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RESUMEN 
 

Objetivo general: Describir, en una población adulta general, la evolución del N-glicoma sérico con 

la edad en hombres y mujeres, e investigar la posible asociación de los patrones de N-glicoma con la 

comorbilidad relacionada con la edad, y en concreto con las enfermedades cardiovasculares 

arteriales. 

Métodos: En un estudio de diseño transversal, analizamos 1.516 adultos seleccionados al azar (55,3% 

mujeres; mediana de edad 52 años; rango 18-91 años) de un municipio (A Estrada, Galicia, España). 

El N-glicoma sérico se estudió mediante cromatografía de interacción hidrófila (HILIC) con 

cromatografía líquida de ultra rendimiento (UPLC) que permitió el aislamiento de 46 picos de N-

glicanos (glycan peaks, GP). Las covariables incluyeron factores del estilo de vida (consumo de tabaco 

y alcohol, y actividad física), trastornos metabólicos (obesidad, diabetes y síndrome metabólico), 

marcadores de glicación (hemoglobina glicada, fructosamina, albúmina glicada), marcadores 

inflamatorios (velocidad de sedimentación globular, proteína C-reactiva sérica, IL-6, IL-8, TNF-alfa y 

sIL-2R séricos), así como un índice de comorbilidad. Se utilizó el análisis de componentes principales 

(mediante un algoritmo basado en K-medias) para definir grupos de individuos en función de los 46 

GPs obtenidos en los cromatogramas. De modo específico, se investigó la asociación de patrones del 

N-glicoma (balances entre GPs, mediante el algoritmo selbal de R) con la enfermedad cardiovascular 

arterial (cardiopatía isquémica, enfermedad cerebrovascular y enfermedad arterial periférica), que 

estuvo presente, en conjunto, en el 17,2% de los sujetos de estudio. 

Resultados y conclusiones, alineadas con los objetivos específicos:  

Objetivo 1. Describir la evolución del N-glicoma sérico con la edad, en hombres y en mujeres. 

- Los N-glicanos sencillos como los mono-antenarios (A1), agalactosilados (G0), no-sialilados (S0) y 

oligomanosa (OM) aumentan con el envejecimiento en ambos sexos. 

- Los N-glicanos complejos, como los tetra-antenarios (A4) y tetragalactosilados (G4), son más 

abundantes en los hombres, pero aumentan con la edad en las mujeres hasta igualarse en edades 

avanzadas. Por contra, los N-glicanos trigalactosilados (G3) y triantenarios (A3) se encuentran a un 

mayor nivel de abundancia en las mujeres en todas las edades. 

- La fucosilación central (core) disminuye con la edad en ambos sexos. La fucosilación periférica 

(outer-arm) aumenta hasta edades medias de la vida y se estabiliza a partir de ahí, en ambos sexos. 

- La sialilación es el fenómeno más irregular en su comportamiento con la edad, con diferencias entre 

hombres y mujeres a partir de edades medias, coincidentes con la menopausia en la mujer. Este 

dimorfismo afecta especialmente a los N-glicanos trisialilados (S3, descenso en los hombres, ascenso 

continuo en las mujeres) y tetrasialilados (S4, con aumento progresivo con la edad en las mujeres 
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frente a niveles estable con la edad en hombres), así como a los biantenarios (A2, estabilización a 

esa edad en los hombres, continuo descenso en las mujeres). 

Objetivo 2. Resumir, mediante técnicas estadísticas apropiadas, los resultados del N-glicoma en 

patrones simplificados que permitan su comparación. 

- El análisis de componentes principales ha demostrado ser una herramienta que permite reducir la 

complejidad en la interpretación de los datos composicionales del N-glicoma sérico. 

- El análisis de balances de N-glicanos (selbal) es otra herramienta que permite reducir la complejidad 

en la interpretación de los datos composicionales del N-glicoma sérico y definir N-glicanos asociados 

con efectos, como enfermedad. 

Objetivo 3. Investigar la posible asociación de patrones del N-glicoma asociados con el 

envejecimiento con enfermedades frecuentes, especialmente metabólicas, con marcadores de 

inflamación e índices de comorbilidad. 

- Mediante análisis de componentes principales de los 46 picos de N-glicanos del cromatograma, los 

individuos pueden agruparse en dos clusters principales, el primero de los cuales está definido por 

los N-glicanos más sencillos y el segundo por los más complejos. 

- Los individuos del cluster asociado a los N-glicanos más sencillos presentan una mayor edad, 

mayores niveles de glucemia y de marcadores de glicación, mayores niveles de algunos marcadores 

de inflamación, menor tasa de filtrado glomerular y mayor comorbilidad. 

Objetivo 4. Investigar la posible asociación de las enfermedades cardiovasculares arteriales 

(enfermedad cerebrovascular, cardiopatía isquémica y arteriopatía periférica) con cambios en el 

N-glicoma sérico. 

- Los individuos con enfermedad cardiovascular arterial presentan, en el análisis de componentes 

principales, mayor abundancia de N-glicanos de menor y mayor complejidad, con menor abundancia 

de N-glicanos de complejidad intermedia. La enfermedad cerebrovascular es una excepción. 

- De modo particular, un N-glicano bianteniario, digalactosilado y disialilado, con N-acetilglucosamina 

bisectriz, no fucosilado, se asocia independiente y negativamente (efecto protector) con la 

enfermedad cardiovascular arterial. 

En conjunto, los resultados son concordantes con la idea de que el N-glicoma sérico podría ser, en 

línea con la hipótesis del inflammaging, un marcador de envejecimiento inflamatorio no saludable. 
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ABREVIATURAS UTILIZADAS 
 

A  ramificación (antenas de glicano) 

A1   monoantenario 

A2   biantenario 

A3   triantenario 

A4   tetraantenario 

B  bisectriz (GlcNAc bisectriz en la estructura del glicano) 

CF  core-fucosa 

CODA  análisis de datos composicionales (Compositional Data Analysis) 

DSA-FACE  DNA Sequencing equipment-Fluorophore Assisted Carbohydrate Electrophoresis 

F  fucosilación de glicano 

G  galactosilación de glicano 

G0  agalactosilado 

G1  monogalactosilado 

G2  digalactosilado 

G3  trigalactosilado 

G4  tetragalactosilado  

GA  albúmina glicada (glycated albumin) 

GAM  Modelo aditivo generalizado (Generalized Additive Model) 

HILIC  Hydrophilic interaction liquid chromatography (cromatografía líquida de 

interacción hidrófila) ultra-performance liquid chromatography [UPLC]), 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography 

ilr  isometric log-ratios 

LC-MSn  Liquid Chromatography/Multiple Stage Mass Spectrometry 

OM  oligomanosa (high-mannose). 

OF  outer-arm fucose 

PCA  Análisis de componentes principales (Principal Component Analysis)  

RMN  resonancia magnética nuclear 

S  sialilación de glicano 

S0  neutro [asialilado] 

S1  monosialilado 

S2  disialilado 

S3  trisialilado 

S4  tetrasialilado  

SNFG  Nomenclatura simbólica para glicanos (Symbol Nomenclature for Glycans) 

UPLC   Ultra-performance liquid chromatography (cromatografia líquida de alta 

resolución) 

UPLC-ESI-QqQ-MS  Ultrahigh Performance Liquid Chromatography method coupled with 

Triple Quadrupole Mass Spectrometry 
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1.1. La glicómica y el estudio del N-glicoma sérico 

La glicómica, o el estudio comprensivo de los glicomas o conjunto de azúcares (bien libres o bien, 

más frecuentemente, unidos a otras moléculas, fundamentalmente proteínas), fue calificada 

como una de las 10 tecnologías emergentes que podrían cambiar el panorama de la ciencia en 

los próximos años (MIT's Magazine, 2003). Sin embargo, la glicómica ha recibido menos atención 

que otras disciplinas análogas, como la proteómica o la genómica. Es posible que ello sea debido 

a la complejidad glicómica, a la variabilidad de la glicosilación entre personas y a lo largo de la 

vida de la misma persona, así como a la dificultad técnica para los estudios glicómicos. También 

es cierto que la glicómica rompe un tanto el esquema clásico de ADN - ARN - proteína - función, 

ya que la diferente glicosilación de las proteínas, puede modificar drásticamente su función. 

Baste decir, por ejemplo, que un cambio en un único glicano en la inmunoglobulina E (IgE) puede 

condicionar el desarrollo o no de anafilaxia (Shade et al., 2015). 

Una buena parte de las proteínas tienen glicanos unidos a ellas y son por tanto glicoproteínas. 

Los glicanos se pueden unir a las proteínas por enlaces covalentes N- (al grupo amida del 

aminoácido asparagina, Figura 1) o por enlaces O- (al grupo hidroxilo de serina o treonina). Los 

más abundantes en el humano, los más estudiados hasta la fecha y aquellos cuyas variantes más 

se han visto asociadas a enfermedad son los N-glicanos (Varki et al., 2008). 

La glicosilación es un proceso enzimático diferente de la mera glicación química y es la 

modificación post-traslacional más común de las proteínas. En la Tabla 1 se resumen las 

características principales diferenciales entre la glicación y la glicosilación. La N-glicosilación de 

las proteínas tiene lugar en el citosol, concretamente, en el retículo endoplasmático y se 

completa en el aparato de Golgi. A medida que se van sintetizando las proteínas, van ingresando 

en la luz del retículo endoplásmico gracias a un complejo de translocación. Las modificaciones 

de la proteína que ocurren durante su síntesis se conocen como co-traduccionales y una de ellas 

es, precisamente, la unión de las estas cadenas hidrocarbonadas a proteínas.  Muchos de los 

oligosacáridos que forman parte de glicoproteínas, concretamente los N-glicanos, están unidos 

a residuos de asparagina (Asn) mediante un enlace -N-glicosídico por la acción de diversas 

glicosiltransferasas, codificadas por sus respectivos genes (Varki et al., 2008). Esta base genética 

convierte a la glicosilación, contrariamente a la glicación, en un proceso regulado. Los N-

oligosacáridos que se transfieren a las cadenas polipeptídicas nacientes son homogéneos, 

relativamente simples y comunes a casi todas las células eucariotas, pero durante el tránsito 

posterior por el complejo de Golgi los N-glicanos son sometidos a marcadas modificaciones en 

su estructura, generando una enorme diversidad química. Los genes que codifican proteínas 
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directamente involucradas en la biosíntesis de glicanos son múltiples; su repertorio de 

aproximadamente 250 a 900 genes comprende del 1 al 4 % de todos los genes humanos (Kikuchi 

y Narimatsu, 2006; Narimatsu, 2006; Cummings y Pierce, 2014). 

En la luz del retículo endoplásmico, un oligosacárido es inicialmente transferido en bloque a 

partir del dolicol pirofosfato a una asparagina (Asn) presente en un secuón. Un secuón es una 

secuencia de consenso, en este caso Asn-X-Ser/Thr. En ella, “X” puede ser cualquier aminoácido, 

con la excepción de prolina. La enzima que cataliza la transferencia del oligosacárido se 

denomina oligosacariltransferasa (OST). Los N-glicanos se encuentran unidos a residuos de 

asparagina vía un núcleo (o esqueleto común, backbone) formado por dos N-acetilglucosaminas 

y tres manosas (Figura 1). Algunos N-glicanos sólo añaden manosas a continuación de ese núcleo 

o esqueleto y de denominan oligomanosa (anteriormente, se denominan altos en manosa [high 

mannose]. Al esqueleto se pueden añadir (Figura 1) nuevas moléculas de N-acetilglucosamina, 

configurando antenas que van de 1 a 4 (N-glicanos mono-, bi-, tri- o tetraantenarios). A su vez, 

estas N-acetilglucosaminas pueden estar o no unidas a galactosa (Figura 1), configurando N-

glicanos a-, mono-, di-, tri- o tetragalactosilados. Estas galactosas pueden estar unidas o no a 

ácido N-acetilneuramínico (siálico). Por último, los N-glicanos pueden estar o no fucosilados 

(unidos a fucosa central [llamada core, en la primera N-acetilglucosamina del nucléo o 

esqueleto, Figura 1], o periférica, en las antenas [outer arm]. El patron de glicosilación de las 

proteínas puede ser así muy variable, configurando diferentes glicoformas (misma proteína con 

diferente patrón de N-glicosilación). 

La glicosilación de las proteínas es variable de un individuo a otro, y es variable para un mismo 

individuo en función de circunstancias ambientales y se asocia, como causa o consecuencia, con 

enfermedades. Así pues, la variabilidad glicómica es mucho mayor que la variabilidad genómica 

o proteómica. Esto es importante, porque la diferente glicosilación de las proteínas influye en 

su estabilidad, altera su conformación espacial e influye en su función en la interacción con otras 

proteínas, incluidas aquellas que intervienen en la diferenciación y desarrollo celular. Algunas 

estimaciones inciales aventuraban que afectaba a la mitad las proteínas humanas (Apweiler et 

al., 1999; Moremen et al., 2012). Sin embargo, es posible que menos de una quinta parte de 

todas las proteínas estén glicosiladas (Khoury et al., 2011). La glicosilación, que se da en todas 

las células eucariotas, es así determinante en la salud y en la enfermedad (Varki et al., 2008). A 

pesar de ello, la glicómica ha recibido, en general, menos atención que la proteómica.  



25 
 

 

Figura 1. Ejemplo de la estructura y nomenclatura de los N-glicanos. Todos ellos contienen 
una columna vertebral (backbone) común de dos moléculas de N-acetilglucosamina. La 
primera de ellas se une al aminoácido asparagina (Asn) en la proteína. La segunda de ellas 
está unida a una molécula de manosa que, a su vez, está unida a otras dos manosas que 
completan el backbone común. Estas últimas manosas están unidas a moléculas de N-
acetilglucosamina, cuyo número determina la ramificación (2 antenas en este caso). Estas 
moléculas de N-acetilglucosamina pueden estar o no galactosiladas (una de ellas lo está, en 
este caso) y la galactosa puede estar o no sialilada, como en este ejemplo. Algunos glicanos, 
como el de la figura, pueden estar fucosilados. La fucosa puede unirse a la primera N-
acetilglucosamina del backbone (core-fucosa, como en el ejemplo presentado) o la 
fucosilación puede estar en las ramas periféricas (outer arm fucose). Este glicano se 
corresponde con el pico 17 (GP17) de los cromatogramas que se han obtenido en el 
presente trabajo (ver Anexo 1). De acuerdo con la agrupación por sus características 
(Saldova et al., 2014), se clasificaría como monosialilado (S1), monogalactosilado (G1), 
biantenario (A2) y core-fucosilado (CF). En la nomenclatura internacional SNFG (Symbol 
Nomenclature for Glycans) su denominación sería FA2[3]G1S[6]1. Los números entre 
corchetes hacen referencia a la posición del enlace químico en la molécula. La figura es de 
elaboración de los autores. 

 

Tabla 1. Diferencias fundamentales entre glicación y glicosilación 

Característica Glicación Glicosilación 

Tipo de modificación No enzimática Enzimática 

Regulación No Sí 

Molécula añadida Glucosa, fructosa o galactosa, con 
modificaciones posteriores 

Glicano (O-glicano o N-glicano 
compuestos de N-

acetilglucosamina, manosa, 
galactosa, fucosa, ácido siálico) 

Lugar y modo Adición covalente a proteína o 
lípido, fundamentalmente en la 

circulación 

Modificación postraslacional 
intracelular (retículo endoplásmico 

o aparato de Golgi) 

Proteínas involucradas Maduras Inmaduras o no modificadas 

Efecto predominante Hace la proteína afuncional e 
inestable 

Hace la proteína funcional (variable 
según la glicosilación) y estable 
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En los últimos años, debido al avance que se está experimentando en el campo de los fármacos 

biológicos y de los anticuerpos monoclonales, la glicómica está ganando importancia tecnológica 

farmacéutica. Dado que la forma de glicosilación de una determinada proteína es un factor 

esencial crítico para condicionar su solubilidad, su estabilidad y su función, la glicosilación 

condiciona la mayor o menor actividad biológica de los biofármacos que consisten en proteínas, 

así como su farmacocinética y su farmacodinámica (Jefferis, 2009; Costa et al., 2014; Yang y 

Bartlett, 2019). Por ello, las agencias reguladoras del medicamento, tanto las americanas (FDA, 

Food and Drug Administration) como europeas (Agencia Europea del Medicamento, EMA) han 

elaborado guías para normalizar la glicosilación de estos productos farmacéuticos glicosilados. 

A modo de ejemplos, se sabe que la glicosilación de anticuerpos monoclonales que se utilizan 

en el tratamiento del cáncer o de enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide 

influye en la efectividad de estos biológicos (Schwab y Nimmerjahn, 2014, Liu, 2015; Cymer et 

al., 2018).  

Las plataformas de uso habitual en proteómica, fundamentalmente la espectrometría de masas, 

pueden ser utilizadas para estudios glicómicos en sistemas de alto rendimiento (high-

throughput) que permiten analizar gran número de muestras en un mismo ensayo. Para el 

análisis de la glicosilación se utilizan 3 posibles aproximaciones analíticas (Kam et al., 2007; Klein, 

2007; Royle et al., 2008; Mariño et al., 2010; Wuhrer, 2013): 

1. Análisis de las glicoproteínas intactas.   

Existen varios métodos para el estudio de los glicanos unidos a proteínas intactas como 

cromatografía, electroforesis, espectrometría de masas y otras técnicas espectroscópicas. 

Cuando se trata del análisis y la caracterización de glicoproteínas terapéuticas es imprescindible 

utilizar espectrometría de masas, pero en investigación funcional su uso está muy limitado por 

el alto coste que supone identificar pequeñas diferencias de masas mediantes técnicas como las 

fuentes de ionización y de resonancia ciclotrónica de iones (Zhang et al., 2016; Lu et al., 2018; 

Dominguez-Vega et al., 2018; Rojas-Macias et al., 2019). Por estos motivos, los análisis tan 

específicos quedan casi restringidos a la biotecnología de caracterización terapéutica de 

fármacos biológicos, como se ha comentado más arriba. Un ejemplo más sencillo y rutinario, 

que emplea la metodología de electroforesis capilar, es al análisis en el suero del porcentaje de 

transferrina deficiente en carbohidratos (CDT), también llamada transferrina desialilada, que se 

utiliza como marcador comercial de abuso de alcohol (Yersin et al., 1995; Salaspuro, 1999; 

Niemela, 2016). 
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2. El análisis de los glicopéptidos producidos tras la proteolisis de la glicoproteína. 

El análisis de glicopéptidos ofrece información sobre los sitios de glicosilación, el grado de 

ocupación de los mismos y las estructuras de los glicanos. El procedimiento se inicia con la 

digestión de la glicoproteína de interés en glicopéptidos, mediante el uso de proteasas 

específicas como tripsina u otras (Kolarich et al., 2012). Posteriormente, la muestra digerida se 

analiza mediante técnicas de separación cromatográficas como HPLC o UPLC (Lu et al., 2018; 

Ruhaak et al., 2018). Los glicopéptidos así separados se pueden identificar mediante 

espectrometría de masas o tras deglicosilación (ver punto siguiente) y posterior identificación 

de los glicanos. La técnica está sujeta a posibles interferencias que deben ser tenidas en cuenta 

(Ueda et al., 2010; Shetty et al., 2010; Drake et al., 2011; Zhang et al., 2011; Ongay et al., 2012; 

Gaunitz et al., 2017; Ruhaak et al., 2018; Chen et al., 2020). La espectrometría de masas en 

tándem es más precisa, pero puede ser ineficaz para detectar la sialilación de los glicanos (Alley 

et al., 2013; Gaunitz et al., 2017; Chen et al., 2020). En resumen, el análisis de los glicopéptidos 

producidos tras la proteolisis de la glicoproteína es útil no sólo para caracterizar los glicanos, 

sino también para identificar sus sitios de unión a la proteína. Esta información puede utilizarse 

como fundamento para entender cómo la composición del glicano afecta la función de la 

proteína, tanto en las glicoproteínas normales como en las aberrantes. 

3. El análisis de los glicanos liberados tras la digestión del punto de anclaje a la proteína y 

posterior marcaje fluorescente. 

Este método permite un análisis profundo y detallado de la estructura de los glicanos, 

independiente de la proteína portadora, pero no ofrece información del lugar de fijación del 

glicano a la proteína. Puede hacerse con todas las proteínas del suero (glicoma) con proteínas 

específicas que se han separado previamente. En el caso del suero, la proteína más abundante, 

muy glicosilada y más estudiada es la IgG. Los N-glicanos pueden ser liberados enzimáticamente 

de sus glicoproteínas mediante el enzima N-glicosidasa-F (PNGasa-F) de Flavobacterium 

meningosepticum (Koles et al., 2007; Yang y Bartlett, 2019). La enzima PNGasa-F hidroliza todo 

tipo de N-glicanos en su punto de unión con la proteína (Figura 2). Este método es el que se ha 

empleado en el estudio de los N-glicanos de la presente tesis doctoral (Figura 2) como se 

explicará en el apartado de Métodos. Existen otras enzimas con acción similar, así como 

endoglicosidasas, que son útiles en determinadas circunstancias de los estudios (Freeze y Kranz, 

2010). Para que la digestión enzimática sea eficaz, los glicanos de las glucoproteínas han de estar 

accesibles, para lo cual las glicoproteínas han de desnaturalizarse previamente a su análisis 
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(Merry y Astrautsova, 2003). Una vez hidrolizados, los glicanos deben poder identificarse 

mediante métodos cromatográficos lo cual es un reto debido a la falta de grupos cromóforos en 

su estructura natural y a la heterogeneidad causada por los tipos de anómeros, posiciones y 

configuraciones de enlace. Por esta razón, los glicanos obtenidos mediante esta forma de 

hidrólisis enzimática han de ser con fluorocromos para hacer más posible su detección (Ruhaak 

et al., 2010; Zaia, 2008; Gaunitz et al., 2017; Ruhaak et al., 2018), como se explicará en el 

apartado correspondiente de Métodos. Este tipo de análisis puede realizarse en cuanquier 

líquido orgánico, siendo el más frecuentemente utilizado el suero o el plasma. El estudio del N-

glicoma en el suero o en el plasma completo tiene el inconveniente de que no permite conocer 

a qué proteína o proteínas están unidos los N-glicanos. Sin embargo, el estudio del N-glicoma 

ofrece una panorámica global y no parcelar del estado de glicosilación de las proteínas 

circulantes. Aunque se estima que hay más de un millón de proteínas distintas en el suero 

humano, la mayoría están presentes a muy baja concentración. Un ejemplo de los resultados en 

forma de cromatograma del N-glicoma sérico suero se representa en la Figura 3.  

 

 

Figura 2. Esquema del análisis del N-glicoma sérico. A la muestra de suero se le añada 
PNGasa-F, que rompe las uniones de los N-glicanos con las proteínas en su unión con la 
asparagina (Asn), a continuación, los N-glicanos así liberados y tratados (ver Métodos) se 
separan para su identificación mediante mediante cromatografía de interacción hidrofílica 
(HILIC) con cromatografía líquida de ultra rendimiento (UPLC). La figura es de elaboración 
de los autores. 



29 
 

 

Figura 3. Ejemplo de cromatogramas representativos de N-glicoma sérico en hombres y 

en mujeres, obtenido con el método utilizado en el presente estudio (O’Flaherty et al., 

2022), reproducida con permiso. Los picos de glicanos (GPs) están numerados como GP1-

GP46, de acuerdo con Saldova et al. (2014), del grupo del NIBRT (National Institute for 

Bioprocessing, Research and Training) de Dublín, en colaboración con la cual se han 

hechos los estudios glicómicos del presente trabajo. Estructuras abreviadas:  todos los  N-

glicanos tienen dos moléculas de acetilglucosamina (GlcNA) como core; una F al inicio de 

la abreviatura indica una fucosa (core) α1,6-unida a la GlcNAc proximal; Mx es el número 

(x) de manosas en las GlcNAcs del core; Ax es el número de antenas (GlcNAc) sobre el 

core de trimanosas; B significa una GlcNAc bisectriz unida β1,4 a una β1,3 manosa; Gx es 

el número (x) de galactosas unidas (β1,4) en las antenas; Sx,¡ es el número (x) de ácidos 

siálicos unidos a galactosa. En la Tabla 2 se representa la estructura de los 46 picos del 

cromatograma. Datos y figura de los autores, con permiso de la revista (bajo licencia 

Creative Commons). 

 

El número de proteínas realmente abundantes en el suero es relativamente pequeño, y las más 

abundantes (albúmina, IgG, IgA, transferrina, haptoglobina y alfa-1-antitripsina) representan en 

conjunto más del 85% del contenido total de proteínas en el mismo.  Dado que la glicoproteína 

principal que diferencia el plasma del suero es el fibrinógeno y que la contribución de éste al N-

glicoma plasmático total es muy baja, es frecuente hablar de N-glicoma plasmático y N-glicoma 

sérico de modo intercambiable (Clerc et al., 2016). La albúmina es la proteína no glicosilada más 

abundante, aunque sí puede estar glicada. Las proteínas más abundantemente glicosiladas son, 
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precisamente, las inmunoglobulinas, las apolipoproteínas y las proteínas de fase aguda, como la 

haptoglobina, el fibrinógeno, la alfa-1-antitripsina y la transferrina (Clerc et al., 2016), lo que 

valida el suero/plasma como el material ideal de partida para el análisis del N-glicoma en busca 

de marcadores biológicos (Lauc et al., 2016).  

1.2. El N-glicoma sérico en el envejecimiento en humanos 

La biosíntesis de glicanos está bajo el control de muchos genes y de múltiples factores 

ambientales (Knezevic et al., 2009, 1010; Moremen et al., 2012; Lauc et al., 2014; Lauc, 2016). 

La secuencia de un glicano y la glicosilación de una proteína muestran el efecto integrado de la 

composición genética de un individuo y el medio ambiente (Lauc, 2016). Por un lado, la 

composición del N-glicoma plasmático humano es altamente heredable, ya que la secuencia 

genética explica alrededor del 60 % de la variación de la mayoría de los glicanos plasmáticos 

(Zaytseva et al., 2020).  

Además del componente genético, un porcentaje significativo de los cambios en la glicosilación 

está asociado con factores ambientales, que incluyen factores relacionados con el estilo de vida, 

(como la dieta, el tabaquismo, el consumo de alcohol y el ejercicio), así como algunas 

alteraciones metabólicas (como niveles altos de glucosa y colesterol, así como la obesidad y la 

diabetes tipo 2) e inflamatorias (Knežević et al. 2009, 2010; Menni et al. 2013; Testa et al., 2015; 

Trbojević Akmačić et al., 2015; Lemmers et al., 2017; Keser et al., 2017; Dotz et al., 2018; Gudelj 

et al. 2018, 2018b; Tijardović et al. 2019; Zaytseva et al. 2020; Reiding et al., 2017; Dotz y 

Wuhrer, 2019; O’Flaherty et al., 2022). Algunas de estas alteraciones están asociadas al 

envejecimiento o, en cualquier caso, el paso de los años supone un mayor riesgo acumulado de 

exposición a alguno de esos factores. Por ejemplo, se han encontrado cambios en el N-glicoma 

de la IgG en la enfermedad de Parkinson (Russell et al., 2017) y tambien se han observado 

cambios en la N-glicosilación de las proteínas séricas en la enfermedad de Alzheimer y otras 

demencias (Chen et al., 2010; Vanhooren et al., 2010), en la enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica (Pavić et al., 2018) y, especialmente, en varios tipos de cáncer (Bones et al., 2011; 

Saldova et al., 2014; de Vroome et al., 2018; Doherty et al., 2018). Los cambios que se observan 

en el N-glicoma total en plasma o suero han sido la base para que éste se haya propuesto como 

un biomarcador de uso clínico de enfermedades, como hepatopatías (Callewaert et al., 2004; 

Vanderschaeghe et al., 2009, 2010; Capri et al., 2017) y de riesgo cardiometabólico 

(Wittenbecher et al., 2020). En cuanto a las alteraciones de la glicosilación como marcadores de 

enfermedades, las más estudiadas han sido las oncológicas (Kam et al., 2007; Klein, 2007; Royle 

et al., 2008; Rudd et al., 2009; Wuhrer, 2013).  
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Los primeros estudios sobre los cambios en la N-glicosilación de las proteínas (concretamente, 

de la IgG) asociados a la edad datan de 1988 (Parekh et al., 1988). Los cambios con la edad y el 

envejecimiento en la N-glicosilación de la IgG sérica en el N-glicoma total se han revisado 

recientemente (Cindric et al., 2021). Si bien el número de estudios sobre el N-glicoma sérico en 

relación al envejecimiento realizados hasta la fecha no es escaso (Vanhooren et al., 2007, 2009, 

2010; Knezevic et al. 2009, 2010; Ding et al., 2011; Lu et al. 2011; Ruhaak et al., 2011; Mehdi et 

al. 2012; Pucic et al., 2012; Borelli et al., 2015; Miura et al., 2015; Catera et al., 2016; Merleev et 

al., 2020), siguen existiendo muchos aspectos por aclarar en este proceso. En buena parte, ello 

es debido a la heterogeneidad de las muestras estudiadas y a la diversidad de las técnicas 

empleadas, que dificulta la comparación de los diferentes estudios hasta la fecha (Cindric et al., 

2021). 

Los ya clásicos estudios del grupo de Vanhooren et al. Fueron realizados con DNA Sequencing 

equipment-Fluorophore Assisted Carbohydrate Electrophoresis (DSA-FACE) (Vanhooren et al., 

2007, 2009, 2010). El método incluye desialilación previa de los N-glicanos, por lo que ésta no 

puede analizarse. El número de picos de N-glicanos (glycan peaks, GP) que permite detectar la 

técnica es así relativamente reducido (10-12). En poblaciones compuestas por muestreo no 

aleatorio (oportunista) de varios cientos (de 221 a 435, dependiendo del estudio) de individuos 

europeos de origen belga o italiano, de varios grupos de edad. El principal hallazgo en estos 

estudios fue el incremento con la edad de N-glicanos biantenarios agalactosilados y core-

fucosilados (FA2) y una disminución paralela de las estructuras de N-glicanos similares, pero 

digalactosilados (FA2G2). Hallazgos consistentes se encontraron, con la misma técnica (DSA-

FACE), en una nueva muestra oporunista de 265 sujetos de China (Ding et al., 2011) y 144 sujetos 

de Italia, incluyendo algunos centenarios (Catera et al., 2016). También se encontraron hallazgos 

similares en casos aislados con síndromes progeroides, como el de Werner y el de Cockayne 

(Vanhooren et al., 2007, 2010) y en muestras menores (n= 145) de pacentes con síndrome de 

Down en comparación a sus familiares directos (Borelli et al., 2015). Por todo ello, el logaritmo 

de la relación FA2/FA2G2 del N-glicoma sérico o plasmático obtenido por DSA-FACE (hay que 

insistir que se analiza después de la desialilación) aumenta gradualmente después de los 40 años 

de edad y alcanza un máximo en sujetos mayores de 90 años y se ha propuesto como un 

marcador biológico de envejecimiento denominado GlycoAge test (Vanhooren et al., 2010; 

Catera et al., 2016). Este hallazgo concreto se confirmó en los estudios del N-glicoma sérico 

realizados por el grupo de Lauc en Croacia, probablemente uno de los más activos del mundo 

en el estudio de estas variaciones da la glicosilación (Knezevic et al. 2009, 2010). Estos estudios 

son, probablemente, los más similares al que se presenta en esta tesis doctoral, por su diseño 
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poblacional y por haber utilizado técnicas de HPLC, que permiten una mayor discriminación en 

la que se obtiene un mayor número de GPs en los que se puede investigar la sialilación. 

Concretamente, Lauc et al. estudiaron 1914 individuos adultos (742 hombres y 1172 mujeres, 

de 18-98 años) de las islas croatas de Vis y Korčula (Knezevic et al. 2009, 2010). El estudio, sin 

embargo, no tuvo un muestreo aleatorio, sino oportunista, y tiene la limitación adicional de 

haber sido diseñado para investigar la variabilidad y la epidemiología genética de comunidades 

cerradas insulares, lo cual es un inconveniente si se tiene en cuenta el componente genético de 

la N-glicosilación, como se ha comentado más arriba. De todas maneras, nos referiremos a estos 

estudios frecuentemente por su comparabilidad con el de la presente tesis. 

Existen dos estudios que han investigado muy específicamente el efecto de la edad en el N-

glicoma sérico o plasmático a través de una selección dirigida de individuos muy longevos o sus 

familiares. El estudio holandés Dutch Leiden Longevity Study incluyó 2396 participants (Ruhaak 

et al., 2011). En este studio se seleccionaron las familias si al menos dos hermanos estaban vivos 

y tenían 89 años o más (en el caso de los hombre) o 91 años o más (en el caso de las mujeres). 

Estos criterios los cumplía menos del 0.5% de la población holandesa en 2001. Se incluyeron, en 

total, 944 hermanos longevos (probandos), 1671 descendientes de ellos con una media de edad 

de 59 años y  744 parejas de ellos con una media de 58 años (individuos-control). El método de 

análisis del N-glicoma fue HPLC, con una identificación de 26 GPs (Ruhaak et al., 2011). En el 

estudio realizado en Japón por Miura et al. (2015), de tamaño muestral más limitado, se 

estudiaron 6 mujeres semisupercentenarias (edad media, 107 años), aparentemente sanas, 5 

mujeres de edad avanzada (edad media 72 años) y 5 mujeres jóvenes (edad media 30 años). El 

método de análisis del N-glicoma fue Liquid Chromatography/Multiple Stage Mass Spectrometry 

(LC-MSn) (Miura et al., 2015). Ya se ha comentado que algunos de los primeros estudios que 

investigaron el N-glicoma sérico/plasmático mediante DSA-FACE incluyeron también 

submuestras de pacientes centenarios (Vanhooren et al., 2007, 2009, 2010; Catera et al., 2016). 

En el otro extremo, un estudio, también croata, incluyó 170 niños y adolescentes entre 6 y 18 

años de edad, estudiando su N-glicoma por HPLC (Pucic et al., 2012). Los resultados de estos 

estudios se comentan conjuntamente con los realizados en poblaciones más generales, 

estructurados por los rasgos de los diferentes GPs encontrados. 

La sialilación de las proteínas del suero es un aspecto poco estudiado. El nivel de ácido siálico 

plasmático total (ligado y libre) aumenta con la edad (Mehdi et al., 2012). Sin embargo, la 

situación no es tan clara con respecto a los N-glicanos sialilados unidos a las proteínas 

plasmáticas, cuya complejidad disminuye con la edad en los niños (hay un aumento en los 
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glicanos mono- y disialilados, junto con una y una disminución en los glicanos tri- y 

tetrasialilados) (Pucic et al., 2012) y aumenta en personas de extrema longevidad (Miura et al., 

2015). Así, los centenarios japoneses mostraron mayor abundancia de estructuras 

multiramificadas y altamente sialiladas, en comparación con los ancianos y controles jóvenes 

(Miura et al., 2015).  El mismo grupo observó la abundancia, con la edad, de una glicoforma de 

haptoglobina triantenaria y sialilada que es característica de las enfermedades inflamatorias 

(Miura et al., 2015, 2018). Los datos al respecto de la sialilación, sin embargo, no son 

concluyentes en adultos. La mayoría de los estudios no encontraron cambios significativos en la 

sialilación durante el envejecimiento, mientras que los N-glicanos monosialilados y trisialilados 

se han correlacionado positiva y negativamente con la edad en dos estudios diferentes, uno de 

los cuales solo encontró cambios significativos en los hombres (Knezevic et al., 2010; Lu et al., 

2011). Esta aparente contradicción no es sorprendente (Cindric et al., 2021), porque los N-

glicanos sialilados del suero se originan a partir de una gran cantidad de diversas proteínas (Clerc 

et al., 2016), muchas de las cuales pueden variar en su concentración en respuesta al estado 

fisiológico o patológico, como las proteínas de fase aguda y las inmunoglobulinas (Cindric et al., 

2021). 

En lo que respecta a la fucosilación, varios estudios, realizados tanto en población adulta como 

pediátrica, coinciden en que el nivel de fucosilación central (core) disminuye ligeramente con el 

avance de la edad (Vanhooren et al., 2007; Knezevic et al., 2009, 2010; Lu et al., 2011; Ruhaak 

et al., 2011; Pucic et al., 2012). En el Leiden Longevity Study, dos N-glicanos biantenarios no 

fucosilados, concretamente uno de ellos biantenario digalactosilado (A2G2) y el otro también 

biantenario, pero monosialilado monogalactosilado (A2G1S1), eran más abundantes en la 

descendencia de nonagenarios (personas de alrededor de 90 años de edad) que en los controles 

de la misma edad (las parejas de la descendencia) (Ruhaak et al., 2011). 

No existen, en nuestro conocimiento, datos sobre los posibles cambios con la edad en la 

fucosilación periférica o antenaria (outer-arm). Tampoco existe, en nuestro conocimiento, 

información sobre la evolución con la edad de los N-glicanos oligomanosa (también llamados 

high-mannose). 

Hay pocos datos sobre la evolución con la edad del grado de ramificación (número de antenas) 

de los glicanos del N-glicoma sérico. Ya se ha comentado que, en el estudio de centenarios 

japoneses, de escaso tamaño muestral, se encontró en éstos mayor abundancia de estructuras 

multiramificadas y altamente sialiladas, así como estructuras agalactosiladas, y niveles más 

bajos de estructuras biantenarias en comparación con los ancianos y los controles jóvenes 
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(Miura et al., 2015). Si bien se sabe que el aumento de las estructuras agalactosiladas está 

asociado con el envejecimiento, como se ha comentado más arriba, el aumento en la 

complejidad (ramificación múltiple, alta sialilación) no se ha visto, hasta la fecha, asociado en 

general al envejecimiento en las revisiones del tema (Cindric et al., 2021). Esta complejidad sí se 

ha visto, sin embargo, asociada a algunas enfermedades autoinmunes e inflamatorias 

(Pawłowski et al., 1986; Miyahara et al., 2013; Keser et al., 2017; Adua et al., 2019; Sarrats et 

al., 2010). 

La mayoría de los estudios no han observado cambios significativos relacionados con la edad en 

la abundancia de N-glicanos plasmáticos que contienen acetilglucosamina bisectriz 

(denominada como B en la nomenclatura habitual simplificada de los glicanos). Un estudio 

observó un aumento marginal en la abundancia de N-glicanos con N-acetilglucosamina bisectriz 

en los hombres adultos, pero no en las mujeres (Ding et al., 2011). Otro estudio observó un 

ligero aumento en la abundancia de un N-glicano con N-acetilglucosamina bisectriz (FA2B) 

(Vanhooren et al., 2007).  

El conjunto de los datos del N-glicoma asociados con el envejecimiento ha dado lugar a hipótesis 

intrigantes sobre el N-glicoma sérico (y la glicosilación específica de la IgG sérica) como 

marcadores y, posiblemente como efectores moleculares del envejecimiento biológico (Ruhaak 

et al., 2011; Cindric et al, 2021; Mijakovac et al., 2022; Shkunnikova et al., 2023). Existe la 

necesidad de un biomarcador que determine la edad biológica, buscado desde hace muchas 

décadas. La glicosilación de las proteínas (el N-glicoma) podría ser uno de esos marcadores, 

aunque los estudios en esta línea son aún insuficientes.  

La glicosilación y el envejecimiento están intrincadamente entrelazados (Miura y Endo, 2016). 

Ya se ha comentado que el hallazgo más consistente con el envejecimiento en el N-glicoma es 

un descenso de N-glicanos biantenarios digalactosilados y un aumento de los N-glicanos 

biantenarios agalactosilados, que dio lugar a la herramienta GlycoAge test (Vanhooren et al., 

2010; Catera et al., 2016) y similares herramientas comerciales se han desarrollado con la 

glicosilación de la IgG (véase https://glycanage.com/). Es bien sabido que estos N-glicanos 

agalactosilados, sobre todo en la IgG, tienen poder proinflamatorio. Se ha propuesto que la 

acumulación gradual de IgG agalactosilada relacionada con la edad no sólo sería uno de los 

rasgos distintivos del envejecimiento, sino que también contribuiría a su exacerbación 

(Franceschi et al., 2000; De Martinis et al., 2005; Monti et al., 2017). Así, en un bucle 

autoamplificador, la IgG agalactosilada actuaría como un subproducto del envejecimiento y 

como un efector de sus cambios patogénicos (Franceschi et al. 2007; Dall'Olio et al., 2013; 
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Mijakovac et al., 2022; Shkunnikova et al., 2023). Curiosamente, las personas de países en vías 

de desarrollo presentan menores concentraciones de IgG agalactosilada, característicos de la 

inflamación y la edad; ello podría sugerir que algunas exposiciones ambientales asociadas a esos 

entornos podrían inducir inflamación crónica de bajo grado y un aumento aparente de la edad 

biológica (Stambuk et al., 2020). 

En conjunto, los hallazgos serían compatibles con la hipótesis del inflammaging, de difícil 

traducción al español, que se refiere a la remodelación proinflamatoria del sistema inmunitario 

característica de las personas mayores, en forma de inflamación crónica asintomática sostenida 

de bajo grado, no saludable (De Martinis et al., 2005; Pinti et al.,2016; Monti et al., 2017). Es 

probable que esta inflamación sea causada por la exposición a largo plazo a diversos estímulos 

endógenos y exógenos, cuyos orígenes varían desde microorganismos y toxinas hasta las 

citoquinas inflamatorias secretadas por las células senescentes o hasta la presencia de células 

necróticas y dañadas (Dall'Olio, 2013). La atenuación de la inflamación es, de hecho, un buen 

predictor del envejecimiento saludable (Arai et al., 2015), estableciendo así la asociación del 

inflammaging con el riesgo de enfermedades relacionadas con la edad (Franceschi, 2007; 

Franceschi et al., 2000, 2007; Pinti et al., 2016). En conjunto, estos hallazgos podrían sugerir que 

la composición del N-glicoma total en plasma o suero podría ser un marcador de salud general, 

potencialmente adecuado para la predicción y el seguimiento de enfermedades de progresión 

con la edad, así como en la evaluación de la eficacia de las intervenciones antienvejecimiento. 

Los estudios hasta la fecha, sin embargo, son insuficientes y no se han investigado apenas las 

diferencias entre sexos en el N-glicoma durante el envejecimiento. 

En algunos de los hallazgos mencionados en relación a los cambios en el N-glicoma con la edad 

se ha observado un cierto dimorfismo sexual. En algunos estudios se observó que el descenso 

de la abundancia de N-glicanos biantenarios galactosilados con núcleo fucosilado era más 

prominente en las mujeres que en los hombres (Knežević et al., 2010; Ding et al., 2011). Esta 

diferencia se atribuyó al efecto conocido de los estrógenos en la glicosilación (Kristic et al., 2014; 

Ercan et al., 2017) y a su descenso a partir de la menopausia (Cindric et al., 2021). De modo 

similar, en el Leiden Longevity Study se observó que había interacción entre la edad y el sexo 

(indicando que el descenso de la abundancia era mayor en mujeres que en hombres) para 

algunos N-glicanos biantenarios digalactosilados (core-fucosilados o no) (Ruhaak et al., 2011). 

En cuanto a la sialilación, algunos de los cambios mencionados fueron más significativos en los 

hombres (Knezevic et al., 2010; Lu et al., 2011). En un estudio, el aumento marginal de la 

abundancia de N-glicanos con N-acetilglucosamina bisectriz se observó en hombres, pero no en 
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mujeres (Ding et al., 2011). En el Leiden Longevity Study, también humo interacción entre sexo 

y edad (mayor descenso en mujeres) para dos N-glicanos con N-acetilglucosamina bisectriz 

(Ruhaak et al., 2011). En los estudios ya comentados del grupo de Lauc, los cambios de la 

abundancia de N-glicanos con la edad fueron, en general, más frecuentes en las mujeres que en 

los hombres, lo cual se atribuyó, de nuevo, a las posibles variaciones hormonales en las mujeres 

(Knezevic et al., 2009, 2010). En los niños y adolescentes, las diferencias entre sexos son menores 

que en los adultos (Pucic et al., 2012). 

Por otro lado, todos los estudios se enfrentan a la complejidad de la interpretación de los 

resultados habituales del N-glicoma, que suelen presentarse como el área bajo la curva (en 

porcentaje) de cada uno de los hasta 40-46 glicanos-tipo que suelen aportar las técnicas 

glicómicas (Saldova et al., 2014). De una parte, estos son datos composicionales (es decir, su 

suma es el 100% [o 1]), lo cual impide el uso de las herramientas estadísticas habituales, por 

ejemplo, para establecer tests de significación. De otra parte, de cara a la aplicación clínica, para 

el profesional habitual el resultado del N-glicoma es de una difícil interpretación cuando no se 

trata de una sola medida, sino de 40-46 simultáneas (ejemplo en la Figura 2). Sería conveniente 

disponer de medidas-resumen que permitiesen una aproximación simplificada a sus resultados, 

de cara a la aplicación clínica.  

Los estudios basados en población general, seleccionada aleatoriamente, tienen la ventaja de 

tratar muestras representativas de los fenómenos a estudio y, por otro lado, ofrecen la 

posibilidad de analizar, de forma no sesgada, la influencia de factores comunes como los 

demográficos (edad y sexo), de estilo de vida (tabaquismo, consumo de alcohol y actividad 

física), de trastornos frecuentes (como la obesidad y el síndrome metabólico asociado, con sus 

componentes) y la asociación con marcadores habituales de inflamación sobre el fenómeno que 

se considere. Por todo ello, uno de los objetivos generales del presente estudio fue contestar, 

en la población general adulta, a las preguntas que se han trazado en esta introducción, 

relacionadas con la relación de envejecimiento y el concepto de inflammaging, en ambos sexos, 

con el N-glicoma sérico. 

1.3. El N-glicoma sérico en las enfermedades cardiovasculares en humanos 

La edad y la inflamación están estrechamente unidas a la aterosclerosis y las correspondientes 

enfermedades cardiovasculares. Las muertes por enfermedad cardiovascular varían de país a 

país y dentro de cada país. Las cifras más altas se dan en Europa del este y en Asia central. En las 

últimas dos décadas, las muertes por enfermedad vascular han aumentado un 20% aunque, a la 
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vez, las muertes de causa cardiovascular ajustadas por edad han disminuido un 10% (Virani et 

al., 2020). La aparente paradoja se explica por el aumento global de población y por el 

envejecimiento en algunas poblaciones, en las que algunas enfermedades asociadas a la edad 

como la obesidad y la diabetes tipo 2, y otros factores de riesgo, han aumentado (Virani et al. 

2020). Además de los factores de riesgo bien conocidos para aterosclerosis, existen multiples 

pruebas de la relación de ésta con la inflamación crónica y la disregulación inmune en la 

patogenia de la aterosclerosis (Fernandez-Ruiz, 2016; Swirski y Nahrendorf, 2018; Moore 2019). 

Por todo ello, las enfermedades cardiovasculares arteriales encajan en el concepto de 

inflammaging expresado en párrafos anteriores. 

Además, empieza a acumularse una serie de pruebas sustanciales de la implicación de la 

glicosilación de las proteínas en la enfermedad cardiovascular en revisiones recientes (Gudelj y 

Lauc, 2018; Dashti et al., 2021). En la aterosclerosis, que frecuentemente subyace en la 

enfermedad cardiovascular, la formación de la placa de ateroma y la obstrucción de la luz 

vascular resultan de un proceso inflamatorio en el que se acumulan leucocitos, lipoprotreínas y 

otras células en la íntima arterial. Para ello, la transmigración de los leucocitos está mediada por 

su interacción con moléculas de adhesión altamente glicosiladas en la superficie endotelial 

(Scott y Patel, 2013). Las citocinas proinflamatorias contribuyen a la alteración de la glicosilación 

de las células endoteliales, lo cual puede favorecer la disregulación de las moléculas de adhesión 

en la formación precoz de placas de ateroma (Huo y Xia, 2009; Scott et al., 2012; Pu y Yu, 2014). 

Además, la glicosilación de las lipoproteínas es clave en la patogenia de la aterosclesosis 

(Krishnan et al., 2015; Sukhorukov et al., 2019).   

Existen estudios, aunque limitados, de asociación de cambios en la N-glicosilación con 

enfermedades cardiovasculares. Un marcador glicómico, denominado funcionalmente GlycA (A, 

de acetil), combinado de la cuantificación por RMN de los grupos N-acetil-metil de los residuos 

de N-acetilglucosamina localizados en ramas específicas de algunas proteínas plasmáticas 

concretas (sobre todo alfa-1-glicoproteina acida, haptoglobina, alfa-1-antitripsina, alfa-1-

antiquimiotripsina, y transferrina) (Otvos et al. 2015), se asocia con la diversas formas de 

enfermedad cardiovascular y muerte (Gruppen et al. 2015; Akinkuolie et al. 2014, 2016, Otvos 

et al. 2018). Este mismo marcador glucídico (GlycA) se ha visto asociado con enfermedad arterial 

subclínica (especialmente en pacente con enfermeades crónicas inflamatorias), presencia de 

placas de ateroma en territorios periféricos y desarrollo de aneurisma aórtico (Menni et al. 2018; 

Joshi et al. 2016; Ormseth et al. 2015; Purmalek et al. 2019; Fashanu et al. 2019). 
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También se ha encontrado asociación entre variaciones en la N-glicosilación de la IgG y la 

enfermedad cardiovascular (Menni et al., 2018; Li et al., 2018; Jandus et al., 2019; Wang et al., 

2019; Birukov et al. 2022; Plavsa et al., 2023; Radovani et al., 2023). En la enfermedad arterial 

cononaria, las mayores diferencias se observaron en mujeres, destacando la asociación negativa 

de las estructuras de N-glicanos sialilados con dicha enfermedad (Radovani et al., 2023).  

Hay muy pocos estudios que hayan investigado la relación del N-glicoma sérico con la 

enfermedad cardiovascular. En un estudio centrado en la enfermedad cerebrovascular silente 

de pequeño vaso demostrada por RMN, se observó que la menor abundancia de N-glicanos core-

fucosilados biantenarios digalactosilados y la mayor abundancia de N-glicanos triantenarios 

fucoslilados eran predictores independientes de esta forma de enfermedad cerebrovascular, 

tras ajustar por facores de confusión (Vilar-Bergua et al., 2015). En un estudio de mayor 

amplitud y prospectivo sobre en valor predictivo del N-glicoma sérico en la incidencia de 

diabetes tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares, se observó que la información 

proporcionada por el N-glicoma fue moderadamente predictiva sobre la incidencia de este 

grupo de enfermedades y que puede mejorar la predicción basada en los indicadores de riesgo 

habituales, ajustados por edad (Wittenbecher et al., 2020). Concretamente, la abundancia de N-

glicanos core-fucosilados biantenarios monogalactosilados no sialilados se asoció 

significativamente con el mayor riesgo cardiovascular en mujeres (Wittenbecher et al., 2020). 

Algunos otros N-glicanos asociados con la incidencia de enfermedad cardiovascular lo 

estuvieron también con la indidencia de diabetes tipo 2 (Wittenbecher et al., 2020). Es sabido 

que algunos factores de riesgo vascular se asocian con cambios en el N-glicoma o en la 

glicosilación de la IgG, como ocurre en la diabetes mellitus (Testa et al., 2015; Lemmers et al., 

2017; Rudman et al., 2022; Cvetko et al., 2021) y en la hipertensión arterial (Kifer et al., 2021). 

Por todo ello, resulta difícil desentrañar si determinadas asociaciones son debidas a la propia 

enfermedad cardiovascular o a sus factores de riesgo. En el ya mencionado Leiden Longevity 

Study, un N-glicano cuya abundancia se asoció positivamente con la longevidad (más abundante 

en descendientes de longevos que en los controles constituidos por sus parejas), la estructura 

A2G1S1 también se asoció con la enfermedad cardiovascular cuando su abundancia era baja 

(Ruhaak et al., 2011). En nuestro conocimiento, estos hallazgos no han sido confirmados en 

estudios ulteriores. Por todo ello, otro de los objetivos generales del presente estudio fue 

investigar, en la población general adulta la posible relación de las enfermedades 

cardiovasculares con los cambios en el N-glicoma serico. 
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En línea con lo expresado en párrafos anteriores, los objetivos del presente estudio fueron los 

siguientes: 

1. Describir los cambios del N-glicoma sérico con la edad, comparando la posible diferente 

evolución de hombres y mujeres. 

 

2. Diseñar, mediante técnicas estadísticas apropiadas, los resultados del N-glicoma en 

patrones simplificados que permitan su comparación. 

 

3. Investigar la posible asociación de patrones del N-glicoma asociados con el 

envejecimiento con enfermedades frecuentes, especialmente metabólicas, marcadores 

de inflamación e índices de comorbilidad. Además, específicamente: 

 

4. Investigar la posible asociación de las enfermedades cardiovasculares arteriales 

(enfermedad cerebrovascular, cardiopatía isquémica y arteriopatía periférica) con 

cambios en el N-glicoma sérico. 
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3.1. Diseño, ámbito y población del estudio 

El estudio se llevó a cabo en el municipio de A Estrada (España, ubicación: 42°41′21′′N, 

8°29′14′′W). Un esquema del estudio AEGIS (A-Estrada Glycation and Inflammation Study), en 

el que se enmarca el presente trabajo, está disponible en www.clinicaltrials.gov y se ha descrito 

previamente con mayor extensión (Alende Castro et al., 2019, 2021). 

 

Figura 4. Esquema-perfil del estudio. Fuente, elaboración propia. 

El municipio tenía una población adulta (edad mayor o igual a 18 años) de 18.474 personas 

cuando empezó el estudio en 2012 (Figura 4). Se extrajo una muestra aleatoria de la población 

adulta, estratificada en los siguientes grupos de edad: 18 a 29 años; 30 a 39 años; 40 a 49 años; 

50 a 59 años; 60 a 69 años; 70 a 79 años; y 80 años en adelante. Un programa informático generó 

una muestra aleatoria de 500 sujetos en cada grupo de edad. De la muestra inicial de 3500 

personas, 2230 pudieron ser evaluadas para determinar su elegibilidad y de ellas, 1516 

aceptaron participar en el estudio (tasa de participación: 68%; 55.3% mujeres; mediana de edad: 

52 años (rango: 18-91 años); caucásicos: 100%). Los participantes fueron convocados al centro 

de salud, donde se les realizó un cuestionario estructurado realizado por un médico (Anexo I),  

un examen físico y una muestra de sangre venosa en ayunas. 

http://www.clinicaltrials.gov/
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3.2. Aspectos éticos 

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes. El estudio-fuente 

de prevalencia y los estudios glicómicos específicos fueron aprobados por el Comité Ético de 

Investigación de Galicia (códigos 2010-315 y 2016-464, respectivamente) y estuvieron de 

acuerdo con la Declaración de Helsinki vigente. Las respectivas autorizaciones del Comité Ético 

de Investigación se encuentran en el Anexo II de la presente tesis. 

3.3. Determinaciones principales 

3.3.1. Historial de tabaquismo 

Los consumidores de al menos un cigarrillo al día se consideraron fumadores. Los individuos que 

habían dejado de fumar durante el año precedente también se consideraron fumadores. Los 

restantes sujetos fueron clasificados bien como ex-fumadores o bien como nunca fumadores.  

3.3.2. Historial de consumo de alcohol 

El consumo habitual de alcohol se evaluó en unidades de bebida estándar, sumando el número 

de vasos de vino (aproximadamente, 10g de etanol), unidades de cerveza (aproximadamente, 

10g), y unidades de licor (aproximadamente, 20g) consumidos habitualmente por semana (Gual 

et al., 1999). Los individuos abstemios y los consumidores de menos de una unidad por semana 

se unieron en el mismo grupo. Los restantes se clasificaron como bebedores ligeros (10-139 

g/semana), moderados (140-279 g/semana) y excesivos (≥280 g/semana). 

3.3.3. Historial de actividad física habitual 

Los participantes completaron el Physical Activity Questionnaire (versión corta, disponible en 

https://sites.google.com/site/theipaq/home) (Craig et al., 2003), validada en España (Román-

Viñas et al., 2013). El cuestionario permite la cuantificación de los METs (metabolic equivalents 

of task) y la estratificación de la actividad física habitual en baja, moderada y alta. 

3.3.4. Definición de alteraciones metabólicas 

Síndrome metabólico. Se consideró la presencia de síndrome metabólico cuando se cumplían 

al menos 3 criterios del Adult Treatment Panel III (ATP-III) (2001): (1) obesidad abdominal 

(perímetro de cintura >102 cm en hombres y >88 cm en mujeres); (2) hipertrigliceridemia 

(triglicéridos séricos ≥150 mg/dL); (3) niveles bajos de HDL-colesterol (<40 mg/dL en hombres 
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and <50 mg/dL en mujeres); (4) presión arterial elevada (≥130/≥85 mmHg o tratamiento 

antihipertensivo actual); y (5) hiperglucemia (≥110 mg/dL o tratamiento antidiabético actual). 

Obesidad. Se calculó el índice de masa corporal (IMC) con el peso (en kg) dividido por el 

cuadrado de la estatura (en metros). De acuerdo, se clasificaron a los participantes como con 

normopeso (IMC <25 kg/m2), con sobrepeso (IMC 25-30 kg/m2), u obesos (IMC >30 kg/m2).  

Diabetes mellitus. Se definió la presencia de diabetes de acuerdo con los criterios de la American 

Diabetes Association (ADA) cuando la HbA1c era mayor del 6.5% y/o la glucosa plasmática en 

ayunas mayor de 126 mg/dL o cuando el sujeto estaba en tratamiento con algún antidiabético 

(American Diabetes Association, 2019). 

3.3.5. Cuantificación general de comorbilidad 

De modo análogo a índices bien establecidos de comorbilidad como el de Charlson et al. (1987), 

modificado, se consideraron comorbilidades la diabetes mellitus, enfermedad cerebrovascular, 

cardiopatía isquémica, enfermedad arterial periférica, insuficiencia cardíaca, insuficiencia renal 

crónica, enfermedad hepática, cáncer, enfermedad pulmonar obstructiva crónica, enfermedad 

reumatológica y enfermedad inflamatoria intestinal. A la presencia de cada una de ellas se les 

otorgó 1 punto a efectos de suma para cuantificación de la comorbilidad. 

3.3.6. Cuantificación del riesgo cardiovascular 

Para cuantificar el riesgo cardiovascular global a los 5 y 10 años se aplicaron los índices SCORE2 

y SCORE2-OP (versión del anterior para personas mayores [Older People, mayores de 70 años]) 

(SCORE2 working group and ESC Cardiovascular risk collaboration, 2021; SCORE2-OP working 

group and ESC Cardiovascular risk collaboration, 2021). 

3.3.7. Definición de enfermedad cardiovascular arterial  

Los datos se recogieron de las historias clínicas electrónicas de los individuos, codificadas en 

Atención Primaria en el modo habitual. Se consideró enfermedad cardiovascular arterial la 

presencia (casos prevalentes) de cualquiera de los siguientes diagnósticos: cardiopatía 

isquémica, enfermedad cerebrovascular o enfermedad arterial periférica. También se incluyó 

como enfermedad cardiovascular arterial el resultado patológico de dos técnicas realizadas a los 

1516 sujetos de estudio: presencia de ondas Q patológicas en el ECG de 12 derivaciones 

(analizado por un mismo cardiólogo experto) o la presencia de índice tobillo-brazo menor de 

0.9, obtenido según las técnicas habituales (Sánchez-Ruiz et al., 2005; Guindo et al., 2009). 
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3.3.8. Determinaciones analíticas de rutina clínica 

Las concentraciones en suero de colesterol y sus fracciones, triglicéridos, glucosa, 

gammaglutamil transferasa (GGT), aspartato aminotransferasa (AST) y creatinina se 

determinaron en muestras de suero frescas tras extracción de sangre en ayunas de toda la 

noche, por la mañana, en un analizador automático ADVIA 2400 (Siemens Healthcare 

Diagnostics, Barcelona) por el método estándar recomendado por la International Federation of 

Clinical Chemistry (IFCC). Para el cálculo de la tasa de filtración glomerular se utilizó la fórmula 

MDRD-4. La hormona T3 determinó por un ensayo inmunoquimiométrico en un aparato 

Siemens Advia Centaur (Siemens Healthcare Diagnostics). 

3.3.9. Determinación de marcadores de inflamación 

Proteína C reactiva (PCR). La PCR de amplio rango (wide-range, wrPCR) se midió en muestras de 

suero frescas por un método comercial de inmunoturbidimetría latex-enhanced en un Advia 

2400 Clinical Chemistry System (Siemens). Los valores de referencia con el método son 0-0.5 

mg/dL. La medición estuvo disponible en 1499 individuos (Alende-Castro et al., 2021). 

Velocidad de sedimentación globular (VSG). La VSG se midió en muestras de sangre en tubos 

con K3EDTA (Becton Dickinson, USA) con un aparato automático TEST-1 (Alifax, Italy). El aparato 

TEST-1 se ha validado en relación al método de referencia Westergren de acuerdo con los 

criterios del International Council for Standardization in Hematology (Ajubi et al., 2006). Los 

valores de referencia son 0-20 mm/h para hombres y 0-30 mm/h para mujeres. La 

determinación de VSG estuvo disponible en 1472 participantes (Alende-Castro et al., 2019). 

Citocinas proinflamatorias séricas. Las concentraciones séricas de interleucina (IL)-6, IL-8, TNF-

alfa y del receptor soluble de la IL-2 (sIL-2R) se determinaron en muestras de suero frescas por 

medio de un inmunoensayo quimioluminiscente (IMMULITE 2000 System, Siemens). Los 

resultados estuvieron disponibles en 1499 individuos (Alende-Castro et al., 2021b; 2023). 

3.3.10. Determinación de marcadores de glicación y control glucémico  

La hemoglobina glicada (HbA1c) se determinó mediante cromatografía líquida (high-

performance liquid chromatography) en un analizador Menarini Diagnostics Arkray Adams HA-

8180 T; los valores de HbA1c se convirtieron a unidades alineadas con el Diabetes Control and 

Complications Trial (DCCT), de acuerdo con el US National Glycohemoglobin Standardization 

Program (NGSP) (Hoelzel et al., 2004). 
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Los niveles de fructosamina se determinaron mediante el método enzimático Diazyme Glycated 

Serum Protein (GSP, Diazyme, Kent, UK) en un analizador Advia 2400 (Siemens). El ensayo utiliza 

la proteína K para digerir las proteínas séricas en pequeños fragmentos y fructosaminasa para 

catalizar la oxidación específica de la unión de cetoamina de los fragmentos glicados. La 

liberación de peróxido de hidrógeno, medida colorimétricamente a 550 nm, es proporcional a 

la concentración de proteínas séricas glicadas (fructosamina). Para calcular el porcentaje de 

albúmina glicada (GA), los valores de fructosamina (proteínas séricas glicadas) se determinaron 

con el método arriba mencionado y los de albúmina mediante el método del verde bromocresol. 

El porcentaje de GA se calculó con la ecuación recomendada por el fabricante (Wu et al., 2016). 

3.3.11. Determinaciones de marcadores de glicosilación: análisis del N-glicoma sérico 

Los estudios glicómicos fueron realizados en el National Institute for Bioprocessing, Research 

and Training (NIBRT) de Dublín (Irlanda; Dra. Radka Saldova). Tal como descrito previamente 

(O´Flaherty et al., 2022), los N-glicanos se liberaron de una muestra de 5 μL de suero 

previamente descongelado, mediante un método automatizado high-throughput (Stockman et 

al., 2015). Las muestras fueron desnaturalizadas con ditiotreitol, alquiladas con iodoacetamida, 

y los N-glicanos fueron liberados enzimáticamente de su estructura proteica mediante PNGasa-

F (NEB Recombinant, código P0709L, 10 μL por pocillo, 5000 U en 1 M bicarbonato amónico, pH 

8.0). Los glicanos se inmobilizaron en soportes sólidos y se eliminó el exceso de reactivos 

mediante filtrado con centrífuga. Se liberaron los glicanos de su soporte sólido y se marcaron 

con el fluoróforo 2-aminobenzamida (2-AB). Los glicanos se lavaron en una placa químicamente 

inerte de 96 pocillos (Millipore Solvinert, membrana de politetrafluoroetileno hydrophobica, 

tamaño del poro 0.45 μm) utilizando cartuchos HyperSep Diol SPE (Thermo Scientific). Para la 

cromatografía de interacción hidrofílica con cromatografía líquida de ultra rendimiento 

(hydrophilic interaction liquid chromatography [HILIC] ultra-performance liquid chromatography 

[UPLC]), los N-glicanos marcados con fluorescencia se separaron en un aparato Waters Acquity 

H-Class UPLC (Milford, MA, USA), que consiste en un administrador de solventes cuaternarios, 

un administrador de muestras-FTN, administrador de columnas y un detector de fluorescencia 

FLR con longitudes de onda de excitación y emisión de 245 y 395 nm, respectivamente. El 

instrumento estuvo bajo el control del software Empower 3, compilación 3471 (Waters, Milford, 

MA, EEUU). Los N-glicanos marcados se separaron en una columna de cromatografía Waters 

Ethylene Bridged Hybrid BEH Glycan, 150 × 2.1 mm de d.i., 1.7 μm de partículas BEH, con 

formiato de amonio 50 mM, pH 4,4, como disolvente A y MeCN como disolvente B. La columna 

se ajustó con un filtro ACQUITY en línea de 0.2 μm. El método de separación utilizó un gradiente 
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lineal de 70–30 % de acetonitrilo (v/v) a un caudal de 0.56 ml/min en un ciclo analítico de 30 

min. Las muestras se mantuvieron a 4°C antes de la inyección. Se utilizó un volumen de inyección 

de 25 µl de muestra preparada en MeCN al 70 % v/v. Las muestras se mantuvieron a 5°C antes 

de la inyección y la temperatura de separación fue de 40°C. El sistema se calibró usando un 

estándar externo de oligómeros de glucosa hidrolizados y marcados con 2-AB para crear una 

escala de dextrano, como se ha descrito anteriormente (Royle et al., 2008). Se ajustó una curva 

de distribución polinomial de quinto orden a la escala de dextrano para asignar valores de 

unidad de glucosa (GU) a partir de los tiempos de retención (usando el software Empower de 

Waters). 

Todos los cromatogramas se separaron de la misma manera en 46 picos (glycan peaks, GPs) 

según Saldova et al. (2014); la cantidad de glicano en cada pico se expresó como % del área total 

integrada. Las estructuras de glicanos se denotaron utilizando la nomenclatura SNFG (Symbol 

Nomenclature for Glycans) y el software DrawGlycan-SNFG (Cheng et al., 2016; Neelamegham 

et al., 2019) con la ayuda de GlycoStore.org (Zhao et al., 2018). En la Figura 5 se representa un 

ejemplo de cromatograma, con N-glicanos destacables por su abundancia.  

 

 

Figura 5. Ejemplo de cromatograma en el que se representan ejemplos de la estructura 

de N-glicano más importante en tres de los picos más abundantes. En general, la 

complejidad de los N-glicanos aumenta de izquierda a derecha en el cromatograma y, por 

ende, con la numeración del correspondiente GP. Elaboración de los autores. 
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Tabla 2. Estructuras principales de cada uno de los 46 glycan peaks (GP) en el cromatograma. 
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En la Tabla 2 previa se describen y representan las estructuras principales de cada uno de los 46 

GPs en el cromatograma (elaboración de los autores, previamente publicada en O’Flaherty et 

al., 2022, en abierto bajo licencia Creative Commons). 

Además, se definieron grupos de GPs por sus características comunes, del modo expresado en 

la siguiente Tabla 3 (Saldova et al., 2014). Los N-glicanos así clasificados por esos rasgos no son 

excluyentes. Para cada N-glicano se aplica un rasgo de sialilación, galactosilación, ramificación y 

fucosilación. Así, por ejemplo, el N-glicano predominante en el GP3 es monoantenario, 

monogalactosilado, asialilado y no fucosilado (Tablas 2 y 3). En general, los N-glicanos más 

sencillos (con menos ramificaciones, menor galactosilación y sialilación) están a la izquierda del 

cromatograma (son los GP con los nómenos más bajos), y, viceversa, los más complejos están 

situados a la derecha del cromatograma (en los números más altos) (Tablas 2 y 3; Figuras 6, 7 y 

8). 

Tabla 3. Agrupaciones de los 46 N-glicanos basadas en sus características bioquímicas comunes 

Bioquímica Rasgo Código Picos de N-glicano (glycan peaks, GP) 

Sialilación Asialilados (neutros) S0 GP1−15 

Monosialilados S1 GP16−23 + GP30 

Disialilados S2 GP24−29 + GP31 

Trisialilados S3 GP32−40 

Tetrasialilados S4 GP41−46 

Galactosilación Agalactosilados G0 GP1−2 + GP4−5 + [GP6/2] + [GP12/2] 

Monogalactosilados G1 GP3+GP7−10 + [GP12/2] + GP16−18 + [GP21/2] 

Digalactosilados G2 GP13−15 + GP19 + GP20 + [GP21/2] + GP22−28 

Trigalactosilados G3 GP29 + GP31−37 

Tetragalactosilados G4 GP30 + GP38−46 

Ramificación Monoantenarios A1 GP1−3 + [GP12/2] + [GP21/2] 

Biantenarios A2 GP4−5 + [GP6/2] +GP7−10 + [GP12/2] + 
GP13−20 + [GP21/2] + GP22−28 

Triantenarios A3 GP29 + GP31−37 

Tetraantenarios A4 GP30 + GP38−46 

Fucosilación Central (core) CF GP2 +GP5 + [GP6/2] + GP8−10 + GP14−15 
+GP17−18 +GP22−23 +  GP27−28 + GP36 + 
[GP44/2] 

Periférica (outer) OF GP37 + GP40 + [GP41/3] + GP45 + [GP46/3]) 

Oligomanosa Oligomanosa OM [GP6/2] + GP11 
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Figura 6. Localización en el cromatograma de los N-glicanos clasificados como 

oligomanosa (también denominados en la literatura como high-mannose). Son N-glicanos 

sencillos, sitiados a la izquierda del cromatograma. Sólo tienen residuos de manosa 

unidos al esqueleto (backbone) común de todos los N-glicanos, representado en la Figura 

1, sin ramificaciones de N-acetilglucosamina. Elaboración de los autores. 

 

 

Figura 7. Localización en el cromatograma de los N-glicanos clasificados como core-

fucosilados (también denominados como inner-fucose). La fucosilación está en la parte 

central, en la primera molécula de N-acetilglucosamina unida a la proteína. Los N-glicanos 

core-fucosilados están dispersos en el cromatograma, pero la mayoría están a la izquierda 

del mismo (N-glicanos sencillos, poco ramificados). Elaboración de los autores. 
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Figura 8. Localización en el cromatograma de los N-glicanos clasificados con fucosilación 

periférica (en las antenas; también denominados como outer-arm-fucose o antennary 

fucose). La fucosilación está en la parte más externa de la molécula. Los N-glicanos 

fucosilados están a la derecha del cromatograma (N-glicanos complejos, ramificados y 

sislilados). Elaboración de los autores. 

 

3.4. Análisis estadísticos 

3.4.1. Aspectos generales: el problema de los datos composicionales 

Dado que los 46 picos (GPs) del N-glicoma así obtenido suman 100% (o ‘1’, Figura 9) el cambio 

de un pico influye necesariamente en los valores de los demás. Los datos con esta inherente 

dependencia se denominan datos constreñidos o composicionales. Por ello, los datos fueron 

estudiados mediante técnicas de Compositional Data Analysis (CODA). Los CODA se basan en la 

transformación de estos datos en un conjunto de log-ratios isométricas (isometric log-ratios, ilr). 

Los datos así transformados pueden tomar cualquier valor en la línea real y, por lo tanto, se les 

pueden aplicar técnicas estadísticas estándar, lo cual sería incorrecto con los datos crudos.  

3.4.2. Aspectos específicos: Estudio 1 (objetivos 1-3) 

La correlación entre los N-glicanos se estimó mediante el test de Spearman utilizando los datos 

ilr-transformados (Kynclova et al., 2017). Las diferencias entre hombres y mujeres se testaron 

de modo global mediante la aplicación de un test de dos muestras para datos composicionales 

de alta dimensionalidad (Cao et al., 2018). A continuación, para completar el resultado de este 
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test multivariante, se aplicó el test de Mann-Whitney con los valores ilr-transformados para 

explorar las diferencias entre hombres y mujeres en los picos individuales. De modo adicional, 

se aplicaron modelos aditivos generalizados (Generalized Additive Models, GAM) para estudiar 

el efecto de la edad, estratificado por sexo, sobre los valores medios de N-glicanos. 

 

Figura 9. Distribución de los datos de los cromatogramas del N-glicoma sérico a afectos 

estadísticos: el problema de los datos composicionales o constreñidos. Elaboración por 

los autores 

 

En cuanto a las agrupaciones de glicanos por sus características (véase tabla-esquema de la 

página anterior), la galactosilación (con valores G0, G1, G2, G3, o G4), la sialilación (con valores 

S0, S1, S2, S3, o S4), y la ramificación (con valores A1, A2, A3, o A4), fueron tratados como grupos 

independientes de datos composicionales y se aplicaron en ellos las técnicas CODA como en el 

análisis de glicanos individuales. Las agrupaciones de fucosilación y oligomanosa no se trataron 

de datos composicionales (su suma no es 100%) y fueron tratados como variables aleatorias con 

dominio restringido (0,1). Su comparación se realizó con los mismos tests no paramétricos que 

en el caso anterior y un modelo GAM para una respuesta de distribución beta. 

Se hizo un análisis robusto de componentes principales (robust principal component analysis, 

PCA) (Filzmoser et al., 2009) para explorar la interdependencia entre los GPs y para expresar su 

información de una manera más manejable. Se utilizaron aportes de PCA para entender la 

correlación entre cada GP y la dimensión correspondiente. Además, se definieron grupos o 
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patrones (clusters) de sujetos, basados en perfiles de N-glicanos mediante puntuaciones de PCA, 

aplicando un algoritmo (k-means clustering algorithm) a los datos ilr-transformados. El número 

óptimo de clusters se definió gráficamente, basándose en la suma (within sum) de cuadrados 

(método del acodamiento, elbow method) (Charrad et al., 2014). Los grupos así definidos fueron 

comparados en sus características demográficas y clínicas mediante pruebas no paramétricas 

(test de Mann-Whitney o de Kruskal-Wallis para variables continuas y test Chi-cuadrado para 

variables categóricas). La probabilidad de pertenecer a los grupos (clusters) definidos a partir del 

N-glicoma sérico se estudió mediante una regresión logística multivariante donde la edad, sexo, 

marcadores de glicación, marcadores de inflamación y comorbilidades fueron consideradas 

como variables predictoras.                                           

Todos los valores de P fueron corregidos mediante el método de Benjamini (Benjamini y 

Hochberg, 1995) para reducir la tasa de falsos hallazgos significativos en múltiples 

comparaciones (false discovery rate).  

Los análisis estadísticos fueron realizados en R (R core team, 2021), usando los recursos 

(packages) compositional (Tsagris y Athineou, 2022), compositions (van den Boogaart et al., 

2022), robCompositions (Filzmoser et al., 2018), mvoutlier (Filzmoser y Gschwandtner, 2021), 

and mgcv (Wood, 2017). Las representaciones gráficas se realizaron con el paquete ggplot2 

(Wickham, 2016). 

3.4.3. Aspectos específicos: Estudio 2 (objetivo 4) 

Son de aplicación los aspectos generales sobre los datos composicionales y sobre el análisis de 

componentes principales mencionados en el apartado anterior. Específicamente, se aplicaron 

las transformaciones en isometric log-ratios (ilr) antes de realizar el análisis de componentes 

principales o los modelos de regresión que se mencionan más adelante. 

Para investigar los GPs que estuvieron más fuertemente asociados con la prevalencia de 

enfermedad cardiovascular arterial ante datos composicionales, se utilizó el paquete estadístico 

selbal de R (Rivera-Pinto et al., 2018). Este método fue desarrollado para el análisis de 

microbiota intestinal, en la cual que obtienen datos de proporciones de microorganismos cuya 

suma es 100 (datos composicionales), y fue aplicado por nuestro grupo en publicaciones previas 

(O’Flaherty et al., 2022). El método realiza múltiples regresiones un número de veces, añadiendo 

cada vez un nuevo GP al modelo. A diferencia de la regresión lineal, no se añaden las variables 

crudas a una ecuación lineal en espacio real, sino que se añaden como parte de lo que se llama 

un “balance” entre diferentes GPs, es decir, como parte de un tipo particular de log-contrast. A 
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continuación, se realiza una regresión de Lasso con estos balances para buscar las variables más 

informativas que predigan la prevalencia de enfermedad cardiovascular arterial. Las 

interacciones no lineales entre los GPs y su asociación con la prevalencia de enfermedad 

cardiovascular se estimaron mediante thin plate splines bivariados (Wood, 2017). Este método 

puede ofrecer mayor flexibilidad que los balances mencionados, pero no puede emplearse para 

balances que incluyan más de dos GPs. La asociación entre GPs y la prevalencia en enfermedad 

cardiovascular se expresó como odds ratios con su correspondiente intervalo de confianza al 

95%. 

Para valorar la capacidad predictiva de los GPs o sus balances se calculó el área bajo la curva 

(AUC) de receiver operating characteristics (ROC). Las curvas ROC y su AUC, con sus intervalos 

de confianza al 95%, se calcularon con el paquete estadístico pROC de R. El resto de análisis 

estadísticos de este apartado se realizaron también en R (R core team, 2021), mediante los 

recursos (packages) compositional (Tsagris and Athineou, 2022), compositions (van den 

Boogaart et al., 2022), robCompositions (Filzmoser et al., 2018), y mgcv (Wood, 2017). 
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4.1. Correlación entre los diferentes N-glicanos 

La correlación entre los 46 GPs del cromatograma en la muestra estudiada se representa en la 

Figura 10. Visualmente se observa cómo la abundancia de los GPs tendió a asociarse 

directamente con la de los GPs más próximos entre sí en el cromatograma. 

 

 

Figura 10. Matriz de correlaciones de la abundancia de los 46 GPs (en porcentaje). Los 

coeficientes de correlación han sido calculados con el test de rangos de Spearman, tras la 

transformación de los datos en coordenadas ilr (isometric log-ratios).  
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La correlación entre los N-glicanos, agrupados por sus datos morfológicos comunes (sialilación, 

galactosilación, ramificación, fucosilación, oligomanosa) se representa en forma de matriz en la 

Figura 11. 

La ramificación escasa se asoció con baja sialilación, baja galactosilación y core-fucosilación. 

Viceversa, la elevada ramificación se asoció con alta galactosilación, sialilación y fucosilación 

externa, propia de estructuras complejas, en consonancia con la estructura general de los N-

glicanos, representada en la Figura 1. De modo similar, las formas oligomanosa estuvieron 

asociadas con las formas de N-glicano más sencillas (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Matriz de correlaciones entre las diferentes agrupaciones de N-glicanos. Los coeficientes 

de correlación han sido calculados con el test de rangos de Spearman, tras la transformación de los 

datos en coordenadas ilr (isometric log-ratios), apropiadas para poder utilizar datos 

composicionales. G, galactosilación (G0 a-, G1 mono-, G2 di-, G3 tri-, G4 tetra-galactosilados); S, 

sialilación (S0 a-, S1 mono-, S2 di-, S3 tri-, S4 tetra-sialilados); A, antenas (ramificación: A1 mono-, 

A2 di-, A3 tri-, A4 tetra-antenados); F, fucosilación; CF, core-fucosilación; OM, oligomanosa. 
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Tabla 4. Picos de glicanos (glycan peaks, GP) en hombres y mujeres 

Pico de 

glicano 

(%) 

Muestra total 

(n=1516) 
Mujeres        

(n=838) 
Hombres      

(n=678) 
p-valor 

GP1 0.12 [0.08, 0.17] 0.11 [0.08, 0.16] 0.12 [0.09, 0.17] 0.017 

GP2 0.04 [0.03, 0.06] 0.04 [0.03, 0.06] 0.04 [0.03, 0.06] <0.001 

GP3 0.08 [0.05, 0.13] 0.08 [0.05, 0.13] 0.08 [0.05, 0.13] 0.503 

GP4 0.07 [0.05, 0.10] 0.07 [0.05, 0.10] 0.07 [0.05, 0.10] 0.503 

GP5 2.30 [1.63, 3.36] 2.24 [1.58, 3.36] 2.39 [1.72, 3.33] 0.029 

GP6 1.03 [0.82, 1.41] 1.03 [0.82, 1.40] 1.02 [0.81, 1.42] 0.619 

GP7 0.10 [0.07, 0.13] 0.10 [0.07, 0.13] 0.09 [0.07, 0.13] 0.052 

GP8 1.91 [1.53, 2.51] 1.91 [1.55, 2.50] 1.92 [1.49, 2.53] 0.946 

GP9 1.05 [0.82, 1.37] 1.05 [0.82, 1.35] 1.04 [0.81, 1.39] 0.909 

GP10 0.67 [0.54, 0.87] 0.68 [0.55, 0.86] 0.66 [0.52, 0.89] 0.078 

GP11 0.58 [0.48, 0.71] 0.58 [0.48, 0.71] 0.58 [0.47, 0.71] 0.574 

GP12 0.32 [0.24, 0.41] 0.32 [0.24, 0.42] 0.31 [0.24, 0.41] 0.091 

GP13 0.08 [0.06, 0.10] 0.08 [0.06, 0.10] 0.08 [0.06, 0.10] 0.646 

GP14 2.74 [2.23, 3.41] 2.78 [2.25, 3.48] 2.68 [2.21, 3.29] 0.037 

GP15 0.50 [0.40, 0.63] 0.51 [0.41, 0.64] 0.49 [0.40, 0.61] 0.017 

GP16 1.03 [0.90, 1.19] 1.05 [0.91, 1.21] 1.01 [0.88, 1.16] 0.002 

GP17 1.05 [0.88, 1.21] 1.04 [0.88, 1.20] 1.07 [0.88, 1.23] 0.104 

GP18 0.18 [0.14, 0.22] 0.18 [0.14, 0.22] 0.18 [0.13, 0.21] 0.054 

GP19 7.52 [6.91, 8.15] 7.56 [6.93, 8.17] 7.46 [6.88, 8.13] 0.664 

GP20 0.65 [0.58, 0.71] 0.65 [0.58, 0.71] 0.65 [0.58, 0.71] 0.579 

GP21 1.29 [1.12, 1.46] 1.27 [1.10, 1.43] 1.30 [1.13, 1.49] 0.024 

GP22 5.97 [5.24, 6.96] 5.97 [5.20, 7.17] 5.97 [5.26, 6.83] 0.336 

GP23 2.75 [2.27, 3.45] 2.85 [2.34, 3.57] 2.66 [2.18, 3.31] <0.001 

GP24 4.48 [3.99, 4.97] 4.50 [4.03, 5.00] 4.42 [3.95, 4.93] 0.066 

GP25 31.52 [29.24, 33.59] 31.31 [29.20, 33.23] 31.76 [29.27, 33.83] 0.244 

GP26 1.41 [1.23, 1.60] 1.42 [1.23, 1.59] 1.40 [1.24, 1.60] 0.946 

GP27 5.40 [4.65, 6.15] 5.29 [4.61, 5.96] 5.53 [4.74, 6.35] 0.001 

GP28 3.16 [2.67, 3.77] 3.12 [2.66, 3.67] 3.20 [2.71, 3.87] 0.037 

GP29 1.81 [1.54, 2.07] 1.88 [1.63, 2.10] 1.71 [1.45, 1.99] <0.001 

GP30 0.30 [0.24, 0.36] 0.31 [0.25, 0.37] 0.28 [0.23, 0.35] <0.001 

GP31 1.06 [0.89, 1.23] 1.11 [0.94, 1.27] 0.98 [0.84, 1.16] <0.001 

GP32 0.62 [0.51, 0.74] 0.59 [0.48, 0.70] 0.66 [0.55, 0.78] <0.001 

GP33 0.96 [0.81, 1.12] 0.98 [0.85, 1.15] 0.91 [0.76, 1.08] <0.001 

GP34 6.11 [5.02, 7.29] 6.54 [5.45, 7.58] 5.49 [4.45, 6.65] <0.001 

GP35 0.44 [0.36, 0.54] 0.42 [0.35, 0.52] 0.47 [0.38, 0.56] <0.001 

GP36 0.57 [0.46, 0.72] 0.63 [0.51, 0.78] 0.51 [0.41, 0.62] <0.001 

GP37 1.76 [1.44, 2.15] 1.81 [1.49, 2.19] 1.69 [1.39, 2.05] <0.001 

GP38 3.24 [2.32, 4.21] 2.73 [1.97, 3.72] 3.79 [2.94, 4.79] <0.001 

GP39 0.45 [0.38, 0.54] 0.46 [0.39, 0.55] 0.45 [0.38, 0.52] 0.054 

GP40 0.41 [0.32, 0.53] 0.39 [0.30, 0.50] 0.44 [0.34, 0.57] <0.001 

GP41 0.45 [0.38, 0.53] 0.46 [0.38, 0.54] 0.45 [0.38, 0.52] 0.263 

GP42 0.28 [0.22, 0.36] 0.30 [0.24, 0.38] 0.27 [0.21, 0.34] <0.001 

GP43 0.42 [0.35, 0.49] 0.43 [0.37, 0.51] 0.40 [0.34, 0.47] <0.001 

GP44 0.22 [0.18, 0.27] 0.22 [0.17, 0.27] 0.23 [0.18, 0.28] 0.034 

GP45 0.25 [0.19, 0.32] 0.23 [0.17, 0.29] 0.28 [0.22, 0.34] <0.001 

GP46 0.16 [0.12, 0.22] 0.15 [0.11, 0.20] 0.18 [0.13, 0.24] <0.001 
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Pie de la tabla en la página anterior (Tabla 4): Los datos son medianas e intervalos intercuartil (entre corchetes). Se 

representan los datos crudos (en porcentaje de abundancia), aunque para las comparaciones estadísticas fueron transformados en 
isometric log-ratios (ilr). Los valores de P se obtuvieron con el test de Mann-Whitney con la corrección de Benjamini. Los GPs 
destacados en verde reflejan una significativa mayor abundancia en hombres. Los GPs destacados en rojo-anaranjado reflejan una 
significativa mayor abundancia en mujeres. 

4.2. Comparación del N-glicoma entre hombres y mujeres  

El test multivariante composicional de equivalencia mostró que, en conjunto, los hombres y las 

mujeres no tienen el mismo perfil de N-glicanos (estadístico Mn =195.1, P<0.001). La 

comparación de los 46 picos de N-glicanos individuales (GPs) entre hombres y mujeres, una vez 

trasformados los datos en coordenadas ilr, mostró diferencias significativas entre hombres y 

mujeres (Tabla 4). La mayor parte de las diferencias, en un sentido o en el otro, se observaron 

en los N-glicanos de alta complejidad (a la derecha del cromatograma, Tabla 4). 

La comparación de las agrupaciones de GPs por su morfología (galactosilación, sialilación, 

ramificación, fucosilación, oligomanosa) entre hombres y mujeres se presenta en la Tabla 5.  

Tabla 5. Agrupaciones-tipo de N-glicanos en hombres y mujeres. 

Tipo de 
glicano 
(%) 

Muestra total 
(n=1516) 

Mujeres          
(n=838) 

Hombres        
(n=678) 

P-valor 

G0 3.19 [2.40, 4.53] 3.14 [2.37, 4.50] 3.25 [2.47, 4.55] 0.262 

G1 6.95 [6.05, 8.26] 6.97 [6.12, 8.10] 6.95 [6.01, 8.39] 0.088 

G2 67.98 [65.43, 69.98] 67.79 [65.20, 69.91] 68.22 [65.75, 70.05] 0.112 

G3 13.48 [11.54, 15.41] 14.14 [12.36, 15.89] 12.58 [10.70, 14.47] <0.001 

G4 6.22 [5.09, 7.58] 5.84 [4.72, 6.95] 6.78 [5.68, 8.17] <0.001 

A1 1.08 [0.95, 1.22] 1.07 [0.95, 1.21] 1.09 [0.96, 1.24] 0.878 

A2 77.76 [75.70, 79.82] 77.59 [75.59, 79.58] 78.02 [75.87, 79.94] 0.033 

A3 13.48 [11.54, 15.41] 14.14 [12.36, 15.89] 12.58 [10.70, 14.47] <0.001 

A4 6.22 [5.09, 7.58] 5.84 [4.72, 6.95] 6.78 [5.68, 8.17] <0.001 

S0 11.83 [9.82, 14.69] 11.86 [9.95, 14.58] 11.64 [9.64, 14.89] 0.461 

S1 21.15 [19.48, 22.85] 21.25 [19.62, 23.02] 20.99 [19.27, 22.55] 0.134 

S2 49.50 [47.16, 51.29] 49.28 [47.09, 51.02] 49.81 [47.49, 51.79] 0.024 

S3 14.87 [13.06, 16.59] 14.94 [13.29, 16.65] 14.75 [12.87, 16.49] 0.461 

S4 1.82 [1.50, 2.13] 1.82 [1.49, 2.13] 1.82 [1.54, 2.14] 0.461 

CF 30.44 [27.23, 33.93] 30.40 [27.27, 33.77] 30.47 [27.08, 34.19] 1.000 

OF 2.67 [2.28, 3.12] 2.67 [2.28, 3.14] 2.66 [2.28, 3.11] 1.000 

OM 1.10 [0.91, 1.40] 1.09 [0.92, 1.40] 1.10 [0.91, 1.40] 1.000 

Los datos son medianas e intervalos intercuartil (entre corchetes). G, galactosilación (G0 a-, G1 mono, G2 di-, G3 tri-, 
G4 tetra-galactosilados). A, antenas (ramificación: A1 mono-, A2 di-, A3 tri-, A4 tetra-antenados). S, sialilación (S0 a-, 
S1 mono-, S2 di-, S3 tri-, S4 tetra-sialilados). F, fucosilación (CF, core-fucosilación; OF [outer arm], fucosilación externa). 
OM, oligomanosa. Se representan los datos crudos (en porcentaje de abundancia), aunque para las comparaciones 
estadísticas fueron transformados en isometric log-ratios (ilr). Las agrupaciones de fucosilación y oligomanosa fueron 
tratados como variables aleatorias con dominio restringido (0,1). Los valores de P se obtuvieron con el test de Mann-
Whitney con la corrección de Benjamini. Los GPs destacados en verde reflejan una significativa mayor abundancia en 
hombres. Los GPs destacados en rojo-anaranjado reflejan una significativa mayor abundancia en mujeres. 
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En cuanto a la galactosilación, hubo diferencias entre hombres y mujeres en la tasa de N-glicanos 

trigalactosilados (G3, mayor en mujeres) y tetragalactosilados (G4, mayor en hombres) (Tabla 

5). De modo similar en la ramificación, las mujeres mostraron una mayor proporción de N-

glicanos triantenados (A3), mientras que los hombres mostraron mayor proporción de N-

glicanos bi-y tetraantenados (A2 y A4; Tabla 5). En cuanto a la sialilación, la tasa de N-glicanos 

disialilados (S2) fue mayor en hombres que en mujeres, sin observarse diferencias significativas 

en el resto de perfiles (Tabla 5). No se observaron diferencias significativas entre hombres y 

mujeres en la proporción de las diferentes formas de fucosilación o de oligomanosa (Tabla 5). 

4.3. Efecto de la edad en el N-glicoma en hombres y mujeres 

La evolución de los 46 picos de N-glicanos individuales (GPs) con la edad en hombres y en 

mujeres se representa en la Figura 12 y en la Figura 13. La evolución y las diferencias entre sexos 

en el tiempo en los 46 GPs puede resumirse como sigue, en seis patrones o grupos: 

Grupo 1: GPs de inicio más bajos en mujeres pero que aumentan su abundancia con el paso de 

los años a más ritmo en este sexo, de modo que en edades avanzadas o bien se igualan a los 

hombres o acaban teniendo mayores concentraciones que éstos. Son los GP1, GP2, GP3, GP5, 

GP32, GP40, GP41, GP44, GP45 y GP46.  

Grupo 2: GPs que comienzan con mayor abundancia en mujeres, pero que con el paso de los 

años los hombres acaban teniendo igual o mayor abundancia que las mujeres. Puede ser porque 

aumentan más rápido en los hombres con el paso de los años, o bien porque disminuyan más 

rápido en las mujeres con los años. En algunos casos, aumentan en los hombres con el paso de 

los años (GP7, GP10, GP15, GP16 y GP23) y los que bajan (GP14, GP22 y GP24). 

Grupo 3: GPs que son similares en ambos sexos en edades jóvenes, pero que aumentan más en 

mujeres con el paso de los años (GP39 y GP43). 

Grupo 4: GPs que son más abundantes en uno de los sexos, independientemente de la edad. 

Son los GP29, GP30, GP31, GP33, GP34, GP36 y GP42 (mayores en mujeres), y GP35 y GP38 

(mayores en hombres). 

Grupo 5: GPs cuya abundancia aumenta o desciende con el paso de los años, pero sin claras 

diferencias entre hombres y mujeres. Son los GP6, GP11, GP26, GP28 y GP37 (aumentan con los 

años) y los GP8, GP9, GP18 y GP13 (descienden con los años). 

Grupo 6: GPs cuyo perfil no encaja en ninguno de los grupos anteriores (GP4, GP12, GP17, GP19, 

GP20, GP21, GP25 y GP27).  
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Figura 12. Abundancia de los picos de glicanos (GP) en relación a la edad y sexo. Para cada GP se 

representa la abundancia relativa media en hombres y mujeres tras la transformación de los datos 

en ilr (isometric log-ratios), con su intervalo de confianza al 95%. Las curvas se obtuvieron mediante 

modelos de regresión aditiva generalizada con un predictor factor por curva, estimando un efecto 

suave de la edad (mediante funciones spline) para hombres y mujeres. Los ajustes se obtuvieron en 

la escala ilr y los resultados fueron expresados en la escala real tras aplicar su función inversa.  
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Figura 13. Abundancia de 46 picos de glicanos (GP) en relación a edad y sexo. Para cada GP se 

representa la diferencia entre hombres y mujeres tras la transformación de los datos en ilr 

(isometric log-ratios), con su intervalo de confianza al 95%. Los segmentos sombreados en rosa 

corresponden a las edades con diferencia significativa entre hombres y mujeres. Las curvas se 

obtuvieron mediante modelos de regresión aditiva generalizada con un predictor factor por curva, 

estimando un efecto suave de la edad (mediante funciones spline) para hombres y mujeres. Los 

ajustes se obtuvieron en la escala ilr y los resultados fueron expresados en la escala real tras aplicar 

su función inversa. 
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Tabla 6. Agrupaciones-tipo de N-glicanos en hombres y mujeres, estratificados en grupos de edad 

Los datos son medianas e intervalos intercuartil (entre corchetes). G, galactosilación (G0 a-, G1 mono-, G2 di-, G3 tri-, G4 tetra-

galactosilados). S, sialilación (S0 a-, S1 mono-, S2 di-, S3 tri-, S4 tetra-sialilados). A, antenas (ramificación: A1mono-, A2 di-, A3 

tri-, A4 tetra-antenados). F, fucosilación (CF, core; OF [outer], externa). OM, oligomanosa. Se representan los datos crudos (en 

porcentaje de abundancia), aunque para las comparaciones estadísticas fueron transformados en isometric log-ratios (ilr). Las 

agrupaciones de fucosilación y oligomanosa no se trataron de datos composicionales y fueron tratados como variables aleatorias 

con dominio restringido (0,1). Los valores de P se han obtenido con el test de Kruskal-Wallis con la corrección de Benjamini. 

En lo concerniente a las agrupaciones de N-glicanos por su morfología común, destaca: 

En lo que respecta a la galactosilación, la abundancia de formas agalactosiladas (G0) aumentó 

claramente con la edad, en ambos sexos (Tabla 6). En las edades más jóvenes fueron ligeramente 

Grupo (%) 18-40 años 41-60 años 61-90 años p-valor 

G0 Mujeres 2.45 [1.88,3.25] 2.99 [2.34,4.17] 3.98 [3.04,5.47] <0.001 

Hombres 2.90 [2.22,4.08] 3.06 [2.41,4.15] 3.90 [2.95,5.30] <0.001 

G1 Mujeres 6.95 [6.05,7.84] 7.04 [6.22,8.10] 6.95 [6.05,8.29] <0.001 

Hombres 7.01 [6.09,8.54] 6.72 [5.80,8.27] 7.03 [6.10,8.35] <0.001 

G2 Mujeres 69.52 [67.24,71.24] 67.88 [65.34,70.05] 66.70 [64.19,68.49] <0.001 

Hombres 69.53 [66.98,70.98] 67.99 [65.60,69.64] 67.61 [65.52,69.36] <0.001 

G3 Mujeres 13.84 [12.15,15.76] 14.12 [12.46,15.75] 14.25 [12.41,16.13] <0.001 

Hombres 12.20 [10.39,13.88] 13.14 [11.19,14.99] 12.63 [10.83,14.48] 0.035 

G4 Mujeres 5.48 [4.42,6.57] 5.74 [4.71,6.96] 6.10 [5.04,7.27] 0.945 

Hombres 6.61 [5.71,7.80] 7.10 [5.79,8.39] 6.69 [5.60,8.02] 0.052 

A1 Mujeres 1.00 [0.89,1.14] 1.09 [0.96,1.24] 1.12 [0.99,1.30] 0.006 

Hombres 1.04 [0.93,1.17] 1.09 [0.97,1.23] 1.17 [1.03,1.35] <0.001 

A2 Mujeres 79.36[ 77.16,81.48] 78.45 [76.37,80.52] 78.13 [76.18,79.99] <0.001 

Hombres 79.76 [77.37,81.75] 78.38 [75.96,80.80] 79.03 [76.86,81.11] <0.001 

A3 Mujeres 13.97 [12.26,15.91] 14.25 [12.67,16.02] 14.45 [12.59,16.32] 0.240 

Hombres 12.34 [10.56,14.03] 13.23 [11.32,15.17] 12.83 [11.02,14.68] 0.308 

A4 Mujeres 5.56 [4.49,6.63] 5.82 [4.76,7.05] 6.17 [5.12,7.35] 0.093 

Hombres 6.68 [5.78,7.90] 7.16 [5.85,8.47] 6.76 [5.67,8.12] 0.180 

S0 Mujeres 11.66 [9.88,13.68] 11.75 [9.82,14.48] 12.10 [10.10,15.07] 0.760 

Hombres 11.86 [9.92,15.07] 11.17 [9.30,13.99] 12.08 [9.89,15.03] 0.074 

S1 Mujeres 22.28 [20.80,24.17] 21.25 [19.75,23.06] 20.40 [18.97,22.08] <0.001 

Hombres 21.42 [19.95,22.90] 20.60 [18.99,22.35] 20.66 [19.13,22.48] 0.011 

S2 Mujeres 49.00 [46.69,50.56] 49.17 [47.09,50.96] 49.65 [47.14,51.43] 0.196 

Hombres 49.53 [47.28,51.62] 50.00 [48.05,52.01] 49.58 [47.32,51.75] 0.323 

S3 Mujeres 14.55 [12.82,16.27] 15.02 [13.41,16.65] 15.21 [13.64,16.78] 0.433 

Hombres 14.27 [12.75,16.10] 15.20 [13.38,17.26] 14.69 [12.96,16.21] 0.001 

S4 Mujeres 1.73 [1.40,2.01] 1.84 [1.47,2.11] 1.91 [1.57,2.24] <0.001 

Hombres 1.78 [1.57,2.13] 1.85 [1.54,2.15] 1.81 [1.49,2.14] 0.786 

CF Mujeres 31.59 [28.82,34.93] 30.44 [27.90,33.55] 29.04 [26.07,33.13] <0.001 

Hombres 31.26 [27.85,35.13] 29.56 [26.71,33.87] 30.43 [27.05,33.58] 0.067 

OF Mujeres 2.33 [1.98,2.75] 2.69 [2.33,3.15] 2.85 [2.46,3.31] <0.001 

Hombres 2.48 [2.14,2.92] 2.77 [2.39,3.22] 2.72 [2.33,3.16] <0.001 

OM Mujeres 1.01 [0.84,1.20] 1.07 [0.90,1.34] 1.19 [1.01,1.52] <0.001 

Hombres 1.02 [0.83,1.31] 1.05 [0.88,1.31] 1.20 [1.00,1.53] <0.001 
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mayores en hombres que en mujeres, para igualarse posteriormente hasta edades avanzadas 

(Figura 6). Estas formas G0 son las minoritarias, sin embargo, en todos los segmentos de edad y 

sexo (Tabla 6). 

Las formas monogalactosiladas (G1) se comportaron de modo similar en hombres y en mujeres, 

permaneciendo estables o con un ligero aumento con la edad en ambos sexos (Tabla 6, Figura 

14).  

Las formas digalactosiladas (G2) siguieron un curso inverso a las G0, con un claro descenso con 

la edad en ambos sexos, siendo ligeramente mayores en mujeres que en hombres en las edades 

más jóvenes, para igualarse posteriormente y siendo ligeramente más abundantes en los 

hombres en edad avanzadas (Figura 14). Estas formas G2 son las mayoritarias en todos los 

segmentos de edad y sexo (Tabla 6). 

Las formas trigalactosiladas (G3) aumentaron ligeramente con la edad en ambos sexos (Tabla 

6), de forma paralela, pero siempre en mayor abundancia en mujeres que en hombres (Figura 

6) de ahí que, en conjunto, sean más abundantes en mujeres que en hombres (Tabla 5). 

Las formas tetragalactosiladas (G4), relativamente infrecuentes, tendieron a aumentar con el 

paso de los años en las mujeres, pero no en los hombres (Tabla 6, Figura 14). La abundancia en 

hombres se mantuvo estable a lo largo de los años, pero siempre a un nivel superior a la de las 

mujeres, salvo en edades avanzadas, en las que tienden a igualarse (Tabla 6, Figura 14), de ahí 

que, en conjunto, sean más abundantes en hombres que en mujeres (Tabla 5). 

 

Figura 14. Abundancia de N-glicanos según su galactosilación (G0 a-, G1 mono-, G2 di-, G3 tri-, G4 

tetra-galactosilados) en relación a la edad en los hombres y mujeres del estudio. Se representa la 

abundancia relativa media (en porcentaje), con su intervalo de confianza al 95%. Las curvas se 

obtuvieron mediante modelos de regresión aditiva generalizada con un predictor factor por curva, 

estimando un efecto suave de la edad (mediante funciones spline) para hombres y mujeres. Los 

ajustes se obtuvieron en la escala ilr y los resultados fueron expresados en la escala real tras aplicar 

su función inversa. 
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La ramificación fue bastante paralela a la glicosilación, como era esperable dada la estructura 

general de los N-glicanos. Las formas monoantenarias (A1) aumentaron progresivamente con la 

edad en hombres y en mujeres (Tabla 6), sin diferencias entre ambos (Figura 15). Estas formas 

A1 son las minoritarias, sin embargo, en todos los segmentos de edad y sexo (Tabla 6). 

Las formas biantenarias (A2), las más abundantes, tendieron a disminuir con el paso de los años, 

tanto en hombres como en mujeres, aunque en estas últimas de modo más lineal y progresivo, 

mientras que en los hombres tendieron a estabilizarse desde edades medias (Tabla 6, Figura 15), 

de ahí que, en conjunto, sean más abundantes en hombres que en mujeres (Tabla 5). 

Las formas triantenarias (A3) no se modificaron significativamente con la edad (Tabla 6), con 

una tendencia paralela al aumento en ambos sexos, pero siempre se mostraron en mayor 

abundancia en mujeres que en hombres (Figura 15) de ahí que, en conjunto, sean más 

abundantes en mujeres que en hombres (Tabla 5). 

Las formas tetraantenarias (A4), relativamente infrecuentes, tendieron a aumentar con el paso 

de los años en las mujeres, pero no en los hombres (Tabla 6, Figura 15). La abundancia en 

hombres se mantuvo estable a lo largo de los años, pero siempre a un nivel superior a la de las 

mujeres, salvo en edades avanzadas, en las que tendieron a igualarse (Tabla 6, Figura 15), de ahí 

que, en conjunto, sean más abundantes en hombres que en mujeres (Tabla 5). 

 

Figura 15. Abundancia de N-glicanos según su ramificación (A1 mono-, A2 di-, A3 tri-, A4 tetra-

antenados) en relación a la edad en los hombres y mujeres del estudio. Se representa la abundancia 

relativa media (en porcentaje), con su intervalo de confianza al 95%. Las curvas se obtuvieron 

mediante modelos de regresión aditiva generalizada con un predictor factor por curva, estimando 

un efecto suave de la edad (mediante funciones spline) para hombres y mujeres. Los ajustes se 

obtuvieron en la escala ilr y los resultados fueron expresados en la escala real tras aplicar su función 

inversa. 
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En lo que respecta a la sialilación, las formas asialiladas (S0) no se modificaron significativamente 

con el paso de los años, de modo similar en hombres y en mujeres (Tabla 6, Figura 16). 

Las formas monosialiladas (S1) tendieron a disminuir con el paso de los años, aunque el cambio 

fue más significativo en mujeres (Tabla 6, Figura 16). En conjunto, no hubo diferencias 

significativas entre hombres y mujeres, aunque tendieron a ser mayores en mujeres en las 

primeras décadas y mayores en varones en las edades más avanzadas de la edad adulta (Figura 

16). 

Las formas disialiladas (S2), las más abundantes, fueron ligeramente mayores en los hombres 

que en las mujeres en el conjunto de edades (Tabla 5). No se observaron cambios significativos 

a lo largo de los años (Tabla 6, Figura 16). 

En las formas trisialiladas (S3) se observó un incremento paralelo en hombres y en mujeres, que 

en éstas continuó hasta edad avanzadas, mientras que en los hombres se observó un descenso 

a partir de los 60 años, momento a partir del cual se observó un predominio en mujeres (Tabla 

6, Figura 16). 

Las formas tetrasialiladas (S4), las menos abundantes, tendieron a aumentar con el paso de los 

años en las mujeres y se mantuvieron estables en los hombres (Tabla 6, Figura 16). En conjunto, 

no hubo diferencias significativas entre hombres y mujeres, aunque tendieron a ser mayores en 

hombres en las primeras décadas y mayores en mujeres en las edades más avanzadas de la edad 

adulta (Figura 16). 

 

Figura 16. Abundancia de N-glicanos según su sialilación (S0 a-, S1 mono-, S2 di-, S3 tri-, S4 tetra-

sialilados), en relación a la edad en los hombres y mujeres del estudio. Se representa la abundancia 

relativa media (en porcentaje), con su intervalo de confianza al 95%. Las curvas se obtuvieron 

mediante modelos de regresión aditiva generalizada con un predictor factor por curva, estimando 

un efecto suave de la edad (mediante funciones spline) para hombres y mujeres. Los ajustes se 

obtuvieron en la escala ilr y los resultados fueron expresados en la escala real tras aplicar su función 

inversa. 
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En lo que respecta a la fucosilación, la forma central (core-fucosilación, la más abundante), 

disminuyó linealmente con la edad en ambos sexos, especialmente en las mujeres, sin 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos (Tabla 3, Figura 9). La fucosilación 

periférica (outer-arm) se incrementó también de forma paralela en ambos sexos hasta edades 

intermedias en adultos, para después estabilizarse hasta edades avanzadas (Tabla 3, Figura 9).  

Por último, las formas oligomanosa (también conocidas como high-mannose, de abundancia 

escasa, en conjunto) aumentaron de forma lineal en ambos sexos, de forma muy paralela entre 

ambos, sin diferencias significativas entre sexos (Tabla 3, Figura 9). 

 

Figura 17. Abundancia de N-glicanos según su fucosilación (core-fucosa [CF] y fucosilación periférica 

[outer-arm, OF]) y según estructura de oligomanosa (high mannose, OM) en los hombres y mujeres 

del estudio. Para cada asociación se representa la abundancia relativa (en porcentaje) a lo largo de 

los años de edad en varones y en mujeres, con su intervalo de confianza al 95%. Las curvas se 

obtuvieron mediante regresión aditiva generalizada con un predictor factor por curva, estimando 

un efecto suave de la edad (mediante funciones spline) para hombres y mujeres. La respuesta de la 

regresión se modelizó como una variable de distribución beta (acotada entre 0 y 1). 

 

En conjunto, los cambios en estas agrupaciones de N-glicanos por sus características comunes y 

las diferencias entre sexos en el tiempo pueden resumirse como sigue, en patrones o grupos: 

Patrón de aumento con la edad en hombres y mujeres: ocurre con los N-glicanos sencillos como 

los agalactosilados (G0), mono-antenarios (A1), no-sialilados (S0, aunque no estadísticamente 

significativo en este caso), y oligomanosa (OM). También aumentan significativamente los N-

glicanos con fucosilación periférica (outer-arm, OF), aunque éstos se estabilizan a partir de los 

50 años. 
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Patrón de descenso con la edad en hombres y mujeres: ocurre con los N-glicanos 

digalactosilados (G2), biantenarios (A2, aunque se estabiliza en hombres desde edades medias), 

monosialilados (S1, aunque más significativo en mujeres) y core-fucosilados (CF). 

Patrón de aumento con la edad en mujeres, mientras que en los hombres la abundancia 

permanece estable a un nivel superior, que tiende a igualarse con las mujeres en edades 

avanzadas: ocurre con los tetragalactosilados (G4) y tetra-antenarios (A4). 

Patrón de aumento en ambos sexos con la edad, aunque siempre a un mayor nivel de 

abundancia en mujeres: ocurre con los trigalactosilados (G3) y triantenarios (A3, en este caso 

sin aumento significativo con la edad). 

Patrón que incluye un cambio diferente entre los hombres y mujeres a partir de edades medias 

(posiblemente coincidente con la menopausia en la mujer): ocurre con trisialilados (S3, descenso 

en los hombres, ascenso continuo en las mujeres), y biantenarios (A2, estabilización a esa edad 

en los hombres, continuo descenso en las mujeres). 

Por último, hay tipos de N-glicanos en los que hay diferencias entre hombres y mujeres hasta 

edades medias: incluye los G0 y S4 (mayores en hombres), y los G2 y S1 (mayores en mujeres). 

4.4. Análisis de componentes principales y definición de clusters 

En el análisis de componentes principales (PCA), la variabilidad de los N-glicanos (GPs) se 

describió adecuadamente mediante tres componentes (dimensiones) que contienen más del 

60% de la varianza de las variables originales. Las dimensiones 1 y 2 explican por si mismas más 

del 50% de esa varianza. El gráfico correspondiente se representa en la Figura 18. 

La contribución de las variables (GPs) a las dos primeras dimensiones del PCA se representa, en 

porcentaje, en la Figura 19. El biplot correspondiente se representa en la Figura 20. La primera 

dimensión de la PCA contiene, fundamentalmente, información sobre N-glicanos sencillos (en 

su gran mayoría, mono- o biantenarios, no sialilados y agalactosilados o monogalactosilados).  

Estos N-glicanos, que representan la mayor contribución a esta dimensión, son los 11 primeros 

GPs del espectro cromatográfico (GP1 al 11, Figuras 19 y 20). Una alta proporción de esos 11 

primeros GPs está asociada con un bajo valor en esta dimensión. Por otro lado, otros N-glicanos 

más complejos (GP 38, GP 40, GP 44 al 46, los últimos del espectro cromatográfico) se asociaron 

un alto valor en esta dimensión (Figura 20). Así pues, esta dimensión contiene información de 

los N-glicanos más simples y los más complejos. Específicamente, los valores altos en esta 
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dimensión corresponden a los sujetos con una alta proporción de N-glicanos complejos y los 

valores bajos corresponden a los sujetos con una alta proporción de N-glicanos simples. 

 

Figura 18. Gráfico de sedimentación del análisis de componentes principales. Las dimensiones 1, 2 

y 3 explican más del 60% de la varianza de las variables originales. Las dimensiones 1 y 2 explican 

por si solas más del 50%. 

 

 

Figura 19. Contribución de las variables (GPs) a las dimensiones 1 y 2. La mayor contribución a la 

primera dimensión la aportan N-glicanos simples (GP1 al GP10; mono- o biantenarios, no sialilados 

y agalactosilados o monogalactosilados). 
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La interpretación de las restantes dimensiones es más compleja. Por ejemplo, la dimensión 2 

contiene información de los últimos GPS del espectro cromatográfico, más complejos, pero 

también información de GP2, GP3, GP13, GP14, GP15 y GP 18 (Figuras 19 y 20). 

 

Figura 20. Biplot del análisis de componentes principales que representa las dos dimensiones (Dim) 

principales (1 y 2), con la representación de los vectores de cada uno de los picos de glicanos (GP). 

Para la definición de grupos (clusters) y su análisis se estableció un algoritmo basado en Kmedias 

(Kmeans) aplicado a los valores de GPS transformados en ilr. El número óptimo de clusters (dos, 

para el presente trabajo) se estableció gráficamente, basado en la suma de cuadrados (Figura 

21A). Los dos grupos de individuos así definidos se representan gráficamente en la Figura 21C, 

en relación a las dos dimensiones mencionadas del análisis por componentes principales. El 

primer grupo se compuso de 431 individuos y el segundo de 1085 individuos.  

Las características de los dos grupos (clusters) en lo que respecta a su composición de N-glicanos, 

agrupados por sus características comunes, se representa en la Tabla 7, en la que se muestra 

cómo ambos grupos de sujetos de estudio son muy distintos. Los sujetos del cluster-1 

presentaban una mayor abundancia de N-glicanos sencillos. Concretamente, presentaban una 

mayor abundancia de N-glicanos poco ramificados (A1 y A2), poco galactosilados (G0 y G1), poco 
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sialilados (S0 y S1) y formas oligomanosa (OM). Los sujetos del cluster-1 también presentaban 

una mayor abundancia de N-glicanos core-fucosilados (Tabla 7). Por el contrario, los sujetos del 

cluster-2 presentaban una mayor abundancia de N-glicanos complejos. Concretamente, 

presentaban una mayor abundancia de N-glicanos altamente ramificados (A3 y A4), muy 

galactosilados (G2, G3 y G4), altamente sialilados (S2, S3 y S4) y con mayor fucosilación periférica 

(outer-arm, OF) (Tabla 7).  

Tabla 7. Agrupaciones de N-glicanos en los grupos definidos por análisis de componentes principales 

Tipo de 

glicano 

(%) 

Muestra total           

(n=1516) 
Grupo (cluster) 1                   

(n=431) 
Grupo (cluster) 2                    

(n=1085) 
P-valor 

G0 3.19 [2.40, 4.53] 5.75 [4.47, 7.92] 2.76 [2.20, 3.41] <0.001 

G1 6.95 [6.05, 8.26] 9.59 [8.44, 11.60] 6.41 [5.72, 7.14] <0.001 

G2 67.98 [65.43, 69.98] 64.98 [61.46, 68.21] 68.57 [66.82, 70.45] <0.001 

G3 13.48 [11.54, 15.41] 11.28 [9.83, 12.95] 14.30 [12.52, 15.92] <0.001 

G4 6.22 [5.09, 7.58] 5.22 [4.29, 6.23] 6.66 [5.62, 7.89] <0.001 

A1 1.08 [0.95, 1.22] 1.30 [1.16, 1.49] 1.01 [0.91, 1.12] <0.001 

A2 77.76 [75.70, 79.82] 80.05 [78.34, 81.48] 76.92 [75.07, 78.63] <0.001 

A3 13.48 [11.54, 15.41] 11.28 [9.83, 12.95] 14.30 [12.52, 15.92] <0.001 

A4 6.22 [5.09, 7.58] 5.22 [4.29, 6.23] 6.66 [5.62, 7.89] <0.001 

S0 11.83 [9.82, 14.69] 17.92 [15.23, 23.93] 10.66 [9.26, 12.08] <0.001 

S1 21.15 [19.48, 22.85] 21.37 [19.59, 23.27] 21.08 [19.45, 22.63] 0.085 

S2 49.50 [47.16, 51.29] 45.02 [42.05, 47.60] 50.39 [49.00, 52.03] <0.001 

S3 14.87 [13.06, 16.59] 12.57 [11.17, 13.96] 15.68 [14.35, 17.15] <0.001 

S4 1.82 [1.50, 2.13] 1.48 [1.26, 1.76] 1.93 [1.68, 2.23] <0.001 

CF 30.44 [27.23, 33.93] 35.68 [32.65, 39.53] 28.76 [26.09, 31.45] <0.001 

OF 2.67 [2.28, 3.12] 2.30 [1.96, 2.61] 2.83 [2.45, 3.25] <0.001 

OM 1.10 [0.91, 1.40] 1.76 [1.40, 2.65] 0.99 [0.86, 1.15] <0.001 

Los datos son medianas e intervalos intercuartil (entre corchetes). G, galactosilación (G0 a-, G1 mono, G2 di-, G3 tri-, G4 tetra-
galactosilados). S, sialilación (S0 a-, S1 mono-, S2 di-, S3 tri-, S4 tetra-sialilados). A, antenas (ramificación: A1 mono-, A2 di-, A3 tri-, 
A4 tetra-antenados). F, fucosilación (CF, core-fucosilación; OF [outer arm], fucosilación externa). OM, oligomanosa. Se representan 
los datos crudos (en porcentaje de abundancia), aunque para las comparaciones estadísticas fueron transformados en isometric log-
ratios (ilr), excepto fucosilación y oligomanosa (no composicionales), que fueron tratadas como variables aleatorias con dominio 
restringido (0,1). Los valores de P se obtuvieron con el test de Mann-Whitney con la corrección de Benjamini.  

Una comparación similar en cuanto a la composición de N-glicanos en los dos grupos se 

representa en la Figura 21B y 21D, con los N-glicanos no agrupados por sus características 

comunes, sino los 46 GPs individuales. En 21B se representan individualmente los 1516 

cromatogramas con sus 46 GPs, separados en color diferente según pertenezcan al cluster-1 o 

2. Se observa cómo los sujetos del cluster-1 presentan mayores niveles de los N-glicanos 

correspondientes a los GPs 1 al 17, los menos complejos. Los sujetos del cluster-2 presentan, 

por el contrario, niveles más altos de los glicanos correspondientes a los GPs superiores, más 

complejos. Lo mismo se puede observan en la Figura 21D, en la que se representan las medias 
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(en escala logarítmica) de la abundancia de estos GPs. Estos grupos estarían en los extremos 

izquierdo y derecho, respectivamente, en la primera dimensión del análisis de componentes 

principales (Figuras 12 y 14). 

 

Figura 21. (A) Gráfico de acodaciones (elbows) para determinar el número óptimo de grupos 

(clusters). Se observan codos cuando el número de grupos es 2 y 4. Para el presente trabajo se han 

definido dos grupos (clusters). (C) Biplot con los grupos (clusters) definidos por Kmedias tras el 

análisis de componentes principales del conjunto de los picos de glicano (GPs). (B) Representación 

de los 46 picos de N-glicanos (GPs) en los dos grupos (clusters) definidos tras el análisis de 

componentes principales, se representan individualmente los 1516 cromatogramas con sus 46 GPs, 

separados en color rojo o verde según pertenezcan al cluster 1 o 2, respectivamente. (D) Se 

representan las medias de los 46 GPs (en escala logarítmica) en esta población de estudio, 

separados en color rojo o verde según pertenezcan al cluster 1 o 2, respectivamente.  

En la Tabla 8 se presenta una comparación de las características demográficas, de estilo de vida, 

metabólicas, inflamatorias y de comorbilidad en los grupos (clusters) definidos por el análisis de 

componentes principales de los N-glicanos. No se observaron diferencias significativas en la 

distribución por sexos entre el cluster-1 y el cluster-2, aunque los sujetos del cluster-1, de menor 

complejidad en su composición de N-glicanos, presentaban una edad significativamente mayor 

que la de los sujetos del cluster-2 (Tabla 5). 
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Tabla 8. Comparación de datos demográficos, de estilo de vida, metabólicos, inflamatorios y de comor-

bilidad en los grupos definidos por análisis de componentes principales de los N-glicanos en el suero 

 Grupo (cluster) 1                 

(n=431) 
Grupo (cluster) 2                 

(n=1085) 
P-valor 

Edad, años 56 [40, 70] 51 [38.00, 65] 0.002 

Mujeres, n (%) 232 (53.8) 606 (55.8) 0.608 

Hombres, n (%) 199 (46.2) 479 (44.2) 

Status de fumador    

     Nunca fumador, n (%) 237 (55.0) 588 (54.2%) 0.031 

     Ex-fumador, n (%) 128 (29.7) 267 (24.6) 

     Fumador, n (%) 66 (15.3) 230 (21.2) 

Actividad física    

   Baja, n (%) 165 (38.3) 431 (39.7) 0.891 

   Media, n (%) 161 (37.3) 391 (36.0) 

   Alta, n (%) 105 (24.4) 263 (24.2) 

Consumo de alcohol (g/día)    

   0-9, n (%) 159 (36.9) 387 (35.7) 0.468 

   10-139, n (%) 162 (37.6) 436 (40.2) 

   140-279, n (%) 78 (18.1) 163 (15.0%) 

   ≥280, n (%) 32 (7.4) 99 (9.1) 

Índice de masa corporal, kg/m2 27.76 [24.52, 31.50] 27.78 [24.65, 31.30] 0.726 

Diabetes mellitus, n (%) 61 (14.2) 126 (11.6) 0.358 

Síndrome metabólico, n (%)  95 (22.0) 219 (20.2) 0.608 

Glucosa, mg/dL 91 [83, 102] 88 [81, 98] 0.006 

Hemoglobina glicada (HbA1c), % 5.4 [5.2, 5.8] 5.4 [5.2, 5.7] 0.752 

Albúmina glicada, %  14.15 [13.09, 15.53] 13.61 [12.45, 14.85] <0.001 

Fructosamina, μmol/L 262 [237, 292] 251 [220, 279] <0.001 

HDL-colesterol, mg/dL 59 [49, 71] 57 [46, 68] 0.006 

LDL-colesterol, mg/dL 114 [93, 137] 113 [94, 134] 0.905 

Velocidad de sedimentación (VSG), mm/h 9 [5,17] 9 [5,16] 0.326 

Proteína C reactiva, mg/dL 0.13 [0.04,0.33] 0.14 [0.05,0.41] 0.358 

Factor de necrosis tumoral-α (TNF α), pg/mL 7.6 [6.4,9.6] 7.4 [6.0,8.8] 0.001 

Interleucina-8 (IL-8), pg/mL 7.0 [5.0,10.0] 7.0 [5.0,11.0] 0.608 

Interleucina-6 (IL-6), pg/mL 2.10 [2.0,3.2] 2.20 [2.0,3.6] 0.358 

Receptor soluble de interleucina 2, U/mL 414 [321, 527] 411 [313, 530] 0.608 

Aspartato aminotransferasa (AST), UI/L 23 [20,28] 22 [19,27] 0.002 

Ganma-glutamil transferasa (GGT), UI/L 21 [14, 34] 19 [13, 33] 0.069 

Triyodotironina (T3), pg/mL 3.30 [3.05,3.56] 3.39 [3.15,3.67] 0.001 

Tasa de filtrado glomerular, (mL/min/1.7 m2) 96.8 [84.5,111.8] 101.9 [88.3,117.2] 0.001 

Índice de comorbilidad    

     0 puntos 296 (68.7) 789 (72.7) 0.015 

     1 punto 84 (19.5) 222 (20.5) 

     ≥ 2 puntos 51 (11.8) 74 (6.8) 

Los datos son medianas e intervalos intercuartil (entre corchetes) o números absolutos y porcentajes (entre paréntesis). Los valores 
de P se obtuvieron con el test de Mann-Whitney o con el test chi-cuadrado, respectivamente, con la corrección de Benjamini. LDL, 
low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein. 
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No se observaron diferencias significativas en las variables relacionadas con los estilos de vida 

(consumo de alcohol y de tabaco, y actividad física) entre los sujetos de los clusters 1 y 2, salvo 

en la proporción de fumadores, que tendió a ser mayor en el cluster -2 (Tabla 8). 

Los individuos del cluster-1 presentaron algunos datos de trastorno metabólico con mayor 

frecuencia o cantidad que los del cluster-2. El índice de masa corporal fue similar en ambos 

clusters. La prevalencia de diabetes mellitus y de síndrome metabólico fue ligeramente superior 

en el cluster-1 (sin diferencia estadísticamente significativa respecto al cluster-2), pero la 

glucemia basal fue mayor en los individuos del cluster-1, al igual que algunos marcadores de 

glicación como la fructosamina y la albúmina glicada, relacionada con ella (Tabla 8). 

No se observaron diferencias significativas en los marcadores de inflamación entre los clusters 

1 y 2, salvo en el TNF-alfa, cuyos niveles fueron significativamente mayores en los sujetos del 

cluster-1 (Tabla 8). 

Algunos marcadores de daño hepático, como la AST sérica fueron mayores en los sujetos del 

cluster-1 (Tabla 8). De modo análogo, los sujetos del cluster-1 presentaron menor tasa de filtrado 

glomerular estimado que los sujetos del cluster-2 (Tabla 8). En línea con lo anterior, los sujetos 

del cluster-1 presentaron una mayor tasa de comorbilidad asociada que los sujetos del cluster-

2 (Tabla 8).  

Ajustando por edad y sexo, los individuos pertenecientes al cluster-1 mostraron 13.8 μmol/L 

más de fructosamina que los pertenecientes al cluster-2. Además, mostraron una tasa de filtrado 

glomerular 3.1 mL/min menor, tras ajustar por el efecto de edad y sexo. En cuanto al score de 

comorbilidades, la probabilidad de sufrir dos o más, es un 52.2% mayor en los individuos 

pertenecientes al cluster-1, tras ajustar por edad y sexo (odds ratio 1.52; IC 95% 1.01, 2.27). El 

TNF-alfa fue mayor en hombres y aumentó linealmente con la edad; sin embargo, no mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre los clusters definidos a partir del N-glicoma, una 

vez ajustado por el efecto de edad y sexo. 

4.5. Asociación específica del N-glicoma sérico con enfermedad cardiovascular arterial  

Un total de 262 de los sujetos del estudio (17.2%) presentaba datos de enfermedad 

cardiovascular arterial. De ellos, 65 presentaban cardiopatía isquémica, 91 presentaban ondas 

Q patológicas en el ECG, 35 presentaban enfermedad cerebrovascular, 114 presentaban un 

índice tobillo-brazo patológico y 27 presentaban enfermedad arterial periférica. 
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En la Figura 22 se representan los valores del PCA de los individuos con y sin enfermedad 

cardiovascular arterial, separados en los 5 tipos principales que se han mencionado en el párrafo 

anterior. En todos estos tipos principales, excepto la enfermedad cerebrovascular, se 

observaron valores altos de los primeros y de los últimos GPs (N-glicanos de baja y alta 

complejidad), mientras que los N-glicanos de complejidad intermedia mostraron valores 

menores en relación a la presencia de enfermedad cardiovascular arterial (Figura 22). 

Claramente, la enfermedad cerebrovascular mostró un patrón diferente en el análisis de 

componentes principales (Figura 22). Por este motivo, la enfermedad cerebrovascular se 

consideró aparte en algunos de los siguientes análisis.  

 

 

Figura 22. Biplot con los grupos (clusters) definidos por Kmedias tras el análisis de componentes 

principales del conjunto de los picos de glicano (GPs). En la cardiopatía isquémica (ischemic heart 

disease, IHD), en la onda Q patológica en el ECG rutinario (pathological Q wave, QW), en la 

enfermedad cerebrovascular (cerebrovascular accident, CVA), en la enfermedad arterial periférica 

(peripheral artery disease, PCA) y en el índice tobillo-brazo anormal (vascular disease, VD). Dim, 

dimensión. 

En la Tabla 9 se representan los resultados del análisis selbal en la búsqueda de los mejores 

balances de N-glicanos que reflejen asociación con las enfermedades cardiovasculares 

arteriales. Entre los balances encontrados, destacan los que incluyen el GP26, que mostró una 

robusta asociación negativa con la presencia de enfermedad cardiovascular arterial tras ajustar 

por edad, sexo, factores de riesgo vascular o sus combinaciones (SCORE). Esta asociación 

negativa del GP26 se mantuvo también cuando se introdujo aisladamente (tras la 
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transformación en ilr) en el modelo de regresión, lo cual equivale a incluir la media geométrica 

del resto de GPs en el denominador (Tabla 9). 

Tabla 9. Balances de glycan peaks (GPs) asociados con enfermedad cardiovascular arterial (cardiopatía 
isquémica, ondas Q patológicas, enfermedad cerebrovascular, enfermedad arterial periférica clínica o 

índice tobillo-brazo patológico) 

Balance de GPs OR no 

ajustada      

(IC 95%) 

OR ajustada 

por edad y 

sexo (IC 95%) 

OR ajustada 

por SCORE1 

(IC 95%) 

OR 

multiajustada2 

(IC 95%) 

Numerador: GP16 

 

 

Denominador: GP22 

 

5.32      

(3.23, 8.77) * 

 

1.52  

(0.84, 2.76) 

1.26 

 (0.71, 2.26) 

1.50 

(0.82, 2.75) 

Numerador: GP5 

 

 

Denominador: GP9

 

5.20 

(3.57, 7.58) * 

1.74 

(1.07, 2.82) * 

1.71 

(1.07, 3.32) * 

1.64 

(1.01, 2.66) * 

Numerador: GP26 

 

 

Denominador: GP28 

 

0.68 

(0.46, 1.00)  

0.7 

(0.47, 1.04) * 

0.63 

(0.42, 0.95) * 

0.63 

(0.42, 0.95) * 

ilr (GP26) 

 

0.38 

(0.22, 0.66) * 

0.39 

(0.22, 0.69) * 

0.37 

(0.21, 0.66) * 

0.30 

(0.16, 0.54) * 

OR, odds ratio. IC, intervalo de confianza 1SCORE, calculo de riesgo habitual (SCORE2 Working Group, 2021; SCORE-OP Working 
Group, 2021). 2Ajustada por edad, sexo, presencia de diabetes mellitus, tabaquismo, presión arterial sistólica, colesterol total y 
colesterol-HDL. ilr, isometric log-ratio.  Las imágenes de los balances representan el N-glicano predominante para cada GP.  *P<0.05. 

  



84 
 

Tabla 10. Balances de glycan peaks (GPs) asociados con enfermedad cardiovascular arterial no cerebral 
(cardiopatía isquémica, ondas Q patológicas, enfermedad arterial periférica o índice tobillo-brazo 

patológico) 

Balance de GPs OR no 

ajustada      

(IC 95%) 

OR ajustada 

por edad y 

sexo (IC 95%) 

OR ajustada 

por SCORE1 

(IC 95%) 

OR 

multiajustada2 

(IC 95%) 

Numerador: GP10 y GP5 

 

 

 

Denominador: GP8 y GP9 

 

 

9.02 

(5.55, 14.64) * 

2.47 

(1.29, 4.73) * 

2.58 

 (1.40, 4.75) * 

2.39 

(1.24, 4.62) * 

Numerador: GP26 

 

 

Denominador: GP32 

 

0.36 

(0.23, 0.56) * 

0.43 

(0.27, 0.70) * 

0.42 

(0.26, 0.68) * 

0.41 

(0.25, 0.67) * 

Numerador: GP26 

 

 

Denominador: GP28 

 

0.58 

(9.35, 0.94) * 

0.61 

(0.37, 1.00)  

0.54 

(0.32, 0.89) * 

0.52 

(0.31, 0.87) * 

ilr (GP26) 

 

0.32 

(0.18, 0.55) * 

0.31 

(0.17, 0.57) * 

0.30 

(0.17, 0.54) * 

0.25 

(0.13, 0.46) * 

OR, odds ratio. IC, intervalo de confianza 1SCORE, calculo de riesgo habitual (SCORE2 Working Group, 2021; SCORE-OP Working 
Group, 2021). 2Ajustada por edad, sexo, presencia de diabetes mellitus, tabaquismo, presión arterial sistólica, colesterol total y 
colesterol-HDL. ilr, isometric log-ratio. Las imágenes de los balances representan el N-glicano predominante para cada GP. *P<0.05. 
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Es pertinente hacer constar cómo los dos de los N-glicanos incluidos en el balance selbal que se 

asocian de forma más consistente con la enfermedad cardiovascular arterial (tras ajustar por 

múltiples factores de confusión) que son GP26 (en el numerador) y GP28 (en el denominador) 

son muy similares (bianterarios, digalactosilados, disialilados, con N-acetilglucosamina 

bisectriz), estando su única diferencia principal en la presencia (GP28) o ausencia (GP26) de core-

fucosilación (Tabla 9). 

El área bajo la curva ROC de un modelo de predicción de enfermedad cardiovascular arterial (en 

sus 4 formas) que incluyó edad, sexo, presencia de diabetes mellitus, tabaquismo, presión 

arterial sistólica, colesterol total y colesterol-HDL fue 0.74 (intervalo de confianza al 95%: 0.71-

0.78). En el mismo modelo, pero añadiendo el GP26 previa transformación en ilr, el área bajo la 

curva fue 0.75 (intervalo de confianza al 95%: 0.72-0.79). Ambas curvas ROC presentaron similar 

capacidad de discriminación (P= 0.101). 

En la Tabla 10 se representan los resultados del análisis selbal en la búsqueda de los mejores 

balances de N-glicanos que reflejen asociación con las enfermedades cardiovasculares 

arteriales, excluyendo la enfermedad cerebrovascular. Entre los balances encontrados, destaca 

de nuevo el GP 26, que mantuvo la robusta asociación negativa con la presencia de enfermedad 

cardiovascular arterial tras ajustar por múltiples factores de confusión (Tabla 10). Este es un N-

glicano, como ya se ha comentado, biantenario, digalactosilado, disialilado, con una N-

acetilglucosamina bisectriz (Tabla 9 y Tabla 10). Su notación científica es A2BG2S[3,6]2 (A2 por 

biantenario, B por la bisectriz, G2 por dilalactosilado, y S2 por disialilado, señalando entre 

conchetes los lugares de sialilación). 

El área bajo la curva ROC de un modelo de predicción de enfermedad cardiovascular arterial 

(excluyendo la enfermedad cerebrovascular) que incluyó edad, sexo, presencia de diabetes 

mellitus, tabaquismo, presión arterial sistólica, colesterol total y colesterol-HDL fue 0.74 

(intervalo de confianza al 95%: 0.70-0.77). En el mismo modelo, pero añadiendo el balance 

GP26/GP32, por ejemplo, el área bajo la curva fue 0.75 (intervalo de confianza al 95%: 0.72-

0.78). Estos dos modelos presentaron una diferencia estadísticamente significativa en su 

capacidad de discriminación (P= 0.040). 
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5.1. Justificación general de los trabajos 

La investigación de la edad en las determinaciones de laboratorio tiene sentido, como lo tiene 

una derivada de la misma, que es la búsqueda de marcadores de envejecimiento (Titorenko, 

2018). La esperanza de vida ha aumentado en el mundo aproximadamente 27 años en los 

últimos 70 años; en países como el nuestro y los de nuestro entorno se ha doblado en los últimos 

200 años y en países como la India se ha cuadruplicado (Our World in Data 2020). La esperanza 

de vida depende de factores ambientales y factores genéticos, siendo la contribución de estos 

últimos para la esperanza de vida de aproximadamente un 10-30% (Herskind et al. 1996; 

Graham Ruby et al. 2018). El envejecimiento no siempre ocurre de forma saludable. El aumento 

de la esperanza de vida va unido a una mayor prevalencia de síndromes geriátricos y de 

enfermedades relacionadas con la edad (Hajat y Stein, 2018). De hecho, la esperanza de vida en 

los USA ha caído ligeramente en los últimos años (Kochanek et al. 2017; Murphy et al. 2018). Los 

mecanismos de estos síndromes, enfermedades y del propio envejecimiento son 

probablemente similares (Franceschi et al. 2018). Las personas que alcanzan edades avanzadas 

evitan o posponen estos síndromes y enfermedades, que frecuentemente se desarrollan de 

modo gradual por períodos prolongados, por lo que en sus inicios suelen estar asintomáticos e 

infradiagnosticados (Franceschi et al. 2018).  

La edad cronológica no sirve como marcador único de envejecimiento. En línea con el párrafo 

anterior, serían necesarios marcadores de la edad biológica, funcional o fisiológica (Hamczyk et 

al. 2020). El marcador ideal debería reflejar el envejecimiento sin estar influido por 

enfermedades específicas, debería ser repetible, no invasivo, sensible, reproducible, y aplicable 

en animales de experimentación (Butler et al. 2004). Se ha especulado que el N-glicoma sérico, 

que tiene una significativa estabilidad intraindividual, podría ser uno de esos marcadores 

(Cindric et al., 2021). Si bien se han publicado diversas series en las que se estudia el efecto del 

envejecimiento en el N-glicoma sérico (Vanhooren et al., 2007, 2009, 2010; Knezevic et al. 2009, 

2010; Ding et al., 2011; Lu et al. 2011; Ruhaak et al., 2011; Mehdi et al. 2012; Pucic et al., 2012; 

Borelli et al., 2015; Miura et al., 2015; Catera et al., 2016; Merleev et al., 2020), como bien 

revisan Cindric et al. (2021) los estudios son todavía insuficientes, ya que algunas series son de 

pequeño tamaño muestral, con escasos márgenes de edad, por técnicas no adecuadas o con 

insuficiente información clínico-epidemiológica y de otros marcadores de enfermedad orgánica 

y de inflamación. Además, si bien también hay estudios sobre las diferencias en cuanto al sexo 

en el N-glicoma (Knežević et al., 2010; Ding et al., 2011; Krištić et al., 2014; Ercan et al., 2017), 



90 
 

son necesarios estudios que analicen simultáneamente ambas cosas (el posible dimorfismo 

sexual en el N-glicoma a lo largo de las edades).  

Una dificultad del análisis de los resultados del N-glicoma, que ya se ha comentado es, por un 

lado, el carácter composicional de los los datos obtenidos. Esto es, se trata de áreas bajo una 

curva (cromatograma) cuya suma es 100%. En este tipo de datos, el uso de las técnicas 

estadísticas habituales es incorrecto. Por otro lado, los resultados obtenidos en el N-glicoma 

tienen la complejidad de incluir más de 40 picos (glycan peaks, GPs) de difícil interpretación 

clínica tomados uno a uno. Esto es un problema común hoy en día para todas las técnicas -

ómicas que se encuentran en desarrollo. Por todo ello, es de gran importancia el desarrollo de 

la aplicación de técnicas estadísticas que, por un lado, sean correctas para datos 

composicionales y, por otro lado, permitan una valoración conjunta de todos los GPs que pueda 

simplificar la interpretación de los resultados del N-glicoma de cara a su interpretación clínica. 

De ahí que los presentes estudios fueran dirigidos a describir los cambios del N-glicoma sérico 

con la edad, comparando la posible diferente evolución de hombres y mujeres, diseñar 

(mediante técnicas estadísticas apropiadas) los resultados del N-glicoma en patrones 

simplificados que permitan su comparación, investigar la posible asociación de patrones del N-

glicoma asociados con el envejecimiento con enfermedades frecuentes, especialmente 

metabólicas y marcadores de inflamación e índices de comorbilidad, con un apartado específico 

para investigar, dada su frecuencia y relevancia, la posible asociación de las enfermedades 

cardiovasculares arteriales. 

5.2. Fortalezas y limitaciones de los estudios 

5.2.1. Fortalezas de los estudios 

Una fortaleza de los estudios es su diseño, basado en el muestreo aleatorio de una población 

general adulta. Este tipo de diseño (con muestreo aleatorio y basado en población general) es 

básico para poder investigar, con validez interna, la distribución de las determinaciones de 

laboratorio en la población y su relación con factores comunes (demográficos, de estilo de vida, 

metabólicos y relacionados con otras enfermedades frecuentes). En este aspecto, las muestras 

de voluntarios sanos o de donantes de sangre, tan habituales, contienen frecuentes sesgos de 

selección. Otra fortaleza del presente estudio es la adecuada caracterización, mediante 

cuestionarios validados, examen físico y determinaciones de laboratorio, estructurados y 

validadas. Otro aspecto positivo de los trabajos es su amplio tamaño muestral, que le confiere 

suficiente potencia para los estudios planteados. Además, el muestreo contiene adultos de 
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todas las edades y de ambos sexos, lo cual es clave para los objetivos principales planteados. 

Por último, los estudios tienen la fortaleza de la aplicación de técnicas estadísticas novedosas 

que permiten simplificar la interpretación de unos resultados de investigación complejos, de 

forma robusta y técnicamente adecuada para datos composicionales.  

 5.2.2. Limitaciones de los estudios 

Todos los estudios tienen ciertas limitaciones a su validez interna y a su validez externa 

(generalizabilidad de los resultados), que es preciso reconocer. Las limitaciones a la validez 

interna (sesgos) comprenden las de confusión, selección, medición (clasificación) y análisis 

(especificación).  

Limitaciones inherentes al diseño 

Algunas limitaciones son inherentes al diseño observacional y transversal, importantes en la 

inferencia de causalidad, como la ambigüedad temporal es una limitación inherente al diseño 

transversal cuando se investiga causalidad. Esta ambigüedad es especialmente importante en la 

parte de investigación del N-glicoma con enfermedades cardiovasculares. Su influencia en el 

estudio descriptivo y analítico de la evolución del N-glicoma con la edad y el sexo es menor. El 

estudio del valor pronóstico del N-glicoma, que no se encontraba entre los objetivos de este 

estudio, requeriría otro tipo de diseño. 

Problemas de confusión 

La confusión es siempre un sesgo potencial en los estudios observacionales que investigan 

causalidad. La existencia de terceras variables que distorsionen la asociación entre exposición y 

efecto porque esas terceras variables se asocian con la exposición y causalmente con el efecto 

es un problema en todos los estudios, especialmente lo nos experimentales. La confusión puede 

controlarse en el análisis, siempre que las potenciales variables confusoras hayan sido 

adecuadamente recogidas. Los patrones observados en la evolución de los diferentes GPs y sus 

asociaciones, en relación a la edad y el sexo, podrían haber estado condicionados por otras 

variables asociadas con el envejecimiento, con el sexo masculino o femenino. Una de las 

fortalezas del presente estudio es la adecuada fenotipación de la población de estudio en lo que 

respecta a factores de estilo de vida (alcohol, tabaco, ejercicio físico), alteraciones metabólicas 

frecuentes (obesidad, síndrome metabólico y sus componentes) y otras alteraciones patológicas 

frecuentes en la población. Los modelos multivariables ajustados por esas variables permiten 

minimizar el problema de la confusión. 
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Problemas de selección 

Los sesgos de selección pueden aparecer durante la etapa del muestreo o bien pueden aparecer 

por pérdidas selectivas de información una vez realizado el muestreo. Como se ha comentado 

en las fortalezas del estudio, el muestreo aleatorio y la base en la población general son 

elementos positivos para minimizar los potenciales sesgos de selección en los presentes 

estudios. La cobertura del Servizo Galego de Saúde, de cuya población se obtuvo la base para el 

muestreo, es casi universal en nuestro entorno. La participación en el estudio, cercana a los dos 

tercios de los sujetos seleccionados y elegibles, es adecuada para los estándares de este tipo de 

estudios observacionales basados en el muestreo aleatorio de la población. Además, las 

características básicas de las personas que no participaron en el estudio (edad, sexo, hábitat por 

dirección) fueron similares a las de los participantes (datos no mostrados), lo cual es indicativo 

de que, posiblemente, no hubo en este momento tampoco pérdidas selectivas de información. 

Los datos de las variables a estudio, tanto los relacionados con exposiciones como con efectos, 

estuvieron disponibles en todos los sujetos a estudio. Por todo lo comentado, parece poco 

probable que algún sesgo de selección haya distorsionado los hallazgos. Otra cosa es que la 

población estudiada sea representativa, lo cual enlaza con la generalizabilidad de los resultados 

y la validez externa que se discute más adelante. 

Problemas de medición (clasificación) 

El método glicómico empleado para la principal variable de efecto (el N-glicoma, hydrophilic 

interaction chromatography [HILIC]) permite alto rendimiento (high-throughput), tiene elevada 

sensibilidad y permite analizar los compuestos sialilados. Como inconveniente, su interpretación 

puede ser dificultosa porque algunos picos pueden representar mezclas de compuestos 

(glicanos) diferentes. En muchos de los estudios hasta aquí mencionados es el método de 

referencia (Ruhaak et al., 2011; Knezevic et al., 2010; Pucic et al., 2011). También lo es en el 

centro experto en el que se han realizado las determinaciones del presente trabajo (NIBRT de 

Dublín). Otros métodos como la electroforesis asistida por fluoróforos en un secuenciador de 

ADN adaptado (DNA-sequencer-adapted fluorophore-assisted electrophoresis [DSA-FACE]), 

utilizada en otros trabajos (Callewaert et al., 2004; Laroy et al., 2006; Vanhooren et al., 2007, 

2008, 2009) puede permitir una interpretación más fácil de los patrones de glicanos, pero suele 

requerir la eliminación de los residuos de ácido siálico (Dall’olio et al., 2013). El análisis por 

MALDI-TOF ha sido menos utilizado (Ruhaak et al., 2010). Todos estos métodos son 

relativamente caros, hoy en día. El análisis de lectinas es un método clásico de los primeros 

tiempos de la glicómica (Parekh et al., 1985). Es más barato, pero aporta información sólo de la 
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presencia de ciertos componentes estructurales y no da información de la estructura general de 

los glicanos (Dall’olio et al., 2013). En conjunto, el método utilizado es robusto, repetible, y tiene 

la garantía de haber sido ejecutado en un centro de referencia internacional. Como ya se ha 

comentado en la Introducción, este tipo de aproximación glicómica tiene ventajas e 

inconvenientes. Por un lado, permite la visualización global de todo el abanico de N-glicanos 

presentes en el suero. Por otro lado, no permite discernir a qué proteína o proteínas está unido 

determinado N-glicano que se encuentra en la circulación. En este aspecto, muchos estudios se 

han centrado en la glicosilación de la IgG, por estar bien estudiada, por participar en la 

inmunidad y por ser la molécula glicosilada que se encuentra a mayor concentración en la 

circulación (Cindric et al., 2021; Shkunnikova et al., 2023). Un último inconveniente es que casi 

todos los estudios, como los presentes, se han centrado en los N-glicanos, por ser los mejor 

conocidos y los más abundantes. La glicómica centrada en los O-glicanos es un terreno bastante 

inexplorado. 

La información de las variables de exposición (demográficas, metabólicas, de estilo de vida y de 

enfermedades frecuentes) se recogió mediante medidas objetivas, de laboratorios de referencia 

clínicos, de cuestionarios validados o de la historia clínica electrónica, en el caso de las 

enfermedades. En el caso de estas últimas, la información tiene un componente retrospectivo, 

con sus limitaciones habituales (Talari y Goyal, 2020). En conjunto, con las limitaciones 

mencionadas, pensamos que puede afirmarse que el estudio tiene una calidad de los datos 

adecuada. 

Problemas de especificación (análisis estadísticos) 

El uso de métodos estadísticos inadecuados es frecuente en estudios de esta naturaleza, en los 

que el carácter composicional (constreñido) de los datos invalida, en parte, el uso de las técnicas 

habituales con los datos crudos (en porcentaje de área bajo la curva). De hecho, la aplicabilidad 

de herramientas estadísticas fue, en si mismo, uno de los objetivos del estudio. En la sección de 

Métodos se describe pormenorizadamente la forma de transformación de los datos previa a su 

utilización. El análisis de componentes principales (PCA) permite establecer clusters o 

agupaciones de individuos que facillita la comprensión de datos numerosos y complejos. El 

análisis selbal, diseñado para el estudio de datos composicionales en otros ámbitos y basado en 

balances de los componentes (Rivera-Pinto et al., 2018) ha sido aplicado por nuestro grupo en 

trabajos glicómicos previos (O’Flaherty et al., 2022).  
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Un aspecto importante de este tipo de estudios -ómicos es la multiplicidad de resultados y de 

comparaciones que se establecen. Esto aumenta claramente el riesgo de falsos hallazgos (sesgo 

de significación de masas o por múltiples comparaciones) y la necesidad de corregir los valores 

de P en los tests de significación. Este sesgo puede ser parte de la causa de la heterogeneidad 

de resultados que se comenta más adelante. En nuestros trabajos, se empleó en todos los casos 

la corrección de Benjamini (Benjamini y Hochberg, 1995). 

Limitaciones a la validez externa 

La población de estudio de los presentes trabajos incluyó exclusivamente individuos adultos, de 

etnia blanca y de un área geográfica determinada (un municipio de Galicia, España). Aunque no 

es un aspecto muy estudiado, la etnia puede modificar el N-glicoma sérico (de Jong et al., 2016).  

Obviamente, la generalización de los resultados sólo puede hacerse, en estricto, a poblaciones 

similares.  

5.3. Contextualización de los resultados 

En la Tabla 11 se enumeran y sintetizan los resultados principales de los presentes de cara a su 

contextualización, alineados por los objetivos planteados. De entrada, es preciso hacer constar 

la escasez de estudios con resultados consistentes en la literatura sobre el efecto de la edad en 

el N-glicoma sérico, a pesar de que un cierto número de artículos lo han abordado desde 

diferentes puntos de vista en cuanto al origen de la población de estudio, tamaño muestral y 

téncina de medida (Vanhooren et al., 2007, 2009, 2010; Knezevic et al. 2009, 2010; Ding et al., 

2011; Lu et al. 2011; Ruhaak et al., 2011; Mehdi et al. 2012; Pucic et al., 2012; Borelli et al., 2015; 

Miura et al., 2015; Catera et al., 2016; Merleev et al., 2020), tal como han revisado 

recientemente Cindric et al. (2021). En bastantes de esas series, el número de sujetos incluidos 

fue relativamente escaso. Sólo en tres de esas series (Knezevic et al. 2009, 2010; Ruhaak et al., 

2011), dos de las cuales son la misma serie extendida (Knezevic et al. 2009, 2010), el tamaño 

muestral superó los 1000 individuos, cifra arbitraria, pero de dimensión posiblemente necesaria 

para las múltiples comparaciones que han de establecerse y para las correcciones consiguientes 

de la “P” en los tests de significación. En algunos de esos estudios, el número de individuos no 

llegó al centenar (Mehdi et al. 2012; Borelli et al., 2015; Miura et al., 2015; Merleev et al., 2020) 

o sólo lo superó ligeramente (Vanhooren et al., 2007; Lu et al. 2011; Pucic et al., 2012; Catera et 

al., 2016). En esas circunstancias, la probabilidad de false discovery rate por múltiples 

comparaciones es alta. La comparación de los resultados entre estudios, en esas condiciones, es 

difícil y puede explicar parte de la falta de consistencia en los resultados. 



95 
 

Algunos de los estudios previos han incluido muestras muy seleccionadas de sujetos, como 

personas con síndrome de Down (Borelli et al., 2015), niños y adolescentes (Pucic et al., 2012), 

sujetos con elevada longevidad (Miura et al., 2015) o familiares de sujetos con elevada 

longevidad, en relación a sujetos control (Ruhaak et al., 2010; Catera et al., 2016). El muestreo 

en la mayoría de los estudios, además, fue oportunista (no aleatorio y basado en población 

general), en base a voluntarios (Vanhooren et al. 2007, 2009, 2010; Ding et al., 2011; Mehdi et 

al., 2012; Merleev et al; 2020). El único grupo de estudios de muestreo de características 

similares al nuestro, basado en población (aunque no aleatorio) fueron los realizados por el 

grupo de Lauc en dos islas de la costa croata (Vis y Korcula) como parte de un programa cuya 

intención inicial era describir la variabilidad y la epidemiología genética de comunidades 

insulares cerradas (Knezevic et al., 2009, 2010), lo cual también confiere ciertas limitaciones de 

generalizabilidad al diseño. En nuestro conocimiento, el nuestro es el primer estudio del N-

glicoma tras el muestreo aleatorio en una población general adulta. 

Por otro lado, la heterogeneidad de las técnicas utilizadas para el análisis del N-glicoma hace 

que la comparación de los resultados entre los estudios sea difícil. Aunque son muchas las 

técnicas posibles de análisis glicómico, los centrados en el análisis de la relación de la edad y el 

sexo con el N-glicoma sérico responden a dos patrones principales: por un lado, los que usan 

DSA-FACE (DNA sequencing equipment-Fluorophore Assisted Carbohydrate Electrophoresis) 

(Vanhooren et al. 2007, 2009, 2010; Ding et al., 2011; Borelli et al., 2016; Catera et al., 2016) y 

los que usan, como el nuestro, variantes de HPLC (high performance liquid chromatography) 

(Knezevic et al., 2009; 2010; Ruhaak et al., 2010; Pucic et al., 2012; Miura et al., 2015). En los 

primeros (DSA-FACE), el número de picos de glicano (GP) que se detectan es menor (10-11) y, 

como ya se ha comentado, no detectan sialilación. Los segundos pueden analizar la sialilación y 

detectan mayor número de GPs, entre 18 (Miura et al. 2015), 26 (Ruhaak et al., 2010), 33 

(Knezevic et al., 2009; 2010) o 46, como el nuestro, que aporta, por lo tanto, mayor sensibilidad 

e información.   

Otros estudios se han basado en métodos más específicos que estudian aspectos parcelares de 

la glicosilación (Mehdi et al., 2012) o glucopéptidos unidos a lugares específicos de proteínas 

(Merleev et al., 2020).  
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Tabla 11. Esquema de los hallazgos principales del estudio, alineados con los objetivos 

Objetivo 1. Describir la evolución del N-glicoma sérico con la edad, en hombres y en mujeres. 

- Los N-glicanos sencillos como los mono-antenarios (A1), agalactosilados (G0), no-sialilados (S0) 

y oligomanosa (OM) aumentan con el envejecimiento en ambos sexos. 

- Los N-glicanos complejos, como los tetra-antenarios (A4) y tetragalactosilados (G4), son más 

abundantes en los hombres, pero aumentan con la edad en las mujeres hasta igualarse en edades 

avanzadas. Por contra, los N-glicanos trigalactosilados (G3) y triantenarios (A3) se encuentran a 

un mayor nivel de abundancia en las mujeres en todas las edades. 

- La fucosilación central (core) disminuye con la edad en ambos sexos. La fucosilación periférica 

(outer-arm) aumenta hasta edades medias de la vida y se estabiliza a partir de ahí, en ambos sexos. 

- La sialilación es el fenómeno más irregular en su comportamiento con la edad, con diferencias 

entre hombres y mujeres a partir de edades medias, coincidentes con la menopausia en la mujer. 

Este dimorfismo afecta especialmente a los N-glicanos trisialilados (S3, descenso en los hombres, 

ascenso continuo en las mujeres) y tetrasialilados (S4, con aumento progresivo con la edad en las 

mujeres frente a niveles estables con la edad en hombres), así como a los biantenarios (A2, 

estabilización a esa edad en los hombres, continuo descenso en las mujeres). 

Objetivo 2. Resumir, mediante técnicas estadísticas apropiadas, los resultados del N-glicoma en 

patrones simplificados que permitan su comparación. 

- El análisis de componentes principales es una herramienta que permite reducir la complejidad 

en la interpretación de los datos composicionales del N-glicoma sérico. 

- El análisis de balances de N-glicanos (selbal) es otra herramienta que permite reducir la 

complejidad en la interpretación de los datos composicionales del N-glicoma sérico y definir N-

glicanos asociados con efectos, como enfermedad. 

Objetivo 3. Investigar la posible asociación de patrones del N-glicoma asociados con el 

envejecimiento con enfermedades frecuentes, especialmente metabólicas, con marcadores de 

inflamación e índices de comorbilidad. 

- Mediante análisis de componentes principales de los 46 picos de N-glicanos del cromatograma, 

los individuos pueden agruparse en dos clusters principales, el primero de los cuales está definido 

por los N-glicanos más sencillos y el segundo por los más complejos. 

- Los individuos del cluster asociado a los N-glicanos más sencillos presentan una mayor edad, 

mayores niveles de glucemia y de marcadores de glicación, mayores niveles de algunos 

marcadores de inflamación, menor tasa de filtrado glomerular y mayor comorbilidad. 

Objetivo 4. Investigar la posible asociación de las enfermedades cardiovasculares arteriales 

(enfermedad cerebrovascular, cardiopatía isquémica y arteriopatía periférica) con cambios en 

el N-glicoma sérico. 

- Los individuos con enfermedad cardiovascular arterial presentan, en el análisis de componentes 

principales, mayor abundancia de N-glicanos de menor y mayor complejidad, con menor 

abundancia de N-glicanos de complejidad intermedia. La enfermedad cerebrovascular es una 

excepción. 

- De modo particular, un N-glicano bianteniario, digalactosilado y disialilado, con N-

acetilglucosamina bisectriz, no fucosilado, se asocia independiente y negativamente (efecto 

protector) con la enfermedad cardiovascular arterial. 
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El presente estudio ha analizado los cambios en el N-glicoma sérico con la edad, en hombres y 

en mujeres. La primera parte, descriptiva y analítica de los cambios en los 46 picos de N-glicanos 

(glycan peaks, GPs) ilustra la complejidad de la interpretación de los resultados del N-glicoma. 

La segunda parte contiene un intento de síntesis de los resultados con una herramienta de más 

fácil interpretación clínica al reducir su dimensionalidad. Los resultados, muestran que el N-

glicoma sérico se modifica significativamente con la edad y que sus variaciones son distintas en 

hombres y en mujeres. Además, determinados patrones de N-glicoma se asocian a una mayor 

edad, a cambios patológicos y a comorbilidad, así como algunos N-glicanos o sus balances se 

asocian, concretamente, con enfermedad cardiovascular arterial. Los hallazgos más importantes 

de nuestros estudios se enumeran en la Tabla 11.  

En nuestro estudio hemos observado que los N-glicanos sencillos como los mono-antenarios 

(A1), agalactosilados (G0) y oligomanosa (OM) aumentan con el envejecimiento en ambos sexos. 

La misma tendencia se observa con los no-sialilados (S0). La disminución de la galactosilación 

con el envejecimiento había sido publicado y revisado previamente (Dall’Olio et al., 2013; Cindric 

et al., 2021), no así los otros hallazgos. En una buena parte de los estudios mencionados 

realizados con DSA-FACE, los resultados principales consistieron en el hallazgo del ascenso, con 

el paso de los años, de N-glicanos agalactosilados (biantenarios y core-fucosilados, FA2), junto 

con el descenso con la edad, también en ambos sexos, de N-glicanos digalactosilados 

(biantenarios y core-fucosilados, FA2G2). Dichos hallazgos se confirmaron en grupos de sujetos 

europeos (Vanhooren et al., 2007, 2009, 2010; Catera et al., 2016) y chinos (Ding et al., 2011). 

Los hallazgos se encontraron también, específicamente y de modo precoz, en síndromes 

progeroides como el síndrome de Werner (Vanhooren et al. 2007), el síndrome de Cockayne 

(Vanhooren et al., 2010) y el síndrome de Down (Borelli et al., 2016). De hecho, la ratio entre 

ambos N-glicanos (glycan shift) se ha denominado GlycoAge test (Vanhooren et al., 2010; Catera 

et al., 2016; Borelli et al., 2016). Estos resultados parciales se confirman en nuestro estudio, en 

en el que se observa que las glicoestructuras biantenarias (A2) no galactosiladas (G0) core-

fucosiladas (CF) como FA2 (que corresponde al GP5) aumentaban con la edad, a la vez que 

glicoformas similares biantenarias (A2) pero digalactosiladas (G2) core-fucosiladas (CF) como 

FAG2 (que corresponden al GP14), disminuían con la edad (Figura 23). En nuestra experiencia, 

dos N-glicanos biantenarios y digalactosilados, ambos sialilados (aspecto no detectado en DSA-

FACE), uno core-fucosilado (GP27) y otro no (GP22), también disminuyen con la edad (Figura 

12). Los resultados del grupo de Lauc, de los que ya se ha comentado su mayor comparabilidad 

con los nuestros en cuanto a diseño del estudio y técnica utilizada (HPLC), también mostraron 
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un aumento de los N-glicanos agalactosilados con la edad, a la par que un descenso de los 

digalactosilados (Knecevic et al., 2010). 

 

Figura 23. Ejemplo simplificado de la evolución con la edad y la degalactosilación de algunos N-

glicanos, concordante con la hipótesis del inflammaging (Dall’Ollio et al., 2013) y con las 

observaciones del presente estudio (Figura 12). El N-glicano de la izquierda corresponde, en el 

método de nuestro estudio, al GP14 y el de la derecha al GP5. En consistencia con la hipótesis, se 

observa cómo, en nuestro estudio, el GP14 disminuye con la edad en ambos sexos, a la par que el 

GP5 (agalactosilado, G0), aumenta. Elaboración de los autores. 

El aumento de N-glicanos agalactosilados (G0) con la edad se ha demostrado también en el 

análisis específico de la glicosilación de la IgG y también se ha observado en diversas 

enfermedades de base inmune (Dall’Olio et al., 2013; Cindric et al., 2021; Shkunnikova et al., 

2023). De modo similar, estos datos podrían apoyar la hipótesis de la asociación de los cambios 

en la N-glicosilación con el fenómeno denominado inflammaging (envejecimiento inflamatorio), 

es decir, el envejecimiento dañino condicionado por actividad inflamatoria (Dall’Olio et al., 2013; 

Cindric et al., 2021; Shkunnikova et al., 2023), como se esquematiza en la Figura 24. La 

inflamación crónica de bajo grado durante el envejecimiento, sin infección ni otros estímulos 

inflamatorios manifiestos (inflammaging) se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad en 

la población que envejece (Baecle et al., 2023). Existe una relación bidireccional entre la 

inflamación crónica y el desarrollo de afecciones relacionadas con la edad, como enfermedades 

cardiovasculares, neurodegeneración, cáncer y fragilidad (Baecle et al., 2023).  

En el esquema hipotético, en esta situación se alteraría la maquinaria de glicosilación de las 

células productoras de anticuerpos, lo cual resultaría en la expresión aumentada de IgG 
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agalactosilada y poco sialilada. Esta IgG aberrantemente glicosilada activaría algunas ramas 

efectoras de la inmunidad (complemento, células presentadoras, fagocitos), lo cual resultaría en 

la amplificación de las señales inflamatorias. De acuerdo con este modelo, los N-glicanos 

agalactosilados, especialmente en la IgG, serían un factor clave para un bucle de amplificación 

inflamatoria y no meramente un marcador de inflamación y edad (Figura 24) (Dall’Olio et al., 

2013, 2018).  

 

Figura 24. Esquema hipotético del círculo (loop) vicioso entre alteraciones de la glicosilación 

(especialmente, agalactosilación), activación inmune e inflammaging. Hipótesis de Dall’Ollio et al., 

(2013). Elaboración de los autores. 

Sea o no un auténtico factor (que interviene en el proceso causal) de envejecimiento patológico 

e inflamatorio, las alteraciones en la glicosilación se han propuesto como herramienta para la 

medición de la edad biológica en contraposición a la cronológica (Vanhooren et al., 2007, 2009, 

2010), así como para la monitorización de la evolución tras los tratamientos. Los cambios en la 

glicosilación de la IgG, de modo similar al GlycoAge test que se ha descrito con el N-glicoma, han 

dado lugar a un test comercial que pretende cuantificar la edad biológica (véase 

https://glycanage.com/) (Kristic et al., 2014; Mijakovac et al., 2022). 

El resto de alteraciones referidas a los GPs aislados y sus combinaciones han sido menos 

estudiados en la literatura. Por ejemplo, el aumento de de los N-glicanos oligomanosa (en 

nuestro estudio, GP6 y GP11) aumentan con el paso de los años en ambos sexos, aspecto no 

descrito, en nuestro conocimiento. Estos N-glicanos forman parte como componente de la 

primera dimensión de N-glicanos sencillos que caracterizan el primer cluster (ver más adelante) 

identificado en nuestra serie en el análisis de componentes principales, asociado a mayor edad 

https://glycanage.com/
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y a comorbilidad con datos inflamatorios. Una revisión reciente ha destacado el papel de los N-

glicanos oligomanosa en algunas enfermedades con defectuoso plegamiento de proteínas, 

incluidas varias asociadas a la edad (Kuribara y Totani, 2022). En animales de experimentación, 

los N-glicanos oligomanosa aumentan en el tejido cardíaco conforme éste envejece (Franzka et 

al., 2021) 

Como ya se ha comentado, el estudio previo más comparable con el nuestro, por diseño, técnica 

glicómica y tamaño muestral es el del grupo de Gordan Lauc en Croacia (Knezevic et al., 2010). 

En nuestro trabajo hemos observado que los N-glicanos más complejos, como los tetra-

antenarios (A4) y los tetragalactosilados (G4), son más abundantes en los hombres, pero 

aumentan con la edad en las mujeres hasta igualarse en edades avanzadas. Este hallazgo no se 

confirma en el estudio mencionado (Knezevic et al., 2010), en el que la abundancia de estos N-

glicanos A4 y G4 fue ligeramente mayor en mujeres. De modo similar, Ding et al. (2011) también 

comunicaron una mayor abundancia de A4 en en mujeres. En dicho estudio, los N-glicanos A4 

tendieron a aumentar con la edad, sobre todo en las mujeres, mientras que los G4 tendieron a 

disminuir con la edad en ambos sexos (Knezevic et al., 2010). Hay que tener en cuenta, en 

cualquier caso, que la abundancia de esta forma de N-glicanos es baja.  

En nuestro estudio, los N-glicanos trigalactosilados (G3) y los triantenarios (A3) se observaron 

más abundantes en las mujeres que en los hombres, con poca variación con la edad, salvo un 

significativo incremento de los G3 en las mujeres. Estos hallazgos son similares a los observados 

por Knezevic et al. (2010). En una serie pequeña de individuos japoneses centenarios (media 106 

años) se detectó una alta abundancia de N-glicanos multi-antenarios (y multi-sialilados) en 

comparación a los controles de edad avanzada (media, 71 años) y a los sujetos más jóvenes 

(media, 30 años) (Miura et al. 2015). Esta abundancia de N-glicanos complejos se ha observado 

en enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Pawłowski et al. 1986; Sarrats et al. 2010; 

Miyahara et al. 2013, Keser et al. 2017; Adua et al. 2019). En este aspecto, refiriéndonos 

concretamente a las formas tetra-antenarias (A4) y tetragalactosiladas (G4), los hombres 

tendrían niveles mayores de abundancia que las mujeres hasta edades muy avanzadas, en las 

que tenderían a igualarse ambos sexos. 

La fucosilación es un elemento importante en la salud y en muchas enfermedades (Becker y 

Lowe, 2003). En nuestro estudio hemos observado que la fucosilación central (core) disminuye 

con la edad en ambos sexos, sin diferencias entre ellos. Este hallazgo es concordante con los de 

estudios previos (Vanhooren et al. 2007; Knezevic et al. 2010; Lu et al. 2011; Ruhaak et al. 2011; 

Pucic et al. 2012). La fucosilación periférica (outer-arm), por el contrario, aumenta hasta edades 
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medias de la vida y se estabiliza a partir de ahí, también en ambos sexos, con un ligero 

predominio en mujeres. Los hallazgos son ligeramente distintos de los reportados por el 

mencionado grupo croata (Knezevic et al., 2010), en los que la fucosilación periférica fue, en 

conjunto, mayor en los hombres, con una tendencia a aumentar en éstos con la edad a la par 

que a disminuir en las mujeres. Hay que tener en cuenta que, en circunstancias como ésta en las 

que los cambios con la edad no siguen un curso lineal, la simple estimación del efecto de la edad 

con una prueba de correlación lineal (Knezevic et al., 2010) puede ofrecer resultados engañosos. 

La sialilación en los glicanos de las proteínas es importante en muchos procesos patológicos 

(Sillanaukee et al., 1999). De acuerdo con nuestros datos, la sialilación es el fenómeno más 

irregular en su comportamiento con la edad. Como ya se ha comentado más arriba, los N-

glicanos asialilados (S0) tienden a aumentar con la edad, de modo no significativo y sin diferencia 

entre hombres y mujeres, lo cual es congruente con el descenso ya mencionado de N-glicanos 

sin galactosas, a las cuales se unen los residuos de ácido siálico. Este rasgo S0 no se encuentra 

analizado en el ya comentado estudio de Knezevic et al., (2010). En los N-glicanos monosialilados 

(S1) se observó una tendencia a la disminución con la edad en las mujeres, no significativa en el 

caso de los hombres, de modo similar a lo observado por Knezevic et al. (2010), sin diferencias 

globales entre ambos sexos, como en el estudio mencionado. El comportamiento de los N-

glicanos disialilados (S2) fue también similar al referido en estudios previos (Knezevic et al., 

2010), con un nivel de abundancia global mayor en varones que en mujeres, y tendencia a 

disminuir con la edad en los primeros y aumentar en las segundas. En los N-glicanos trisialilados 

(S3) y tetrasialilados (S4) observamos diferencias entre hombres y mujeres a partir de edades 

medias, en parte coincidentes con la menopausia en la mujer. Los trisialilados (S3), tienen un 

descenso a partir de esa edad en los hombres, con ascenso continuo en las mujeres. Los 

tretrasialilados aumentan de modo paulatino con la edad en las mujeres hasta edades 

avanzadas, mientras que permanecen estables en los hombres en todos los rangos de edad 

edades. En lo que respecta a los S3, el grupo croata tampoco observó diferencias globales 

significativas entre hombres y mujeres y, de modo similar a nuestros datos, se observó una 

correlación positiva con la edad en las mujeres (Knezevic et al., 2010). En lo que respecta a los 

S4, en el estudio de Knezevic et al., (2010) no se observó tal correlación positiva con la edad en 

las mujeres. Este posible efecto hormonal en la sialilación no estaba, en nuestro conocimiento, 

descrito. Algún estudio previo había mencionado un mayor descenso con la edad de los ya 

mencionados N-glicanos biantenarios (A2) digalactosilados (G2) y fucosilados en mujeres que en 

hombres (Knezevic et al., 2010; Ding et al., 2011), atribuido al descenso de estrógenos en las 

mujeres, dado que éstos modifican la glicosilación (Kristic et al., 2014; Ercan et al., 2017), pero 
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ya se ha comentado que esto no se observó en nuestro estudio. En conjunto, en el estudio del 

grupo croata se encontraron más variaciones con la edad en las mujeres que en los varones, lo 

que también fue atribuido al posible efecto hormonal variable a lo largo de la vida (Knezevic et 

al., 2010). En nuestra experiencia, con las salvedades mencionadas, existen variaciones en 

número análogo en hombres y en mujeres de la serie. 

Por encima de todas estas visiones parcelares de la abundancia de N-glicanos con diferentes 

rasgos, nuestro estudio tenía como objetivo el análisis de componentes principales como una 

herramienta para simplificar la interpretación del N-glicoma. Dada la complejidad de la 

interpretación de los múltiples picos de N-glicanos en el cromatograma, unida al carácter 

composicional de los datos (su suma es 100%, lo cual quiere decir que el aumento porcentual 

de alguno de ellos supone obligadamente el descenso porcentual de los demás), el estudio 

incluyó, además del uso de técnicas estadísticas apropiadas para este tipo de datos, la búsqueda 

de herramientas que simplifiquen su interpretación. El análisis de componentes principales ha 

mostrado ser una posible herramienta para reducir la complejidad en la interpretación de los 

datos composicionales del N-glicoma sérico. Mediante análisis de componentes principales de 

los 46 picos de N-glicanos del cromatograma, los individuos pueden agruparse en dos clusters 

principales, el primero de los cuales está fundamentalmente definido por los N-glicanos más 

sencillos (GP del 1 al 11, que son agalactosilados o monogalactosilados, monoantenarios o 

biantenarios, y asialilados, incluidos los oligomanosa), algunos asociados al envejecimiento y, 

como el caso de los N-glicanos agalactosilados, a la inflamación (como se ha comentado más 

arriba); el segundo cluster está fundamentalmente definido por los N-glicanos más complejos. 

De modo importante, los individuos del cluster asociado a los N-glicanos más sencillos presentan 

una mayor edad, mayores niveles de glucemia y de marcadores de glicación, mayores niveles de 

algunos marcadores de inflamación, menor tasa de filtrado glomerular y mayor tasa de 

comorbilidad. Si bien los individuos de este cluster tienen mayor edad que los del otro cluster, 

la pertenencia al cluster y los rasgos negativos asociados son independientes de la edad. Es decir, 

ajustando por edad (controlando por edad o manteniendo su efecto constante), los sujetos del 

cluster con los N-glicanos más sencillos presentan datos de mayor envejecimiento y algunos 

datos inflamatorios. En conjunto, los resultados sugieren que el N-glicoma sérico, analizado 

mediante técnicas sintéticas apropiadas, podría ser, en línea con la hipótesis del inflammaging, 

un marcador de envejecimiento inflamatorio no saludable. En nuestro conocimiento, esta 

aproximación global al N-glicoma no se había utilizado previamente. Serán necesarios estudios 

longitudinales futuros para mejor establecer si los cambios referidos en el N-glicoma sérico 

pueden ser un marcador pronóstico de envejecimiento no saludable y de mortalidad. 
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Nuestro trabajo incluyó un subestudio específico sobre la asociación entre los cambios en el N-

glicoma sérico y las enfermedades cardiovasculares arteriales (Objetivo 4 de los planteados). 

Como hallazgo principal, los individuos con enfermedad cardiovascular arterial presentan, en el 

análisis de componentes principales, mayor abundancia de N-glicanos de menor y mayor 

complejidad, con menor abundancia de N-glicanos de complejidad intermedia, aunque la 

enfermedad cerebrovascular es una excepción. De modo particular (Figura 25), un N-glicano 

bianteniario, digalactosilado y disialilado, con N-acetilglucosamina bisectriz (GP26), se asocia 

independientemente (tras ajustar por factores de confusión) y negativamente (con efecto 

protector) con la enfermedad cardiovascular arterial. 

 

Figura 25. Visión esquemática de algunos de los los resultados principales de la asociación del N-

glicoma sérico con las enfermedades cardiovasculares arteriales mediante el algoritmo selbal de R. 

El balance entre GP26 (en el numerador) y GP28 (en el denominador) se asocia 

independientemente, de modo negativo, con enfermedad cardiovascular arterial. Especialmente, 

la abundancia de GP26 se asocia negativamente (efecto protector) con la enfermedad 

cardiovascular, aunque, como se comenta en los métodos, una aproximación estadística más 

correcta al análisis de datos composicionales, como los presentes, no es estudiar la asociación de 

GPs aislados con determinado efecto, sino del balance (selbal) entre ellos. Véase cómo los N-

glicanos de numerador y denominador son muy similares (bianterarios, digalactosilados, 

disialilados, con N-acetilglucosamina bisectriz), estando su única diferencia principal en la presencia 

(GP28) o ausencia (GP26) de core-fucosilación. Elaboración de los autores. 

La asociación del GP26 con la enfermedad cardiovascular arterial es la más robusta de las 

encontradas, dado que este glicano está presente en casi todos los balances significativos del 

algoritmo selbal. Es más, su asociación con la enfermedad cardiovascular arterial está presente 

tras ajustar por otros factores de confusión en la escala ilr (es decir, con la media geométrica de 
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todos los demás GPs en el denominador). Es de destacar que el GP26 está molecularmente 

relacionado con el GP28, con la única diferencia de la core-fucosilación, presente en el GP28 y 

ausente en el GP26 (Figura 25). El balance entre GP26 y GP28 también se asoció de forma 

significativa con la enfermedad cardiovascular arterial. Esta relación es especialmente 

intrigante. En nuestro estudio no hemos estudiado la glicosilación específica de la IgG, pero en 

los estudios que han incluido el análisis del N-glicoma de esta glicoproteína (la IgG es la 

glicoproteína más abundante en el suero) una glicoforma igual al GP28 es el elemento principal 

en el diseño, ya mencionado, del glycan clock para predecir la edad biológica de un individuo 

(Kristic et al., 2014; Mijakovac et al., 2022). En nuestro conocimiento, estos hallazgos no se 

habían publicado previamente. El GP26 y el GP28 son dos glicoformas poco abundantes en el 

suero. El GP26 no se modifica sustancialmente con la edad y su abundancia es similar en 

hombres y en mujeres. El GP28 tiende a aumentar paulatinamente con la edad de forma similar 

en ambos sexos, aunque su abundancia se estabiliza a partir de edades medias de la vida, con 

una cierta mayor abundancia en hombres a partir de esa edad (Figuras 12 y 13; Tabla 4). 

De hecho, existen muy pocos estudios de asociación del N-glicoma sérico con la enfermedad 

cardiovascular arterial. Como ya se ha comentado en la introducción, en un estudio de tamaño 

muestral limitado, la enfermedad cerebrovascular silente de pequeño vaso demostrada por 

RMN, se asoció con una menor abundancia de N-glicanos core-fucosilados biantenarios 

digalactosilados y con una mayor abundancia de N-glicanos triantenarios fucoslilados (Vilar-

Bergua et al., 2015). Salvo el aspecto de la core-fucosilación, algunos elementos de los N-

glicanos mencionados podrían ser similares a los de los hallazgos del presente estudio, si bien, 

como ya se ha comentado en los resultados, la enfermedad cerebrovascular tuvo un 

comportamiento diferente al resto de enfermedades cardiovasculares arteriales, según 

nuestros datos. En otro estudio de mayor tamaño muestral, prospectivo, sobre el valor 

predictivo del N-glicoma sérico en la incidencia de diabetes tipo 2 y de enfermedades 

cardiovasculares (Wittenbecher et al., 2020) se observó que la abundancia de N-glicanos core-

fucosilados biantenarios monogalactosilados no sialilados se asoció significativamente con 

mayor riesgo cardiovascular en mujeres (Wittenbecher et al., 2020). Los hallazgos no son 

superponibles a los de nuestro estudio. Por último, en el estudio de Ruhaak et al. (2010), la 

abundancia de un N-glicano biantenario, monogalactosilado y sialilado se asoció negativamente 

con la historia de infarto agudo de miocardio.  

La asociación de variaciones en la glicosilación de proteínas con la enfermedad cardiovascular 

es mecanísticamente plausible, como ya se ha comentado (Huo y Xia, 2009; Scott et al., 2012; 
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Scott y Patel, 2013; Pu y Yu, 2014; Krishnan et al., 2015; Testa et al., 2015; Lemmers et al., 2017; 

Gudelj y Lauc, 2018; Sukhorukov et al., 2019; Cvetko et al., 2021; Kifer et al., 2021; Dashti et al., 

2021; Rudman et al., 2022). Sin embargo, en lo que respecta al N-glicoma como marcador de 

riesgo, serán necesarios estudios prospectivos longitudinales, con seguimiento, que confirmen 

o no las asociaciones encontrados en estudios como el presente, de diseño transversal. 
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1. El N-glicoma sérico se modifica sustancialmente con la edad y su evolución es, en parte, 

diferente en hombres y mujeres. 

 

2. En ambos sexos tienden a aumentar con la edad los N-glicanos sencillos como los 

agalactosilados (G0, relacionados con inflamación), mono-antenarios (A1), oligomanosa (OM) y 

no-sialilados (S0). 

 

3. En ambos sexos, la fucosilación central (core) disminuye con la edad; la fucosilación periférica 

(outer-arm) aumenta hasta edades medias de la vida y se estabiliza a partir de ahí, también en 

ambos sexos. 

 

4. Existe dimorfismo sexual en la evolución con la edad de N-glicanos complejos con altos niveles 

de ramificación, galactosilación y sialilación. 

 

5. Mediante análisis de componentes principales de los 46 picos de N-glicanos del 

cromatograma, los individuos pueden agruparse en dos clusters principales, el primero de los 

cuales está definido por los N-glicanos más sencillos y el segundo por los más complejos. Los 

individuos del cluster asociado a los N-glicanos más sencillos presentan una mayor edad, 

mayores niveles de glucemia y de marcadores de glicación, mayores niveles de algunos 

marcadores de inflamación, menor tasa de filtrado glomerular y mayor comorbilidad. 

 

6. Los individuos con enfermedad cardiovascular (con excepción de la cerebrovascular) 

presentan, en el análisis de componentes principales, mayor abundancia de N-glicanos de 

menor y mayor complejidad, con menor abundancia de N-glicanos de complejidad intermedia. 

La abundancia de un N-glicano bianteniario, digalactosilado y disialilado, con N-

acetilglucosamina bisectriz, no fucosilado, se asocia independiente y negativamente con la 

enfermedad cardiovascular. 

 

7. En conjunto, los resultados son concordantes con la idea de que el N-glicoma sérico podría 

ser, en línea con la hipótesis del inflammaging, un marcador de envejecimiento inflamatorio no 

saludable. 
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Resultados 
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Si Considere el uso de un diagrama de flujo 45 

Datos descriptivos 
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Si Número de participantes con datos ausentes en cada variable de interés 46-50 
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Si Estudios transversales: describa el número de eventos del efecto, o bien 
proporcione medidas resumen 

56 

Resultados principales 

Si Proporcione estimaciones crudas (no ajustadas) y, si procede, ajustadas por factores 
de confusión, así como su precisión (p. ej., intervalos de confianza del 95%). 
Especifique los factores de confusión por los que se ajusta y las razones para 
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81 

NA Si fuera pertinente, valore acompañar las estimaciones del riesgo relativo con 
estimaciones del riesgo absoluto para un período de tiempo relevante 

 

Otros análisis 

Si Describa otros análisis efectuados (de subgrupos, interacciones o sensibilidad) 81-85 

Discusión 

Resultados clave 

Si Resuma los resultados principales de los objetivos del estudio 96 

Limitaciones 

Si Discuta las limitaciones del estudio, teniendo en cuenta posibles fuentes de sesgo o 
de imprecisión. Razone tanto sobre la dirección como sobre la magnitud de 
cualquier posible sesgo 

91-94 

Interpretación 

Si Proporcione una interpretación global prudente de los resultados considerando 
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otras pruebas empíricas relevantes 

94-105 

Generabilidad 

Si Discuta la posibilidad de generalizar los resultados (validez externa) 94 
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En este estudio, de diseño transversal, se analiza el N-glicoma 
sérico de una población adulta de 1516 sujetos 
seleccionados al azar, con la finalidad de investigar su 
asociación con la edad, el género y la enfermedad 
cardiovascular.
Los resultados sugieren que el N-glicoma sérico podría ser un 
marcador de envejecimiento inflamatorio no saludable (de 
acuerdo con la hipótesis del inflammaging). Determinados 
cambios en el N-glicoma sérico se asocian a enfermedades 
cardiovasculares.


	Cambios en el N-glicoma sérico en relación con la edad y el sexo. Patrones asociados con comorbilidad general y con enfermedades cardiovasculares
	RESUMEN
	ABREVIATURAS UTILIZADAS
	ÍNDICE
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE TABLAS
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. La glicómica y el estudio del N-glicoma sérico
	1.2. El N-glicoma sérico en el envejecimiento en humanos
	1.3. El N-glicoma sérico en las enfermedades cardiovasculares en humanos

	2. OBJETIVOS
	3. MÉTODOS
	3.1. Diseño, ámbito y población del estudio
	3.2. Aspectos éticos
	3.3. Determinaciones principales
	3.3.1. Historial de tabaquismo
	3.3.2. Historial de consumo de alcohol
	3.3.3. Historial de actividad física habitual
	3.3.4. Definición de alteraciones metabólicas
	3.3.5. Cuantificación general de comorbilidad
	3.3.6. Cuantificación del riesgo cardiovascular
	3.3.7. Definición de enfermedad cardiovascular arterial
	3.3.8. Determinaciones analíticas de rutina clínica
	3.3.9. Determinación de marcadores de inflamación
	3.3.10. Determinación de marcadores de glicación y control glucémico
	3.3.11. Determinaciones de marcadores de glicosilación: análisis del N-glicoma sérico

	3.4. Análisis estadísticos
	3.4.1. Aspectos generales: el problema de los datos composicionales
	3.4.2. Aspectos específicos: Estudio 1 (objetivos 1-3)
	3.4.3. Aspectos específicos: Estudio 2 (objetivo 4)


	4. RESULTADOS
	4.1. Correlación entre los diferentes N-glicanos
	4.2. Comparación del N-glicoma entre hombres y mujeres
	4.3. Efecto de la edad en el N-glicoma en hombres y mujeres
	4.4. Análisis de componentes principales y definición de clusters
	4.5. Asociación específica del N-glicoma sérico con enfermedad cardiovascular arterial

	5. DISCUSIÓN
	5.1. Justificación general de los trabajos
	5.2. Fortalezas y limitaciones de los estudios
	5.2.1. Fortalezas de los estudios
	5.2.2. Limitaciones de los estudios

	5.3. Contextualización de los resultados

	6. CONCLUSIONES
	7. FUENTES REFERENCIADAS
	ANEXOS
	Anexo I Cuestionario y CRD empleado en el estudio
	Anexo II Autorizaciones Comité Ético de Investigación de Galicia
	Anexo III Lista de verificación de Strobe



