 289 y sondas R: SEC ID NOs 286, 288, 290 + SEC ID NO 284) en un volumen total final de 600 µl de TE. Se 
llevó a cabo un análisis sobre muestras tomadas de 30 sujetos, de los cuales 16 sanos y 14 con síntomas clínicos que 
pueden ser relacionados con la Porfiria. Tres pacientes (los pacientes 496, 526 y 642) presentaban una anomalía en 
el gen HMBS. La figura 4 exhibe algunos ejemplos de los resultados.

25
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REIVINDICACIONES

1.- Asociación de sondas que comprende un grupo de sondas que tienen en un terminal de la secuencia una
etiqueta y en el otro terminal una secuencia hibridizante a por lo menos una parte de la secuencia del gen 
HMBS, dichas secuencias hibridizantes siendo SEC ID NOs 25-47 y un grupo de sondas que tienen en un 5
terminal de la secuencia una etiqueta y en el otro terminal una secuencia hibridizante a por lo menos una parte 
de la secuencia del gen HMBS, dichas secuencias hibridizantes siendo SEC ID NOs 166-188.

2.- Asociación de sondas según la reivindicación 1, donde la etiqueta es SEC ID NO 283 o SEC ID NO 284.
10

3.- Asociación de sondas según la reivindicación 1 o 2, donde la etiqueta está presente en el terminal 5’ y la 
secuencia hibridizante en el terminal 3’.

4.- Asociación de sondas según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, donde la etiqueta está presente en 
el terminal 5’ de SEC ID NOs 25-47.15

5.- Asociación según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, donde la etiqueta en el terminal 5’ de SEC ID
NOs 25-47 es SEC ID NO 283.

6.- Asociación de sondas según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5, donde la etiqueta está presente en 20
el terminal 3’ y la secuencia hibridizante está presente en el terminal 5’.

7. Asociación de sondas según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6, donde la etiqueta está presente en el 
terminal 3’ de SEC ID NOs 166-188.

25
8.- Asociación según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6, donde la etiqueta en el terminal 3’ de SEC ID 

NOs 166-188 es SEC ID NO 284.

9.- Método para determinar la presencia de Porfiria Aguda Intermitente en una muestra de tejido biológico que 
incluye las siguientes etapas operativas:30

(i) extracción de ácido nucleico de una muestra;
(ii) introducción de la asociación de sondas según una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8 dentro del 
ácido nucleico extraído según la etapa operativa (i), y reacción en presencia de al menos una enzima ligasa en al 
menos una reacción de ligamiento;35
(iii) ejecución de al menos una reacción de amplificación en las sondas obtenidas a partir de la etapa operativa 
(ii), y
(iv) determinación de la presencia y de la cantidad de secuencias nucleotídicas resultantes del ligamiento y la 
amplificación.

40
10.- Método según la reivindicación 8, donde un par de sondas para el control interno viene introducido en la etapa 

operativa (ii), dicho par de sondas preferentemente teniendo secuencias hibridizantes: SEC ID NOs 285-286 y/o 
287-288 y/o 289-290, y la misma etiqueta de la asociación de sondas presente en la etapa operativa (ii).

11.- Método según la reivindicación 10, donde la información dada por el par de sondas que tienen secuencias 45
hibridizantes SEC ID NOs 285-286 y/o 287-288 y/o 289-290 viene utilizada para normalizar los datos 
determinados de conformidad con la etapa operativa (iv).

12.- Uso de la asociación de sondas según una cualquiera de las precedentes reivindicaciones de 1 a 8 en una 
reacción de ligamiento y una reacción RCP para diagnosticar la presencia de anomalías porfíricas.50

13.- Uso según la reivindicación 12 para diagnosticar anomalías del gen HMBS.

14.- Kit para diagnosticar Porfiria Aguda Intermitente que incluye al menos un compartimiento que contiene en su 
interior los reactivos para efectuar por lo menos un ligamiento y por lo menos una reacción RCP, y por lo 55
menos un compartimiento que contiene en su interior la asociación de sondas según una cualquiera de las 
reivindicaciones de 1 a 8.
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