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DESCRIPCION
Medios y método para predecir diabetes tipo ii.

La presente invencion se relaciona con un método para diagnosticar una predisposicion a la diabetes tipo 2 que
comprende determinar criptoxantina, acido 2-hidroxi-palmitico, triacilglicérido (C16:0, C18:1, C18:2), acido gondoico,
acido tricosanoico, 5-oxoprolina en una muestra de plasma, suero o sangre de prueba de un sujeto que se sospecha
tiene una predisposicion a la diabetes tipo 2 y comparar dichos metabolitos con una referencia, por lo cual se
diagnostica una predisposicion a la diabetes tipo 2.

La prevalencia de la diabetes mellitus ha alcanzado aproximadamente 6% en el mundo industrializado y aumentara
hasta 366 millones de personas afectadas en 2030 a nivel mundial. La razén mas frecuente (tipo),
(aproximadamente 90 %) para diabetes en el mundo se explica por la diabetes tipo 2, que tiene una patogenia
multifactorial. La secuencia patolégica para la diabetes tipo 2 implica muchos elementos. Se considera que es
obligatorio tener una predisposicién genética que es en la actualidad poco entendida. Si luego ocurre el fenotipo de
la diabetes se influencia por muchos factores ambientales que comparten una capacidad de estresar el sistema de
homeostasis de la glucosa, ya sea al originar o empeorar la resistencia a la insulina o alterar la secrecion de insulina.
Por supuesto muchas hormonas participan en la regulacion de metabolismo de glucosa, pero la hormona clave es la
insulina. Se mantiene la normoglicemia por la interaccion equilibrada entre la accion de insulina y la secreciéon de
insulina. Se produce la insulina por la célula B pancreatica que es capaz de regular muy rapido a diferentes
demandas de glucosa. La principal razén para la diabetes tipo 2 es una resistencia al aumento de insulina. Por lo
tanto, la accion de la insulina normalmente disminuye pero inicialmente el sistema es capaz de compensar esto al
incrementar la funciéon de la célula B. En este momento solo tal vez se puede medir una tolerancia a la glucosa
deteriorada o alteracion de la glucosa en ayuno en el OGTT. Pero durante el tiempo la célula 8 se sobreestresara
por la resistencia al aumento de insulina y se puede diagnosticar toxicidad de glucosa y una diabetes tipo 2.

Ademas de los problemas médicos directos por el alto o bajo azicar en la sangre la principal carga médica y
socioeconomica de la enfermedad se origina por las complicaciones asociadas. Las complicaciones devastadoras
de la diabetes mellitus son en su mayoria enfermedades macrovasculares y microvasculares como falla renal
cronica, retinopatia, neuropatia periférica y autonémica o infarto del miocardio. Por lo tanto, la morbilidad
cardiovascular en pacientes con diabetes tipo 2 es dos a cuatro veces mayor que aquella de las personas no
diabéticas (Stumvoll et al., Tipo 2 diabetes: principles of pathogenia y therapy, Lancet 2005).

A la luz de este mecanismo, la terapia de la diabetes se basa actualmente en el monitoreo de los niveles de azucar
en la sangre y en la reduccién de un nivel elevado de azucar en la sangre en un nivel normal mediante la
administracion de insulina exégena. Para este fin, se inyecta insulina exdégena en la sangre. Alternativamente, se
pueden regular los niveles de glucosa en la sangre mediante dietas nutricionales y la exclusién de los factores de
riesgo del estilo de vida, tales como fumar, falta de ejercicio, altos niveles de colesterol, y un peso corporal inestable.

El Comité Experto de la ADA (Asociacion Americana de Diabetes) reconoce un grupo intermedio de sujetos cuyos
niveles de glucosa, aunque no cumplan los criterios diabetes, sin embargo, son demasiado altos para ser
considerados normales. Este grupo se define como el que tiene niveles de glucosa en plasma en ayunas (FPG)
>100 mg/dl (5.6 mmol/l) pero <126 mg/dl (7.0 mmol/l) o valores 2-h en la prueba de tolerancia a glucosa oral (OGTT)
de >140 mg/dl (7.8 mmol/l) pero <200 mg/dl (11.1 mmol/l). Asi, las categorias de los valores FPG son como sigue:

- FPG <100 mg/dI (5.6 mmol/l) = glucosa en ayunas normal;

- FPG 100-125 mg/dl (5.6-6.9 mmol/l) = IFG (glucosa en ayunas deteriorada);

- FPG >126 mg/dl (7.0 mmol/l) = diagndstico provisional de la diabetes (se debe confirmar el diagnéstico,
como se describe adelante). Las categorias correspondientes cuando se utiliza el OGTT son las siguientes:

- glucosa postcarga 2 h <140 mg/dl (7.8 mmol/l) = tolerancia a glucosa normal
- glucosa postcarga 2 h 140-199 mg/dl (7.8 -11.1 mmol/l) = IGT (tolerancia deteriorada de la glucosa)

- glucosa postcarga 2 h >200 mg/dl (11.1 mmol/l) = diagnéstico provisional de la diabetes (se debe confirmar
el diagnéstico, como se describe adelante).

Diagndstico de la diabetes mellitus tipo 2:

1. Sintomas de la diabetes mas concentracion de glucosa en plasma ocasional >200 mg/dl (11.1 mmol/l). Ocasional
se define como cualquier hora del dia sin tener en cuenta el tiempo transcurrido desde la ultima comida. Los
sintomas clasicos de la diabetes incluyen poliuria, polidipsia, y pérdida de peso inexplicada. Alternativamente: 2.
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FPG >126 mg/dl (7.0 mmol/l). Ayuno se define como la no absorcion calérica durante por lo menos 8 h.
Alternativamente: 3. glucosa postcarga 2 h >200 mg/dl (11.1 mmol/l) durante un OGTT. Se debe desarrollar la
prueba como se describe por WHO, utilizando una carga de glucosa que contiene el equivalente de 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

En la ausencia de hiperglucemia inequivoca, estos criterios se deben confirmar al repetir la prueba en un dia
diferente. La tercera medicion (OGTT) no se recomienda para el uso clinico de rutina. (Asociacion Americana de
Diabetes, Diagnéstico y Clasificacién de Diabetes Mellitus, Diabetes Care 2006) Sin embargo, un aumento en los
niveles de azucar en la sangre o una disminucién en la insulina disponible son los acontecimientos mas bajos en el
desarrollo y progreso de la diabetes. No estan todavia disponibles las mediciones diagndsticas alternativas o
mediciones diagnésticas que podrian aun identificar los individuos en riesgo antes de la aparicion temprana de la
enfermedad o por lo menos en un estado temprano de la enfermedad.

De acuerdo con lo anterior, se debe observar el problema técnico subyacente de la presente invencion como la
provision de medios y métodos para diagnosticar fiable y eficientemente una predisposicién a la diabetes. El
problema técnico se resuelve mediante las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones y descritas aqui
adelante.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion se relaciona con un método para diagnosticar una predisposicion a
la diabetes tipo 2 como se especifica en la reivindicacion 1.

La expresion “método para diagnosticar” como se refiere de acuerdo con la presente invencion significa que el
método puede consistir esencialmente de las etapas anteriormente mencionadas o puede incluir etapas adicionales.
Sin embargo, se debe entender que el método es un método llevado a cabo in vitro, es decir no practicado en el
cuerpo humano o del animal. Diagnosticar como se utiliza aqui se refiere a evaluar la probabilidad de acuerdo con la
cual un sujeto tendra una predisposicion para las enfermedades referidas aqui, es decir diabetes. El diagndstico de
una predisposicién a veces se puede denominar como prondstico o prediccidon de la probabilidad de que un sujeto
desarrollara la enfermedad. Como lo entenderan aquellos expertos en la técnica, tal una evaluacion, aunque se
prefiere, usualmente puede no ser correcta para el 100% de los sujetos a ser diagnosticados. El término, sin
embargo, requiere que una porcion estadisticamente significativa de sujetos se puedan identificar por tener una
predisposicion para las enfermedades referidas aqui. Si una porcidon es estadisticamente significativa se puede
determinar sin mas tramite por la persona experta en la técnica utilizando varias herramientas de evaluacion
estadistica bien conocidas, por ejemplo, determinacion de intervalos de confianza, determinacion del valor p, prueba
t de Student, prueba Mann-Whitney, etc. Se encuentran detalles en Dowdy and Wearden, Statistics for Research,
John Wiley & Sons, New York 1983. Los intervalos de confianza preferidos son por lo menos 50%, por lo menos
60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95%. Los valores p son,
preferiblemente, 0.2, 0.1, 0.05.

Diagnosticar de acuerdo con la presente invencion incluye el monitoreo, confirmacion, y clasificacion de la
predisposicion para la enfermedad en cuestion o sus sintomas. El monitoreo se relaciona con no perder de vista una
predisposicion ya diagnosticada (de la enfermedad), o una complicacién, por ejemplo analizar el progreso de la
enfermedad, la influencia de un tratamiento particular en el progreso de la enfermedad o complicaciones que surgen
durante el periodo de la enfermedad o después de tratamiento exitoso de la enfermedad y no de la predisposicion.
La confirmacién se relaciona con fortalecer o concretar un diagndstico ya desarrollado utilizando otros indicadores o
marcadores. La clasificacién se relaciona con la asignacion del diagnostico de acuerdo con la fuerza o tipo de
sintomas en diferentes clases, por ejemplo los tipos de diabetes como se establece en otros lugares en la
descripcion s.o. Especificamente, los sujetos preferiblemente, se pueden clasificar para diferentes grupos de riesgo
con base en los metabolitos y la clase de regulacion como se muestra en las Tablas, adelante. Los biomarcadores
de metabolito pueden ser indicadores para los sujetos que tienen un riesgo incrementado para la diabetes tipo 2 y
que caen en el grupo de riesgo de alteraciéon de la glucosa en ayuno (IFG), tolerancia deteriorada de la glucosa
(IGT) o ambos (IFG&IGT) como se indica en las Tablas, adelante. Asi, preferiblemente, el método de la presente
invencion es un método para diagnosticar si un sujeto tiene una predisposicion a la diabetes tipo 2 o sufre de IFG,
IGT o IFG&IGT con base en los metabolitos que se asocian con el dicho riesgo incrementado como se enumera en
las Tablas acompafiantes.

El término “diabetes” o “diabetes mellitus” como se utiliza aqui se refiere a condiciones de enfermedad en las que se
deteriora el metabolismo de glucosa. Dicho deterioro resultar en hiperglucemia. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO), la diabetes se puede subdividir en cuatro clases. La diabetes tipo 1 se origina por una
carencia de insulina. La insulina es producida por las denominadas células de los islotes pancreaticos. Dichas
células se pueden destruir por una reaccién autoinmune en la diabetes tipo 1 (Tipo 1 a). Mas aun, la diabetes tipo 1
también abarca una variante idiopatica (Tipo 1b). La diabetes tipo 2 se origina por una resistencia a la insulina. La
diabetes tipo 3, de acuerdo con la clasificaciéon actual, comprende todos los otros tipos especificos de la diabetes
mellitus. Por ejemplo, las células beta pueden tener defectos genéticos que afectan la produccién de insulina, la
resistencia a la insulina puede ser originada genéticamente o el pancreas como tal se puede destruir o deteriorar.
Mas aun, la desregulacién de hormonas o farmacos también pueden originar diabetes tipo 3. La diabetes tipo 4
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puede ocurrir durante el embarazo. La diabetes como se utiliza de acuerdo con esta invencién se refiere a diabetes
tipo 2. De acuerdo con la Sociedad Alemana para Diabetes, se diagnostica la diabetes ya sea mediante un nivel de
glucosa en plasma que es mayor de 110 mg/dl en el estado de ayuno o ser mayor de 220 mg/dl postprandial. Se
describen técnicas de diagndstico preferidas adicionales en otro lugar en esta especificacion. Los sintomas
adicionales de la diabetes son bien conocidos en la técnica y se describen en los libros de texto de medicina, tales
como Stedman o Pschyrembl.

El término “predisposicion” como se utiliza aqui significa que un sujeto todavia no ha desarrollado la enfermedad o
cualquiera de los sintomas de la enfermedad mencionados anteriormente u otro criterio de diagndstico pero, no
obstante, desarrollara la enfermedad dentro de una ventana de tiempo definido en el futuro (ventana de prediccion)
con una cierta probabilidad. La ventana de prediccion es un intervalo en el que el sujeto desarrollara la enfermedad
o afeccién de acuerdo con la probabilidad predicha. La ventana de prediccion puede ser la duracién de vida restante
completa del sujeto luego de analisis mediante el método de la presente invencion. Preferiblemente, sin embargo, la
ventana de prediccion es un intervalo de un mes, seis meses 0 uno, dos, tres, cuatro, cinco o diez afios después de
que se ha obtenido la muestra analizada mediante el método de la presente invencion. La probabilidad de
desarrollar las enfermedades referidas aqui sera significativamente mayor para un sujeto que tiene una
predisposicion que aquella probabilidad de aparicion estadistica de la diabetes mellitus dentro de una cohorte dada
de sujetos. Preferiblemente, para un sujeto individual la probabilidad asociada con una predisposicion para
desarrollar diabetes se incrementa por lo menos 30%, por o menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por
lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90% o 100% o por lo menos 1.5-veces, 2-veces, 3-veces, 4-veces,
5-veces o 10-veces en comparacion con la probabilidad promedio para un sujeto de una cohorte dada para
desarrollar diabetes. Una cohorte de sujetos como se refiere aqui significa una pluralidad de sujetos individuales que
son de la misma especie y, preferiblemente, tienen los mismos antecedentes genéticos o grupo étnico y, mas
preferiblemente, también tienen la misma edad y género.

Se debe entender que “metabolito” como se utiliza aqui puede ser por lo menos una molécula de dicho metabolito
hasta una pluralidad de moléculas del metabolito y que una pluralidad de metabolitos significa una pluralidad de
moléculas quimicamente diferentes en donde para cada metabolito puede estar presente por lo menos una molécula
hasta una pluralidad de moléculas. Un metabolito de acuerdo con la presente invencion abarca todas las clases de
compuestos quimicos organicos o inorganicos que incluyen aquellos que estan comprendidos por el material
biologico tal como organismos. Preferiblemente, el metabolito de acuerdo con la presente invencion es un
compuesto de molécula pequefia. Mas preferiblemente, se prevé en el caso de una pluralidad de metabolitos, dicha
pluralidad de metabolitos representa un metaboloma, es decir la coleccidon de metabolitos que esta comprendida por
un organismo, un érgano, un tejido o una célula en un tiempo especifico y bajo condiciones especificas.

Los metabolitos son compuestos de molécula pequefa, tales como sustratos para enzimas de rutas metabdlicas,
intermedios de tales rutas o los productos obtenidos mediante una ruta metabdlica. Las rutas metabdlicas son bien
conocidas en la técnica y pueden variar entre especies. Preferiblemente, dichas rutas incluyen por lo menos ciclo de
acido citrico, cadena respiratoria, fotosintesis, fotorespiracion, glucélisis, gluconeogenia, ruta de monofosfato de
hexosa, ruta de fosfato de pentosa oxidativa, produccién y B-oxidacién de acidos grasos, Ciclo de Urea, rutas de
biosintesis de aminoéacido, rutas de degradacion de proteina tales como degradacion proteosémica, rutas que
degradan aminoacido, biosintesis o degradacion de: lipidos, policétidos (que incluyen por ejemplo flavonoides e
isoflavonoides), isoprenoides (que incluyen por ejemplo terpenos, esteroles, esteroides, carotenoides, xantofilos),
carbohidratos, fenilpropanoides y derivados, alcaloides, bencenoides, indoles, compuestos indol-azufre, porfirinas,
antocianos, hormonas, vitaminas, cofactores tales como grupos prostéticos o portadores de electron, lignina,
glucosinolatos, purinas, pirimidinas, nucledsidos, nucleétidos y moléculas relacionada tales como tARNs, microARNs
(miARN) o mARNSs. De acuerdo con lo anterior, los metabolitos de compuesto de molécula pequefia se componen
preferiblemente de las siguientes clases de compuestos: alcoholes, alcanos, alquenos, alquinos, compuestos
aromaticos, cetonas, aldehidos, acidos carboxilicos, ésteres, aminas, iminas, amidas, cianuros, aminodacidos,
péptidos, tioles, tioésteres, ésteres de fosfato, ésteres de sulfato, tioéteres, sulféxidos, éteres, o combinaciones o
derivados de los compuestos mencionados anteriormente. Las moléculas pequefias entre los metabolitos pueden
ser metabolitos primarios que se requieren para funcion celular normal, funcién de 6rgano o crecimiento animal,
desarrollo o salud. Mas aun, los metabolitos de molécula pequefia comprenden adicionalmente metabolitos
secundarios que tienen funcion ecolégica esencial, por ejemplo metabolitos que permiten que un organismo se
adapte a su ambiente. Adicionalmente, los metabolitos no se limitan a dichos metabolitos primarios y secundarios y
abarcan adicionalmente compuestos de molécula pequefia artificiales. Dichos compuestos de molécula pequefia
artificiales se derivan de moléculas pequefias proporcionadas de forma exdgena que se administran o toman por un
organismo pero no son metabolitos primarios o secundarios como se definié anteriormente. Por ejemplo, los
compuestos de molécula pequefia artificiales pueden ser productos metabolicos obtenidos de farmacos mediante las
rutas metabdlicas del animal. Mas aun, los metabolitos incluyen adicionalmente péptidos, oligopéptidos, polipéptidos,
oligonucledtidos y polinucledtidos, tales como ARN o ADN. Mas preferiblemente, un metabolito tiene un peso
molecular de 50 Da (Dalton) a 30,000 Da, mas preferiblemente menos de 30,000 Da, menos de 20,000 Da, menos
de 15,000 Da, menos de 10,000 Da, menos de 8,000 Da, menos de 7,000 Da, menos de 6,000 Da, menos de 5,000
Da, menos de 4,000 Da, menos de 3,000 Da, menos de 2,000 Da, menos de 1,000 Da, menos de 500 Da, menos de
300 Da, menos de 200 Da, menos de 100 Da. Preferiblemente, un metabolito tiene, sin embargo, un peso molecular
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de por lo menos 50 Da. Mas preferiblemente, un metabolito de acuerdo con la presente invencién tiene un peso
molecular de 50 Da hasta 1,500 Da.

Se entendera que en adicion a los metabolitos 0 grupos de metabolitos anteriormente mencionados, también se
puede determinar un metabolito adicional o un grupo de metabolitos adicionales mediante el método de la presente
invencién. Dicho metabolito adicional o grupo del mismo puede incluir metabolitos conocidos por estar asociados
con la diabetes o predisposicion a la diabetes. Preferiblemente, dicho metabolito adicional es Glucosa.

Otros metabolitos preferidos a ser determinados juntos, es decir ya sea de forma simultanea o de forma consecutiva,
con los metabolitos o grupos de metabolitos mencionados anteriormente son metabolitos seleccionados del grupo
que consiste de:

(i) un acido graso saturado de cadena larga, preferiblemente, acido Lignocérico (C24:0), acido Melisico (C30:0), o
acido tricosanoico (C23:0),

(ii) un acido graso poli- insaturado, preferiblemente, acido Docosahexaenoico (C22:cis[4,7,10,13,16,19]6), acido
Eicosapentaenoico  (C20:cis[5,8,11,14,17]5), acido Araquidénico (C20:cis-[5,8,11,14]4), acido Linoleico
(C18:cis[9,12]2), o acido Linolénico (C18:cis[9,12,15]3),

(iii) un aminoécido, preferiblemente, Lisina, Alanina, Treonina, Triptofano, Valina, Isoleucina, Leucina, Cisteina,
Metionina, Tirosina, Fenilalanina, Glicina, Prolina, o Glutamina,

(iv) un antioxidante, preferiblemente, acido Ascorbico, Coenzima Q10, o alfa-Tocoferol,

(v) un metabolito del Ciclo de Acido Citrico, preferiblemente, Piruvato, Citrato, o Malato,

(vi) un metabolito del Ciclo de Urea, preferiblemente, Urea, Citrulina, Succinato, u Ornitina,
(vii) Manosa, acido alfa-Cetoisocaproico, Glicerol, fraccion de lipido, o acido 3-Hidroxibutirico,
(viii) glucosa.

Un “acido graso saturado de cadena larga” como se refiere de acuerdo con la presente invencion abarca,
preferiblemente, acidos grasos C18 a C30 en donde los numeros “18” y “30” indican el numero de atomos de
carbono en la cadena de acido graso. Mas preferiblemente, se relaciona con acidos grasos C20 a C30, y, mas
preferiblemente con acido Lignocérico (C24:0), acido Melisico (C30:0), o acido tricosanoico (C23:0).

Un “acido graso poli- insaturado” como se utiliza aqui significa un acido graso que comprende mas de un enlace de
carbono insaturado. Los acidos grasos poli- insaturados preferiblemente previstos por la presente invenciéon son
acidos grasos poli insaturados C18 a C22, y, mas preferiblemente, acido Docosahexaenoico
(C22:cis[4,7,10,13,16,19]6), acido Eicosapentaenoico (C20:cis [5,8,11,14,17]5), acido Araquidénico (C20:cis[]
[5,8,11,14]4), acido Linoleico (C18:cis[9,12]2), o acido Linolénico (C18:cis [9,12,15]3).

El término “aminoacido” como se utiliza abarca los aminoacidos de ocurrencia natural asi como también derivados
de los mismos. Los aminoacidos de ocurrencia natural son bien conocidos en la técnica y se describen en los libros
de texto de bioquimica estandar. Mas preferiblemente, el término se relaciona con Lisina, Alanina, Treonina,
Triptofano, Valina, Isoleucina, Leucina, Cisteina, Metionina, Tirosina, Fenilalanina, Glicina, Prolina, o Glutamina.

El término “antioxidante” como se utiliza abarca compuestos que son capaces de evitar la oxidacién en un sujeto.
Preferiblemente, el término se relaciona con metabolitos de ocurrencia natural que pueden servir como coenzimas
en la célula de un sujeto o que son vitaminas que incluyen aquellas que necesitan ser suministradas de forma
exogena. Mas preferiblemente, un antioxidante de acuerdo con la presente invencién es acido Ascérbico, Coenzima
Q10, o alfa-Tocoferol.

El término “un metabolito del Ciclo de Acido Citrico” o “un metabolito del Ciclo de Urea” se relaciona con los
productos, intermedios y reactivos que se sintetizan o utilizan como sustratos en las cascadas de conversion
bioquimica bien conocidas mencionadas anteriormente. Esos productos, intermedios o reactivos se describen en los
libros de texto de bioquimica estandar y son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Preferiblemente,
Piruvato, Citrato, o Malato son un metabolito del Ciclo de Acido Citrico. Urea, Citrulina, Succinato, u Ornitina son,
preferiblemente, un metabolito del Ciclo de Urea referido aqui.

Preferiblemente, un grupo de biomarcadores se determina de acuerdo con el método de la presente invencion. Mas
preferiblemente, dicho grupo consiste de biomarcadores de diferentes grupos de metabolito especificados
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anteriormente bajo (i) a (vii). Mas preferiblemente, se determina por lo menos un metabolito de por lo menos dos, por
lo menos tres, por lo menos cuatro, por lo menos cinco, por lo menos seis o todos los grupos anteriormente
mencionados (i) a (vii). Se ha encontrado que los miembros de las clases de metabolito mencionadas anteriormente
proporcionan biomarcadores de apoyo para diagnosticar diabetes o una predisposicion a la diabetes. Mas aun, una
combinacion de las clases de metabolitos mencionadas anteriormente proporciona aun resultados mas superiores y
fiables.

También preferiblemente, en adicion a los metabolitos de apoyo o grupos de metabolitos de apoyo mencionados
anteriormente se determina por lo menos un metabolito de apoyo seleccionado de cualquiera de los grupos que
consisten de: acido 3-hidroxibutirico, alanina, acido alfa-cetoisocaproico, alfa- tocoferol, arginina, acido ascérbico,
aspargina, beta-caroteno, colestenol, citrato, citrulina, creatinina, acido eicosapentaenoico (C20:cis[5,8,11,14,171]5),
folato, glucosa, glucosa-1-fosfato, glutamato, glutamina, acido glicérico, glicerol-3-fosfato, glicina, isoleucina, lactato,
leucina, malato, manosa, metionina, mio- inositol, ornitina, acido palmitico, fosfolipidos, sulfato de pregnenolona,
acido estearico, succinato, acido trednico, treonina, triacilglicéridos, triptofano, acido urico, y valina.

Mas preferiblemente, por lo menos un metabolito de apoyo se selecciona del grupo que consiste de: triptofano,
alanina, leucina, acido palmitico, acido eicosatrienoico, glicerofosfolipidos, isoleucina, &cido eicosatrienoico,
triptofano, acido lignocérico, acido linoleico, serina, tirosina, acido linoleico, sulfato de pregnenolona, aspartato, acido
araquidonico, y succinato. Mas preferiblemente, el sujeto en dicho caso es un macho.

Mas preferiblemente, por lo menos un metabolito de apoyo se selecciona del grupo que consiste de: alanina, acido
palmitico, isoleucina, acido eicosatrienoico, acido urico, acido estearico, y serina. Mas preferiblemente, el sujeto en
dicho caso es una hembra.

Cada uno dichos metabolitos es un biomarcador de apoyo adecuado por si mismo para la predisposicion de las
enfermedades referidas aqui. Sin embargo, mas preferiblemente, un grupo de biomarcadores de apoyo que incluyen
o consisten de los biomarcadores de uno de los grupos anteriormente mencionados se determina mediante el
método de la presente invencion. Un grupo de biomarcadores consiste, preferiblemente, de por lo menos dos, por lo
menos ftres, por lo menos cuatro y, preferiblemente, hasta todos los biomarcadores de apoyo mencionados
anteriormente.

Los metabolitos de apoyo referidos antes preferiblemente, también seran comparados con los resultados de
referencia adecuados como se especifica en otro lugar aqui. El resultado de dicha comparaciéon sera de apoyo
adicional a la conclusién de si el sujeto tendra o no tendra una predisposicion para las enfermedades referidas aqui.
Los resultados de referencia preferidos, valores para cambio de las cantidades relativas e indicaciones para la clase
de regulacién se encuentran en los Ejemplos acompafiantes, adelante.

El término “muestra de prueba” como se utiliza aqui se refiere aqui se refiere a muestras que se utilizan para el
diagnostico de una predisposicion a la diabetes tipo 2 mediante el método de la presente invencion. Dicha muestra
de prueba es una muestra bioldgica. Las muestras bioldgicas que se utilizan en el método de la presente invencién
son sangre, plasma, o suero.

Las muestras anteriormente mencionadas son, preferiblemente, pre-tratadas antes de que se utilicen para el método
de la presente invencién. Como se describe en mas detalle adelante, dicho pre- tratamiento puede incluir
tratamientos requeridos para liberar o separar los compuestos o para remover material excesivo o residuos. Las
técnicas adecuadas comprenden centrifugacion, extraccion, fraccionamiento, purificacién y/o enriquecimiento de
compuestos. Mas aun, se llevan a cabo otros pre- tratamientos con el fin de proporcionar los compuestos en una
forma o concentracion adecuada para analisis de compuestos. Por ejemplo, si se utiliza cromatografia de gas
acoplada a espectrometria de masa en el método de la presente invencién, se requerira derivar los compuestos
antes de la dicha cromatografia de gas. Los pre-tratamientos adecuados y necesarios dependeran de los medios
utilizados para llevar a cabo el método de la invencién y son bien conocidos por la persona experta en la técnica.
Las muestras pre- tratadas como se describe anteriormente también estan comprendidas por el término “muestra”
como se utiliza de acuerdo con la presente invencion.

El término “sujeto” como se utiliza aqui se relaciona con animales, preferiblemente con mamiferos tales como
ratones, ratas, ovejas, perros, gatos, caballos, monos, o vacas y, también preferiblemente, con humanos. Otros
animales que se pueden diagnosticar aplicando el método de la presente invencién son pajaros o reptiles. Un sujeto
que se sospecha sufre de diabetes o que tiene una predisposiciéon a la misma como se utiliza aqui se refiere a un
sujeto que muestra, preferiblemente, sintomas o signos clinicos o parametros indicativos de diabetes tipo 2. Sin
embargo, el término también se relaciona con un sujeto aparentemente saludable, es decir un sujeto que no exhibe
ninguno de los sintomas, signos clinicos o parametros mencionados anteriormente. Se pueden investigar sujetos
aparentemente saludables mediante el método de la presente invencion como una medida de cuidado preventivo o
para propositos de separacion de la poblacion.
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El término “determinar” como se utiliza aqui se refiere a determinar por lo menos un rasgo caracteristico de los
metabolitos comprendidos por las muestras referidas aqui. Los rasgos caracteristicos de acuerdo con la presente
invencién con rasgos que caracterizan las propiedades fisicas y quimicas que incluyen propiedades bioquimicas de
un metabolito. Tales propiedades incluyen, por ejemplo, peso molecular, viscosidad, densidad, carga eléctrica, giro,
actividad éptica, color, fluorescencia, quimioluminicencia, composicién elemental, estructura quimica, capacidad para
reaccionar con otros compuestos, capacidad para provocar una respuesta en un sistema de lectura biolégico (por
ejemplo, induccién de un gen indicador) y similares. Los valores para dichas propiedades pueden servir como rasgos
caracteristicos y se pueden determinar mediante técnicas bien conocidas en el arte. Mas aun, el rasgo caracteristico
puede ser cualquier rasgo que se deriva de los valores de las propiedades fisicas y/o quimicas de un metabolito
mediante operaciones estandar, por ejemplo, calculos matematicos tales como multiplicacién, divisién o calculo
logaritmico. Mas preferiblemente, por lo menos un rasgo caracteristico permite la determinacion y/o identificacion
quimica de dicho por lo menos un metabolito.

Los metabolitos comprendidos por una muestra de prueba se pueden determinar de acuerdo con la presente
invencién cuantitativa o cualitativamente. Para la determinacion cualitativa, la presencia o ausencia del metabolito se
determinara mediante una técnica adecuada. Mas aun, la determinacion cualitativa puede, preferiblemente, incluir la
determinaciéon de la estructura quimica o composicién del metabolito. Para la determinacion cuantitativa, se
determinara la cantidad precisa de los metabolitos presentes en la muestra o se determinara la cantidad relativa de
los metabolitos, preferiblemente, con base en el valor determinado para los rasgos caracteristicos referidos aqui
anteriormente. Se puede determinar la cantidad relativa en el caso en el que no se pueda determinar la cantidad
precisa de un metabolito. En dicho caso, se puede determinar si la cantidad en que el metabolito esta presente se
aumenta o disminuye con respecto a una muestra que comprende dicho metabolito en una segunda cantidad.
Analizar cuantitativamente un metabolito, asi, también incluye lo que algunas veces se denomina como analisis
semi-cuantitativo de un metabolito.

Mas aun, determinar como se utiliza en el método de acuerdo con la presente invencion, preferiblemente, incluye
utilizar una etapa de separacion de compuesto antes de la etapa de analisis referida anteriormente. Preferiblemente,
dicha etapa de separacion de compuesto produce una separacion resuelta una vez de los metabolitos comprendidos
por la muestra. Técnicas adecuadas para la separacion que se utilizan preferiblemente de acuerdo con la presente
invencion, por lo tanto, incluyen todas las técnicas de separacion cromatografica tales como cromatografia liquida
(LC), cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC), cromatografia de gas (GC), cromatografia de capa delgada,
cromatografia de gas o exclusién de tamafio. Estas técnicas son bien conocidas en el arte y pueden ser aplicadas
por la persona experta en la técnica sin mas. Mas preferiblemente, LC y/o GC son técnicas cromatograficas que se
prevén mediante el método de la presente invencién. Los dispositivos adecuados para tal determinacion de
metabolitos son bien conocidos en la técnica. Preferiblemente, se utiliza espectrometria de masa en particular
espectrometria de masa- cromatografia de gas (GC-MS), espectrometria de masa- cromatografia liquida (LC-MS),
espectrometria de masa de directa o espectrometria de masa de resonancia de ciclotrones iénicos por transformada
de Fourier (FT-ICR-MS), electroféresis capilar-espectrometria de masa (CE-MS), espectrometria de masa acoplada
a cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC-MS), espectrometria de masa cuadrupolo, cualquier
espectrometria de masa acoplada secuencialmente, tal como MS-MS o MS-MS-MS, espectrometria de masa de
plasma acoplada inductivamente (ICP-MS), espectrometria de masa-pirdlisis (Py-MS), espectrometria de masa-
movilidad de i6n o espectrometria de masa de tiempo de vuelo (TOF). Mas preferiblemente, se utilizan LC-MS y/o
GC-MS como se describe en detalle adelante. Dichas técnicas se describen en, por ejemplo, Nissen, Journal of
Chromatography A, 703, 1995: 37-57, US 4,540,884 o US 5,397,894, el contenido de la descripcién por lo tanto se
incorpora como referencia. Como una alternativa o en adicién a las técnicas de espectrometria de masa, se pueden
utilizar las siguientes técnicas para la determinacion del compuesto: resonancia magnética nuclear (NMR), formacion
de imagen por resonancia magnética (MRI), andlisis infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia
ultra violeta (UV), indice de refraccion (RI), deteccion fluorescente, deteccion radioquimica, deteccion electroquimica,
dispersion de la luz (LS), espectroscopia de Raman dispersa o deteccion por ionizacién de llama (FID). Estas
técnicas son bien conocidas por la persona experta en el arte y se pueden aplicar sin mas. El método de la presente
invencion sera, preferiblemente, asistido por automatizacion. Por ejemplo, se puede automatizar el procesamiento
de o pre-tratamiento por la robética. El procesamiento de datos y la comparacion, preferiblemente, se asiste por
bases de datos y programas para computador adecuados. La automatizacion como se describe arriba permite
utilizar el método de la presente invencion en métodos de alto rendimiento.

Mas aun, también se pueden determinar los metabolitos mediante un ensayo quimico o biolégico especifico. Dicho
ensayo comprendera medios que permiten detectar especificamente por lo menos un metabolito en la muestra.
Preferiblemente, dichos medios son capaces de reconocer especificamente la estructura quimica del metabolito o
son capaces de identificar especificamente el metabolito con base en su capacidad para reaccionar con otros
compuestos o su capacidad para provocar una respuesta en un sistema de lectura bioldgico (por ejemplo, induccién
de un gen indicador). Los medios que son capaces de reconocer especificamente la estructura quimica de un
metabolito son, preferiblemente, anticuerpos u otras proteinas que interactuan especificamente con las estructura
quimicas, tales como receptores o enzimas. Los anticuerpos especificos, por ejemplo, se pueden obtener utilizando
el metabolito como antigeno mediante métodos bien conocidos en la técnica. Los anticuerpos como se refiere aqui
incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como también fragmentos de los mismos, tal como fragmentos
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Fv, Fab y F(ab), que son capaces de unir el antigeno o hapteno. La presente invencion también incluye anticuerpos
hibridos humanizados en donde las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo donante no humano que exhibe
una especificidad de antigeno deseada se combinan con secuencias de un anticuerpo aceptor humano. Mas aun, se
abarcan anticuerpos de cadena sencilla. Las secuencias donantes incluiran usualmente por lo menos los residuos
de aminoacidos que unen antigenos del donante pero pueden comprender otros residuos de aminoacidos estructural
y/o funcionalmente importantes del anticuerpo donante también. Tales hibridos se pueden preparar mediante varios
métodos bien conocidos en la técnica. Las proteinas adecuadas que son capaces de reconocer especificamente el
metabolito son, preferiblemente, las enzimas que estan involucradas en la conversion metabdlica del dicho
metabolito. Dichas enzimas pueden utilizar el metabolito como un sustrato o pueden convertir un sustrato en el
metabolito. Mas aun, se pueden utilizar dichos anticuerpos como una base para generar oligopéptidos que
reconocen especificamente el metabolito. Estos oligopéptidos, por ejemplo, comprenderan los dominios que unen
enzima o bolsillos para el dicho metabolito. Los ensayos basados en anticuerpo y/o enzima adecuados pueden ser
RIA (radioinmunoensayo), ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima), pruebas inmunes de enzima
intercaladas, inmunoensayos intercalados electroquimioluminiscentes (ECLIA), ensayo inmunofluorométrico con
lantanidos mejorado por disociacién (DELFIA) o pruebas inmunes de fase sélida. Mas audn, también se puede
identificar el metabolito con base en su capacidad para reaccionar con otros compuestos, es decir mediante una
reaccion quimica especifica. Se pueden utilizar las reacciones adecuadas que son bien conocidas en la técnica vy,
preferiblemente abarcan reacciones enzimaticas (por ejemplo para manosa Pitkanen E, Pitkanen O, Uotila L.; Eur J
Clin Chem Clin Biochem. 1997 Oct;35(10):761-6; o acido ascoérbico Winnie Lee, Susan M. Roberts y Robert F.
Labbe; Clinical Chemistry 43: 154-157, 1997), métodos espectrofotométricos enzimaticos (BN La Du, RR Howell, PJ
Michael y EK Sober; Pediatrics, Jan 1963, 39-46, Vol 31, No. 1), métodos espectrofluorimétricos (Sumi T, Umeda Y,
Kishi Y, Takahashi K, Kakimoto F.; Clin Chim Acta. 1976 Dec 1;73(2):233-9) y fluorescencia; quimioluminiscencia
(J.J. Thiele, H.J. Freisleben, J. Fuchs y F.R. Ochsendorf; Human Reproduction, Vol. 10, No. 1, pp. 110-115, 1995).
Los métodos de deteccion tales como electroféresis capilar (Hubert A. Carchon y Jaak Jaeken; Clinical Chemistry
47:1319-1321, 2001) y métodos colorimétricos (Kyaw A; Clin Chim Acta. 1978 Jun; 86(2):153-7). Adicionalmente, se
puede determinar el metabolito en una muestra debido a su capacidad para provocar una respuesta en un sistema
de lectura biolégico. La respuesta bioldgica se detectara como la lectura que indica la presencia y/o la cantidad de
los metabolitos comprendidos por la muestra. La respuesta bioldgica puede ser, por ejemplo, la induccion de
expresion génica o una respuesta fenotipica de una célula o un organismo.

Adicionalmente, se debe entender que dependiendo de la técnica utilizada para determinar los dichos metabolitos, el
analito que sera detectado puede ser un derivado del metabolito que ocurre fisiologicamente, es decir el metabolito
presente dentro de un sujeto. Se pueden generar tales analitos como un resultado de la preparacion de muestra o
medios de deteccion. Los compuestos referidos aqui se consideran que son analitos. Sin embargo, como se
establecié anteriormente, estos analitos representaran los metabolitos en una manera cualitativa y cuantitativa. Mas
aun, se debe entender que para una pluralidad de metabolitos, el metabolito sera idéntico al analito.

El término “referencia” se refiere a resultados, es decir los datos de rasgos caracteristicos de los metabolitos, que se
pueden correlacionar con una predisposicion para la diabetes tipo 2. Se obtienen resultados de referencia a partir de
una muestra de un sujeto que se sabe tiene predisposicion para la diabetes tipo 2. Se pueden obtener los resultados
de referencia al aplicar el método de la presente invencion. Alternativamente, se pueden obtener los resultados de
referencia a partir de un sujeto que se sabe que no tiene una predisposicion para la diabetes tipo 2, es decir que no
desarrollara dicha diabetes en el futuro, y, mas preferiblemente, otras enfermedades también. Mas audn, la
referencia, también preferiblemente, puede ser una referencia calculada, mas preferiblemente el promedio o
mediana, para la cantidad relativa o absoluta de un metabolito de una poblacién de individuos (que comprenden el
sujeto que se investiga). Se pueden determinar las cantidades relativas o absolutas de los metabolitos de dichos
individuos de la poblacién como se especifica en otro lugar aqui. Se conoce bien en la técnica como calcular un
valor de referencia adecuado, preferiblemente, el promedio o mediana. La poblacién de sujetos referida arriba
comprendera una pluralidad de sujetos, preferiblemente, por lo menos 5, 10, 50, 100, 1,000 o 10,000 sujetos. Se
debe entender que el sujeto que se diagnostica mediante el método de la presente invencién y los sujetos de la
dicha pluralidad de sujetos son de la misma especie.

Mas preferiblemente, los resultados de referencia, es decir los valores para por lo menos uno de los rasgos
caracteristicos de los metabolitos, se almacenaran en un medio de almacenamiento de datos adecuado tal como
una base de datos y estan, asi, también disponibles para diagnésticos futuros. Esto también permite diagnosticar
eficientemente la predisposicién para una enfermedad porque se puede identificar la referencia adecuada en las
bases de datos una vez que se ha confirmado (en el futuro) que el sujeto del que se obtiene la muestra de referencia
correspondiente (de hecho) desarrolla diabetes. Los resultados de referencia preferidos que se asocian con la
diabetes o la predisposicion a la misma en humanos son aquellos mostrados en las Tablas de los Ejemplos
acompafantes.

El término “comparar” se refiere a evaluar si los resultados de la determinacion descrita anteriormente en detalle, es
decir los resultados de la determinacién cualitativa o cuantitativa de los metabolitos, son idénticos a los resultados de
referencia o difieren de los mismos.
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En el caso de los resultados de referencia que se obtienen de un sujeto que se sabe tiene una predisposicion a la
diabetes tipo 2, se puede diagnosticar la dicha predisposicidén con base en el grado de identidad entre los resultados
de prueba obtenidos a partir de la muestra de prueba y los resultados de referencia mencionados anteriormente, es
decir con base en una composicion cualitativa o cuantitativa con respecto a los metabolitos. Los resultados de la
muestra de prueba y los resultados de referencia son idénticos, si los valores para los rasgos caracteristicos y, en el
caso de determinacién cuantitativa, los valores de intensidad son idénticos. Dichos resultados son similares, si los
valores de los rasgos caracteristicos son idénticos pero los valores de intensidad son diferentes. Tal una diferencia
es, preferiblemente, no significativa y se caracterizara porque los valores para la intensidad estan dentro de por lo
menos el intervalo entre el 1° y 99%° percentil, 5°*° y 95%° percentil, 10" y 90" percentil, 20®"° y 80%*° percentil,
30%° y 70%"° percentil, 40**° y 60" percentil del valor de referencia el 50®*°, 60%"°, 70%°, 80%°, 90°*° 0 95%"° percentil
del valor de referencia.

En el caso de los resultados de referencia que se obtienen de un sujeto o un grupo de sujetos que se sabe tienen
una predisposicion a la diabetes tipo 2, se puede diagnosticar la dicha predisposicién con base en las diferencias
entre los resultados de prueba obtenidos de la muestra de prueba y los resultados de referencia mencionados
anteriormente, es decir las diferencias en la composicion cualitativa o cuantitativa con respecto a por lo menos un
metabolito. La muestra aplica si se utiliza una referencia calculada como se especificéd anteriormente. La diferencia
puede ser un aumento en la cantidad absoluta o relativa de un metabolito (algunas veces referido como regulacion
por aumento del metabolito; ver también los Ejemplos) o una disminucién en cualquiera de dichas cantidades o la
ausencia de una cantidad detectable del metabolito (algunas veces referido como regulacién por aumento del
metabolito; ver también los Ejemplos). Preferiblemente, la diferencia en la cantidad relativa o absoluta es
significativa, es decir fuera del intervalo entre 457 y 55°° percentil, 40%"° y 60°*° percentil, 30%° y 70%° percentil,
20%"° y 80%"° percentil, 10%"° y 90%" percentil, 5°° y 957" percentil, 1 y 99°° percentil del valor de referencia. Para
los metabolitos especificos referidos en esta especificacion en otro lugar, los valores preferidos para los cambios en
las cantidades relativas (es decir “veces” de cambios) o la clase de cambio (es decir regulacién “por aumento” o
“disminucién” que resulta en una mayor o menor cantidad relativa y/o absoluta) se indican en las Tablas
acompafantes, adelante. Si se indica en dichas tablas que un metabolito dado es “regulado por aumento” en un
sujeto, se incrementara la cantidad relativa y/o absoluta, si es “regulado por disminucion”, se reducira la cantidad
relativa y/o absoluta del metabolito. Mas aun, las “veces” de cambio indica el grado de aumento o disminucién, por
ejemplo, un aumento de 2 veces significa que la cantidad es dos veces la cantidad del metabolito comparada con
aquella de la referencia.

Asi, el método de la presente invencién en una realizacion incluye una referencia que se deriva de un sujeto o un
grupo que se conoce tiene predisposicion para la diabetes tipo 2. Los resultados idénticos para la muestra de prueba
y la dicha referencia (es decir cantidades relativas o absolutas similares de los metabolitos) son indicadoras de una
predisposicion a la diabetes tipo 2 en ese caso. En ofra realizacion del método de la presente invencion, la
referencia se deriva de un sujeto o un grupo que se sabe no tiene predisposicién para la diabetes tipo 2 o es una
referencia calculada. La ausencia de los metabolitos o una cantidad que, preferiblemente significativamente, difiere
en la muestra de prueba en comparacidon con la muestra de referencia (es decir se observa una diferencia
significativa en la cantidad absoluta o relativa) es indicadora de una predisposicion a la diabetes tipo 2 en tal un
caso.

La comparacion, preferiblemente, se asiste mediante automatizacién. Por ejemplo, se puede utilizar un programa de
computador adecuado que comprende algoritmo para la comparacion de dos conjuntos de datos diferentes (por
ejemplo, conjuntos de datos que comprenden los valores del rasgo caracteristico (s)). Tales programas de
computador y algoritmos son bien conocidos en la técnica. A pesar de todo lo anterior, también se puede llevar a
cabo una comparacién manualmente.

Se pueden implementar los métodos anteriormente mencionados para la determinacién de los metabolitos en un
dispositivo. Un dispositivo como se utiliza comprendera por o menos los medios anteriormente mencionados. Mas
aun, el dispositivo, preferiblemente, comprende adicionalmente medios para la comparacion y evaluacién de los
rasgos caracteristicos detectados de por lo menos un metabolito y, también preferiblemente, la intensidad de sefal
determinada. Los medios del dispositivo, preferiblemente, se ligan operativamente a cada uno. Como ligar los
medios en una forma de operaciéon dependera del tipo de medios incluidos en el dispositivo. Por ejemplo, cuando se
aplican los medios para determinar cualitativa o cuantitativamente de forma automatica el metabolito, los datos
obtenidos mediante dichos medios que operan automaticamente se pueden procesar mediante, por ejemplo, un
programa de computador con el fin de facilitar el diagnéstico. Preferiblemente, los medios estan comprendidos
mediante un unico dispositivo en tal un caso. Dicho dispositivo pueden de acuerdo con lo anterior incluir una unidad
de analisis para los metabolitos y una unidad de computador para el procesamiento de los datos resultantes para el
diagndstico. Alternativamente, cuando se utilizan medios tales como bandas de prueba para determinar los
metabolitos, los medios para diagnosticar pueden comprender bandas de control o tablas que asignan los datos de
resultados determinados para los datos de resultados conocidos para estar acompafiados con una predisposicion a
la diabetes o aquellos que son indicadores para un sujeto sin tal una predisposicion como se discutié anteriormente.
Los dispositivos preferidos son aquellos que se pueden aplicar sin el conocimiento particular de un médico
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especializado, por ejemplo, bandas de prueba o dispositivos electrénicos que solamente requieren cargar con una
muestra.

Alternativamente, se pueden implementar los métodos para la determinacion de los metabolitos en un sistema que
comprende varios dispositivos que, preferiblemente, se ligan operablemente con cada uno. Especificamente, los
medios se deben ligar en una manera que permita llevar a cabo el método de la presente invencién como se
describié en detalle anteriormente. Por lo tanto, ligar operativamente, como se utiliza aqui, preferiblemente, significa
ligar funcionalmente. Dependiendo de los medios que se utilizan para el sistema de la presente invencion, dichos
medios se pueden ligar funcionalmente al conectar cada medio con el otro mediante medios que permiten el
transporte de datos entre dichos medios, por ejemplo, cables de fibra de vidrio, y otros cables para transporte de
datos de alto rendimiento. No obstante, la transferencia de datos inalambrica entre los medios también se prevé por
la presente invencion, por ejemplo, a través de LAN (LAN Inalambrica, W-LAN). Un sistema preferido comprende
medios para determinar metabolitos. Los medios para determinar metabolitos, como se utiliza, abarca medios para
separar los metabolitos, tales como dispositivos cromatograficos, y medios para determinacién de metabolito, tal
como espectrometria de dispositivos de masa. Se han descrito dispositivos adecuados en detalle anteriormente. Los
medios preferidos para la separacion de compuesto que se utilizan en el sistema de la presente invencion incluyes
dispositivos cromatograficos, mas preferiblemente dispositivos para cromatografia liquida, HPLC, y/o cromatografia
de gas. Los dispositivos preferidos para la determinacion de compuesto comprenden espectrometria de dispositivos
de masa, mas preferiblemente, GC-MS, LC-MS, espectrometria de masa de infusion directa, FT-ICR-MS, CE-MS,
HPLC-MS, espectrometria de masa cuadrupolo, espectrometria de masa acoplada secuencialmente (que incluye
MS-MS o MS-MS-MS), ICP-MS, Py-MS o TOF. Los medios de separacion y determinacion estan, preferiblemente,
acoplados uno con el otro. Mas preferiblemente, se utiliza LC-MS y/o GC-MS en el sistema de la presente invencion
como se describe en detalle en algin lugar en la especificacion. Adicionalmente se comprenderan medios para
comparar y/o analizar los resultados obtenidos a partir de los medios para determinacién de metabolitos. Los medios
para comparar y/o analizar los resultados pueden comprender por lo menos unas bases de datos y un programa de
computador implementado para comparacion de resultados. Las realizaciones preferidas de los sistemas y
dispositivos mencionados anteriormente también se describen en detalle adelante.

De forma ventajosa, se ha encontrado de acuerdo con la presente invencion que los metabolitos anteriormente
mencionados seran un biomarcador adecuado para una predisposicion a la diabetes tipo 2. La aplicacion de estos
metabolitos como biomarcadores permite un diagndstico rapido, confiable y efectivo en costos de una predisposicion
a la diabetes tipo 2. Mas aun, el método puede ser asistido mediante automatizacion como se describe en algun
lugar en esta descripcion vy, asi, permite deteccién de alto rendimiento para sujetos que estan en riesgo de sufrir de
diabetes tipo 2. Por lo tanto, el método de la presente invencién puede apoyar programas de salud para la
prevencion de diabetes y se pueden utilizar para monitorear el éxito de las terapias preventivas para la diabetes u
otras medidas para la prevencion de diabetes que incluyen dietas nutricionales. Mas aun, se pueden determinar los
metabolitos o combinaciones de metabolitos referidos aqui de forma simultdnea en una forma efectiva en tiempo y
costo mediante las técnicas de perfiles metabdlicos descritas en esta especificacion. Adicionalmente, el método de
la presente invencién permite evaluar el riesgo para un sujeto de ser o de llegar a ser un miembro de un cierto grupo
de riesgo de diabetes, es decir IFG, IGT o IFG&IGT. La prevalencia reportada del IFG y IGT varia ampliamente entre
5y 26 % dependiendo de la distribucidn del grupo étnico, edad y sexo. Se espera que ambos grupos de riesgos, IFG
y IGT aumenten en el futuro cercano. Para ambos, grupos de riesgo IFG o IGT, un 25% del progreso que incide en
la diabetes se reporta dentro de 3-5 afios, con el 50% restante en su estado glucémico anormal y 25% que se
revierte a niveles de glucosa normales. Con mas tiempo de observacion, la mayoria de los individuos con IFG o IGT
aparecen por desarrollar diabetes. Los individuos con ambos IFG y IGT (IFG&IGT) tienen aproximadamente el doble
del indice para desarrollar diabetes comparado con sujetos que tienen ya sea IFG o IGT (Nathan 2007, Diabetes
Care 30(3): 753-759).

Las explicaciones e interpretaciones de los términos hechas anteriormente aplican de acuerdo con lo anterior a las
otras realizaciones especificas aqui adelante.

En una realizacion preferida del método de la presente invencion dicho por lo menos un metabolito se selecciona del
grupo que consiste de: diacilglicérido (C18:1,C18:2) y triacilglicérido (C16:0,C18:2,C18:2).

Adicionalmente, se ha encontrado en el estudio subyacente en la presente invencién que los metabolitos de los
grupos anteriormente mencionados son particularmente bien adecuados como biomarcadores para una
predisposicion a la diabetes tipo 2 en individuos machos. De acuerdo con lo anterior, el sujeto que se diagnostica de
acuerdo con la presente invencidon esta en el contexto con la realizacion anteriormente mencionada, mas
preferiblemente un sujeto hembra.

Como se describié anteriormente, en una realizacion preferida del método de la presente invencion, dicha
determinacién de por lo menos un metabolito comprende espectrometria de masa (MS). La espectrometria de masa
como se utiliza abarca todas las técnicas que se permiten para la determinaciéon del peso molecular (es decir la
masa) o una variable de masa que corresponde a un compuesto, es decir un metabolito, que se determina de
acuerdo con la presente invencion. Preferiblemente, la espectrometria de masa como se utiliza aqui se relaciona con
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GC-MS, LC-MS, espectrometria de masa de infusion directa, FT-ICR-MS, CE-MS, HPLC-MS, espectrometria de
masa cuadrupolo, cualquier espectrometria de masa acoplada secuencialmente tal como MS-MS o MS-MS-MS, ICP[J
MS, Py-MS, TOF o cualesquier métodos combinados utilizando las técnicas anteriormente mencionadas. Cémo
aplicar estas técnicas es bien conocido por la persona experta en la técnica. Mas aun, los dispositivos adecuados
estan comercialmente disponibles. Mas preferiblemente, la espectrometria de masa como se utiliza aqui se relaciona
con LC-MS y/o GC-MS, es decir con la espectrometria de masa que se liga operativamente a una etapa de
separacion cromatogréafica. Mas preferiblemente, la espectrometria de masa como se utiliza abarca MS cuadrupolo.
Mas preferiblemente, dicho cuadrupolo MS se lleva a cabo como sigue: a) seleccion de un cociente de masa/carga
(m/z) de un i6n creado mediante ionizacion en un primer cuadrupolo analitico del espectrometro de masa, b)
fragmentacion del ién seleccionada en la etapa a) al aplicar un voltaje de aceleraciéon en un cuadrupolo posterior
adicional que esta lleno con un gas de colisién y actia como una camara de colision, seleccién de un cociente de
masa/carga de un ién creado mediante el proceso de fragmentacion en la etapa b) en un cuadrupolo posterior
adicional, por lo cual las etapas a) a c) del método se llevan a cabo por lo menos una vez y el andlisis del cociente
de masal/carga de todos los iones presentes en la mezcla de sustancias como un resultado del proceso de
ionizacion, por lo cual el cuadrupolo se carga con gas de colisiéon pero no se aplica voltaje de aceleracion durante el
andlisis. Se pueden encontrar los detalles de dicha espectrometria de masa mas preferida que se utiliza de acuerdo
con la presente invencion en la WO 03/073464.

Mas preferiblemente, dicha espectrometria de masa es MS- cromatografia liquida (LC) y/o MS- cromatografia de gas
(GC). La cromatografia liquida como se utiliza aqui se refiere a todas las técnicas que permiten la separacion de
compuestos (es decir metabolitos) en fase liquida o supercritica. La cromatografia liquida se caracteriza porque los
compuestos en una fase moévil se pasan a través de la fase estacionaria. Cuando los compuestos pasan a través de
la fase estacionaria en diferentes indices ellos se llegan a separar con el tiempo debido a que cada compuesto
individual tiene su tiempo de retencion especifico (es decir el tiempo que es requerido por el compuesto para pasar a
través del sistema). La cromatografia liquida como se utiliza también incluye HPLC. Los dispositivos para
cromatografia liquida estan disponibles comercialmente, por ejemplo de Agilent Technologies, USA. La
cromatografia de gas como se aplica de acuerdo con la presente invencion, en principio, opera comparable con
cromatografia liquida. Sin embargo, en lugar de tener los compuestos (es decir metabolitos) en una fase moévil
liguida que se pasa a través de la fase estacionaria, los compuestos se presentaran en un volumen gaseoso. Los
compuestos pasan la columna que puede contener materiales de soporte sélido como fase estacionario o las
paredes las cuales pueden servir como o se recubren con la fase estacionaria. De nuevo, cada compuesto tiene un
tiempo especifico que se requiere para pasar a través de la columna. Mas aun, en el caso de la cromatografia de
gas se prevé preferiblemente que los compuestos se derivan antes de la cromatografia de gas. Las técnicas
adecuadas para la derivacion son bien conocidas en la técnica. Preferiblemente, la derivacion de acuerdo con la
presente invencion se relaciona con metoximacion y trimetilsililacion de, preferiblemente, compuestos polares y
transmetilacion, metoximacion y trimetilsililacion de, preferiblemente, (es decir lipéfilo) compuestos no polares.

Adicionalmente, la presente invencién se relaciona con una composiciéon diagndstica que consiste de criptoxantina,
acido 2-hidroxi-palmitico, triacilglicérido (C16:0, C18:1, C18:2), acido gondoico, acido tricosanoico, y 5-oxoprolina.

Los metabolitos serviran como un biomarcador, es decir una molécula indicadora de una condiciéon de riesgo en el
sujeto, es decir la predisposicion de diabetes. Asi, las moléculas de metabolito en si mismas pueden servir como las
composiciones diagnosticas, preferiblemente, luego de visualizaciéon o deteccion mediante los medios referidos aqui.
Asi, una composicion diagnéstica que indica la presencia de un metabolito de acuerdo con la presente invencion
también puede comprender el dicho biomarcador fisicamente, por ejemplo, un complejo de un anticuerpo y el
metabolito que se detecta puede servir como la composiciéon diagnéstica. De acuerdo con lo anterior, la composicion
diagnodstica puede comprender adicionalmente medios para deteccidon de los metabolitos como se especifica en
algun lugar en esta descripcidn. Alternativamente, si se utilizan medios de deteccion tales como técnicas basadas en
MS o NMR, las especies moleculares que sirven como un indicador para la condicién de riesgo seran los metabolitos
comprendidos por la muestra de prueba a ser investigada. Asi, los metabolitos referidos de acuerdo con la presente
invencién serviran en si mismos como una composicion de diagnéstico debido a su identificacion como un
biomarcador.

Finalmente, la presente invencion se relaciona con el uso de los dichos metabolitos para diagnosticar una
predisposicion a la diabetes tipo 2 como se especifica en la reivindicacion 9.

La invencién ahora se ilustrara mediante los siguientes Ejemplos que no estan destinados a restringir o limitar el
alcance de esta invencion.

Ejemplo 1: Determinacion de metabolitos.

Se informan a los voluntarios acerca de los examenes planeados. Se aprueba el protocolo experimental por el Dife
(German Institute for Human Nutrition) Institutional Review Board, y todos los sujetos dan el consentimiento
informado por escrito. Después se miden los valores antrofotométricos y el espesor promedio de la intima. Luego de
estos examenes se desarrolla una prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) con 75 g de glucosa. Las muestras
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de sangre se toman en 0, 30, 60 y 120 minutos. Se clasifican los voluntarios por los criterios de la WHO y ADA. Se
obtiene el plasma de sangre completo mediante la adicién de EDTA como anticoagulante y posterior centrifugacion.

Se preparan las muestras y se someten a analisis LCMS y GCMS como se describe en lo siguiente:

Las muestras se preparan de la siguiente forma: Se separan las proteinas mediante precipitacion de plasma de
sangre. Después de la adicion de agua y una mezcla de etanol y diclorometano se fracciona la muestra restante en
una fase acuosa, polar y una fase organica, lipdfila.

Para la trans- metandlisis de los extractos lipidos se agrega una mezcla de 140 pl de cloroformo, 37 pl de acido
clorhidrico (37% en peso de HCI en agua), 320 ul de metanol y 20 ul de tolueno al extracto evaporado. Se sella el
vaso herméticamente y se calienta durante 2 horas a 100° C, con agitacion. La soluciéon se evapora posteriormente
hasta secado. El residuo se seca completamente.

La metoximacion de los grupos carbonilo se lleva a cabo mediante reaccidon con clorhidrato de metoxiamina (20
mg/ml en piridina, 100 pl durante 1.5 horas a 60° C) en un recipiente sellado herméticamente. Se agregan 20 pl de
una solucién de acidos grasos de cadena recta, impares (la solucion de cada 0.3 mg/mL de acidos grasos de 7 a 25
atomos de carbono y cada 0.6 mg/mL de acidos grasos con 27, 29 y 31 atomos de carbono en 3/7 (v/v)
piridina/tolueno) como estandares de tiempo. Finalmente, la derivacién con 100 pl de N-metil-N-(trimetilsilil) -2,2,2(]
trifluoroacetamida (MSTFA) se lleva a cabo durante 30 minutos a 60° C, de nuevo en el recipiente sellado
herméticamente. El volumen final antes de la inyeccion de GC es 220 pl.

Para la fase polar la derivacion se desarrolla en la siguiente forma: La metoximacion de los grupos carbonilo se lleva
a cabo mediante reaccion con clorhidrato de metoxiamina (20 mg/ml en piridina, 50 pl durante 1.5 horas a 60° C) en
un recipiente sellado herméticamente. 10 ul de una solucion de acidos grasos de cadena recta, impares (la solucion
de cada 0.3 mg/mL de acidos grasos de 7 a 25 atomos de carbono y cada 0.6 mg/mL de acidos grasos con 27, 29 y
31 atomos de carbono en 3/7 (v/v) piridina/tolueno) se agregan como estandares de tiempo. Finalmente, la
derivacion con 50 pl de N-metil-N-(trimetilsilil) -2,2,2- trifluoroacetamida (MSTFA) se lleva a cabo durante 30 minutos
a 60° C, de nuevo en el recipiente sellado herméticamente. El volumen final antes de la inyeccion de GC es 110 pl.

Los sistemas GC-MS consisten de un Agilent 6890 GC acoplado a un Agilent 5973 MSD. Las automuestras son
CompiPal o GCPal de CTC.

Para el analisis de las columnas de separacion capilar comerciales usuales (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) con
diferentes fases estacionarias se utiliza poli-metil-siloxano que contienen 0 % hasta 35% de grupos funcionales
aromaticos, dependiendo de los materiales de muestra analizados y fracciones de la etapa de separacién de fase
(por ejemplo: DB-1ms, HP-5ms, DB-XLB, DB-35ms, Agilent Technologies). Se inyecta hasta 1 yL del volumen final
sin divisiéon y se inicia el programa de temperatura en el horno a 70° C y se finaliza a 340° C con indices de calor
diferentes dependiendo del material de muestra y fraccidon de la fase de etapa de separacién con el fin de alcanzar
una separacion cromatografica suficiente y niumero de analisis dentro de cada pico del analito. Adicionalmente se
utiliza el RTL (Aseguramiento de Tiempo de Retencién, Agilent Technologies) para el analisis y las condiciones
estandar GC-MS usuales, por ejemplo el flujo constante con nominal 1 a 1.7 mil/min. y helio como el gas de fase
moévil, se hace ionizacion por impacto de electrén con 70 eV, deteccidn con un rango de m/z de 15 a 600 con indices
de analisis de 2.5 a 3 lecturas/seg y condiciones de tono estandar.

Los sistemas HPLC-MS consisten de un sistema Agilent 1100 LC (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania)
acoplados con un espectrometro APl 4000 Mass (Applied Biosystem/MDS SCIEX, Toronto, Canada). Se desarrolla
analisis HPLC sobre columnas de separaciéon de fase inversa disponibles comercialmente con fases estacionarias
C18 (por ejemplo: GROM ODS 7 pH, Thermo Betasil C18). Hasta 10 pL del volumen de muestra final se inyecta y se
desarrolla separacion con elusion de gradiente utilizando los gradientes metanol/ agua/acido férmico o
acetonitrilo/agua/acido férmico en un indice de flujo de 200 uL/min. La espectrometria de masa se lleva a cabo
mediante ionizacién por electrorociado en el modo positivo para la fraccion no polar y el modo negativo para la
fraccion polar utilizando un modo que monitorea la reaccion multiple -(MRM) y analisis completo de 100 -1000 amu.

Ejemplo 2: Evaluacién de Datos

Las mediciones GC- y LC-MS de todas las muestras de plasma en sangre de sujetos en riesgo (sujetos con alto
riesgo de desarrollar diabetes; ya sea “IFG” sujetos sin diabetes con IFG positivo, “IGT’ sujetos sin diabetes con IGT
positivo, o “IFG&IGT” sujetos sin diabetes con IFG y IGT positivos) y los sujetos de control se conducen junto con
referencias de plasma agrupadas. Para cada tanda de medicion, se calculan las relaciones de sefal relativas de los
individuos.

Se determinan metabolitos especificos a riesgo mediante modelamiento lineal de las relaciones de sefial de
metabolito mediante el factor de riesgo terciario (niveles: IFG,IGT,IFG&IGT) que corrigen para factores que
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confunden la edad y BMI (indice de masa corporal) y que también se incorporan los dos diferentes géneros: primero
se genera un modelo lineal con los factores que se acaban de mencionar, segundo se evalluan los efectos estimados
mediante estadisticas t, tercero se seleccionan solo los metabolitos con valor p estadistico t < 0.05 con referencia a
los niveles de factor de riesgo y las interacciones entre género y niveles de factor de riesgo. Adicionalmente, se
determina el tipo de regulacion para cada metabolito como “ascendente” para relaciones incrementadas >1 del nivel
de riesgo respectivo versus el control y “descendente” para relaciones reducidas <1 del nivel de riesgo versus
control.

En las siguientes Tablas 1 a 5, se presentan los resultados de la evaluacion de datos. Las Tablas 1 y 2 muestran los
resultados para los metabolitos que todavia no se han reportado para los pacientes de diabetes. Los metabolitos
referidos en las Tablas 3 a 5 se han descrito ya para pacientes con diabetes. Las Tablas 1 y 3 enumeran metabolitos
significativos con respecto al “riesgo” efecto principal, que especifica los niveles de factores significativos respectivos
IFG, IGT, y IFG&IGT (estadisticas t). Las tablas 2, 4 y 5 enumeran metabolitos significativos con respecto a la
interaccion del riesgo y el género, es decir, los metabolitos muestran regulacién diferencial especifica a sexo entre
los controles y los sujetos en riesgo. Los resultados presentados en las Tablas se clasifican de acuerdo con su
potencial y eficacia como biomarcadores para la diabetes o una predisposicion a la misma. También se indica la
clase de regulacion observada. “Aumento” se refiere a un incremento en la cantidad absoluta o relativa del
metabolito, mientras que “disminucién” se refiere a un descenso en dicha cantidad absoluta o relativa o aun la
ausencia del metabolito en cantidades detectables. Los metabolitos que se asocian particular y fuertemente con
diabetes se subdividen en los grupos indicados por las lineas divisorias en las Tablas. Mas aun, el grupo de riesgo
se indica en las Tablas, es decir IFG, IGT o IFG&IGT.

Tabla 1: Resultados generales. Los metabolitos que difieren significativamente (p < 0,05) entre los grupos de riesgo
para la Diabetes mellitus tipo 2 (IFG, IGT y IFG&IGT) y controles (“riesgo” efecto principal significativo, es decir el
mismo tipo de regulacién (“por aumento”, “por disminucién”) en machos y hembras.). Metabolitos ordenados por el
valor p. [IFG = alteracion de la glucosa en ayuno; IGT = Tolerancia deteriorada de la glucosa; IFG&IGT: pacientes

que tienen ambos IFG y IGT]

Tolerancia; IFG&IGT: pacientes que tienen ambos IFG y IGT]

metabolito regulacién grupo de riesgo
criptoxantina disminucion IGT

acido 2-hidroxi- palmitico aumento IFG
triacilglicérido (C16:0,C18:1,C18: 2) aumento IGT

acido gondoico aumento IGT

acido tricosanoico disminucion IFG&IGT
5-Oxoprolina aumento IFG

Tabla 2: Metabolitos que difieren especificamente entre los controles machos y los pacientes hembra de los grupos
de riesgo para Diabetes. Los metabolitos que difieren significativamente (p < 0,05) con respecto a la interaccion
riesgo-género, es decir se regula de forma diferente en machos y hembras con respecto al riesgo para Diabetes
mellitus tipo 2 (IFG, IGT y IFG&IGT) y controles. Los metabolitos ordenados por valor p. [IFG = alteracion de la
glucosa en ayuno; IGT = Tolerancia deteriorada de la glucosa; IFG&IGT: pacientes que tienen ambos IFG y IGT]

metabolito reg_macho grupo de riesgo
diacilglicérido (C18:1,C18:2) disminucion IGT
triacilglicérido (C16:0,C18:2.C18: 2) disminucion IGT
triacilglicérido (C16:0,C18:1,C18: 2) disminucion IFG
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Tabla 3: Resultados generales. Los metabolitos que difieren significativamente (p < 0,05) entre los grupos de riesgo
para Diabetes mellitus tipo 2 (IFG, IGT y IFG&IGT) y controles (“riesgo” efecto principal significativo”, es decir el
mismo tipo de regulacién (“por aumento”, “por disminuciéon”) en machos y hembras.). Los metabolitos ordenados por
valor p. [IFG = alteracion de la glucosa en ayuno; IGT = Tolerancia deteriorada de la glucosa; IFG&IGT: pacientes

que tienen ambos IFG y IGT]

metabolito regulacién grupo de riesgo
lactato aumento IFG
acido alfa-cetoisocaproico disminucion IGT
glucosa aumento IFG&IGT
metionina disminucion IGT
manosa aumento IFG&IGT
acido 3-hidroxibutirico aumento IGT
leucina aumento IGT
acido urico aumento IFG
acido trednico aumento IFG
beta-caroteno disminucion IFG&IGT
acido ascorbico aumento IFG&IGT
glicina disminucion IGT
triacilglicéridos disminucion IFG
lactato aumento IGT
fosfolipidos aumento IGT
creatinina disminucion IGT
glutamato aumento IFG
acido alfa-cetoisocaproico disminucion IFG&IGT
triacilglicéridos aumento IGT
valina aumento IGT
malato aumento IFG
acido alfa-cetoisocaproico disminucion IFG
isoleucina aumento IGT
succinato aumento IFG
glucosa-1-fosfato aumento IFG&I
valina aumento IFG&I

14



ES 2358454 T3

metabolito regulacion grupo de riesgo
acido eicosapentaenoico (C20:cis disminucion IFG&IG

[5,8,11,14,1715)

fosfolipidos disminucion IFG
acido urico aumento IFG&I
citrato aumento IGT
aspargina disminucion IFG&I
metionina disminucion IFG
glutamina disminucion IGT
acido palmitico aumento IGT
triptofano disminucion IFG&IG
alanina aumento IGT
glutamato aumento IGT
citrulina disminucion IGT
colestenol disminucion IFG&I
treonina disminucion IGT
ornitina aumento IFG
arginina disminucion IGT
manosa aumento IFG
acido 3-hidroxibutirico aumento IFG&I
glutamina disminucion IFG
sulfato de pregnenolona aumento IFG&l
acido glicérico aumento IGT
folato aumento IFG
malato aumento IGT
beta-caroteno disminucion IFG
leucina aumento IFG
glutamina disminucion IFG&I
alfa- tocoferol aumento IFG&IG
mio- inositol aumento IFG
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regulacion
aumento
aumento

disminucion

grupo de riesgo
IGT
IFG

IGT

Tabla 4: Los metabolitos que difieren especificamente entre los controles machos y pacientes machos de los grupos
de riesgo para Diabetes. Los metabolitos que difieren significativamente (p < 0,05) con respecto a la interaccion
riego- género, es decir regular en forma diferente en machos y hembras con respecto al riesgo para Diabetes
mellitus tipo 2 (IFG, IGT y IFG&IGT) y controles. Los metabolitos ordenados por valor p. [IFG = alteracion de la
glucosa en ayuno; IGT = Tolerancia deteriorada de la glucosa; IFG&IGT: pacientes que tienen ambos IFG y IGT]

metabolito

triptofano

alanina

leucina

acido palmitico
acido eicosatrienoico
glicerofosfolipidos
isoleucina

acido eicosatrienoico
triptofano

acido lignocérico
acido linoleico

serina

tirosina

acido linoleico
sulfato de pregnenolona
aspartato

acido araquidénico

succinato

reg_macho
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
disminucion
aumento
disminucion
disminucion
Disminucién
Aumento
disminucion

aumento

grupo de riesgo
IGT
IFG
IGT
IFG
IGT
IGT
IFG
IFG
IFG
IGT
IGT
IFG
IGT
IFG
IGT
GT
IGT

IFG&IGT

Tabla 5: Los metabolitos difieren especificamente entre los controles hembras y pacientes hembras de los grupos de
riesgo para Diabetes. Los metabolitos que difieren significativamente (p < 0,05) con respecto a la interaccion riesgo-
género, se regulan en forma diferente en machos y hembras con respecto al riesgo para Diabetes mellitus tipo 2
(IFG, IGT y IFG&IGT) y controles. Los metabolitos ordenados por valor p. [IFG = alteracion de la glucosa en ayuno;
IGT = Tolerancia deteriorada de la glucosa; IFG&IGT: pacientes que tienen ambos IFG y IGT]
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reg_hembra
aumento
aumento
aumento
aumento
aumento
aumento

disminucion
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IFG
IFG
IFG
IFG
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REIVINDICACIONES
1. Un método para diagnosticar una predisposicion a la diabetes tipo 2 que comprende:

(a) determinar metabolitos en una muestra de plasma, suero o sangre de prueba de un sujeto que se sospecha tiene
una predisposicion a la diabetes tipo 2, dichos metabolitos son criptoxantina, acido 2-hidroxi-palmitico, triacilglicérido
(C16: 0,C18:1,C18:2), acido gondoico, acido tricosanoico y 5-Oxoprolina; y

(b) comparar los resultados de prueba de la determinacién en la etapa (a) con una referencia, por lo cual se
diagnostica una predisposicion a la diabetes tipo 2, en donde

i) dicha referencia se deriva de un sujeto que se sabe tiene una predisposicion a la diabetes tipo 2 y en donde los
resultados idénticos para la muestra de prueba y la referencia son indicadores de una predisposicion a la diabetes
tipo 2, o

ii) dicha referencia se deriva de un sujeto que se sabe no tiene predisposicion para la diabetes tipo 2 o es una
referencia calculada para los dichos metabolitos en una poblacion de sujetos, y en donde las diferencias en las
cantidades respectivas de cada uno de todos los seis metabolitos en la muestra de prueba en comparacion con la
muestra de referencia son indicadores de una predisposicion a la diabetes tipo 2.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho sujeto es un macho.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha determinacién comprende espectrometria
de masa (MS).

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicha espectrometria de masa es MS-
cromatografia liquida (LC) y/o MS- cromatografia de gas (GC).

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho sujeto es un humano.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde por lo menos se determina un
metabolito adicional seleccionado del grupo que consiste de:

(i) un acido graso saturado de cadena larga, preferiblemente, acido Lignocérico (C24:0), acido Melisico (C30:0), o
acido tricosanoico (C23:0),

(i) un acido graso poli- insaturado, preferiblemente, acido Docosahexaenoico (C22:cis[4,7,10,13,16,19]6), acido
Eicosapentaenoico  (C20:cis[5,8,11,14,17]5), acido Araquidénico (C20:cis-[5,8,11,14]4), 4&cido Linoleico
(C18:cis[9,12]2), o acido Linolénico (C18:cis[9,12,15]3),

(iii) un aminoacido, preferiblemente, Lisina, Alanina, Treonina, Triptofano, Valina, Isoleucina, Leucina, Cisteina,
Metionina, Tirosina, Fenilalanina, Glicina, Prolina, o Glutamina,

(iv) un antioxidante, preferiblemente, acido Ascérbico, Coenzima Q10, o alfa-Tocoferol,

(v) un metabolito del Ciclo de Acido Citrico, preferiblemente, Piruvato, Citrato, o Malato,

(vi) un metabolito del Ciclo de Urea, preferiblemente, Urea, Citrulina, Succinato, u Ornitina,

(vii) Manosa, acido alfa-Cetoisocaproico, Glicerol, fraccion de lipido, o acido 3-Hidroxibutirico, y

(viii) glucosa.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde por lo menos se determina un
metabolito adicional seleccionado del grupo que consiste de: acido 3-hidroxibutirico, alanina, acido alfal]
cetoisocaproico, alfa- tocoferol, arginina, acido ascérbico, aspargina, beta-caroteno, colestenol, citrato, citrulina,
creatinina, acido eicosapentaenoico (C20:cis [5,8,11,14,1715), folato, glucosa, glucosa-1-fosfato, glutamato,
glutamina, acido glicérico, glicerol-3-fosfato, glicina, isoleucina, lactato, leucina, malato, manosa, metionina, mio(]
inositol, ornitina, acido palmitico, fosfolipidos, sulfato de pregnenolona, acido estearico, succinato, acido trednico,

treonina, triacilglicéridos, triptofano, acido urico, y valina.

8. Una composicion de diagnéstico que consiste de criptoxantina, acido 2-hidroxi-palmitico, triacilglicérido
(C16:0,C18:1,C18: 2), acido gondoico, acido tricosanoico y 5-Oxoprolina.
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9. Uso de criptoxantina, acido 2-hidroxi-palmitico, triacilglicérido (C16:0,C18:1,C18:2), acido gondoico, acido
tricosanoico y 5-Oxoprolina medido en una muestra de sangre, plasma o suero para diagnosticar diabetes tipo 2 en
un sujeto.
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