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PRESENTACION DE LA TESIS

PRESENTACION DE LA TESIS

Esta tesis ha sido realizada en la Unidad de Nutricidon y Cancer (UNAC), perteneciente
al Programa de Investigacion de Epidemiologia del Cancer (EPIC) del Instituto Catalan
de Oncologia y el Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL), entre el
afio 2021 y 2024, con la supervisién de la Dra. Paula Jakszyn Filosof. De los cuatro
articulos que dan origen a esta tesis, tres de ellos han sido publicados en revistas
internacionales de alto impacto. El Ultimo articulo se presenta actualmente como
manuscrito no publicado. El objetivo principal de la tesis ha sido profundizar en el
estudio del rol de los compuestos de las carnes procesadas y su relacion con el cancer
colorrectal, principalmente mediante la determinacion del nitrosilhemo y hierro hemo
en mas de 50 derivados carnicos. Todos los articulos originales de esta tesis se
desprenden del proyecto EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition) y abordan la determinacién del contenido de nitrosilhemo y hierro hemo en
derivados cdrnicos, la ingesta de estos compuestos en la poblacién espafiola y europea

y su relacién con el cancer colorrectal.

El estudio EPIC es uno de los estudios de cohortes mas grandes del mundo en relaciéon
a la nutricién y el cancer, con mas de medio millén de participantes reclutados en 10
paises europeos, que incluyen un periodo de seguimiento de aproximadamente 20
afos. Fue disefiado con el objetivo de investigar las relaciones entre la dieta, el estado
nutricional, el estilo de vida y factores ambientales, el riesgo, y la supervivencia de

cancer y otras enfermedades crdnicas.

El idioma de la tesis es en castellano, aunque hay secciones escritas en inglés (resumen
general de la tesis, material/métodos/resultados y conclusion). La estructura de la tesis
contempla las secciones de introduccién, justificacion e hipdtesis, objetivos,

metodologia y resultados, discusion, conclusién y referencias bibliograficas.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Title Processed Meat Consumption and Colorectal Cancer Risk: Main Compounds

Involved.

Introduction Diet is among the most important lifestyle determinants of colorectal
cancer risk, influenced by factors such as alcohol, fibre, and processed meats. In
October 2015, the International Agency for Research on Cancer issued a statement
based on sufficient epidemiological evidence, classifying processed meats as Group 1
(carcinogens for humans). However, the mechanisms explaining the relationship
between consumption of red and processed meats and colorectal cancer risk remain
unknown. Hypotheses have highlighted compounds like nitrosyl-heme and heme iron
as potential factors linked to this cancer type. Gathering data on the concentration of
these compounds in PM is crucial for investigating their intake-related disease

associations and providing solid evidence of association or causation.

Hypothesis Our main hypothesis is that the nitrosyl-heme and heme iron content in
processed meat products could explain the differences observed between fresh and
processed red meat in relation to colorectal cancer risk. Additionally, we believe that
the content of these compounds varies according to the different types of processed
meat and cooking methods. We also propose that the intake of nitrosyl-heme and
heme iron from these products varies based on numerous sociodemographic, regional,
and lifestyle factors. Furthermore, we believe that the intake of these compounds may
be associated with an increased risk of colorectal cancer and that this association could
vary depending on tumour location. Lastly, we hypothesise that other risk factors may

interact, modifying the association with this type of cancer.

Objectives Obtain reliable representative data on the composition of nitrosyl-heme
and heme iron in meat derivatives consumed in Spain. Estimate their intake in a
sample of the Spanish population and describe differences in consumption according
to sociodemographic and lifestyle variables. Evaluate colorectal cancer risk in relation
to the intake of these compounds in a sample of the Spanish population. Additionally,

extrapolate nitrosyl-heme iron data from Spanish meat derivatives to European meat
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derivatives. Finally, assess colorectal cancer risk in relation to the intake of this
compound in a larger, more heterogeneous sample than the previously-mentioned

Spanish sample.

Methods We used data from the EPIC study (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) to obtain a list of meat derivatives consumed by the Spanish
population sample (EPIC-Spain). To obtain reliable representative data on the content
of nitrosyl-heme and heme iron in meat derivatives, they were analysed using direct
laboratory measurements: the Hornsey spectrophotometric method and High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). After relevant exclusions, the intake of
these compounds was estimated in a sample of 38,471 healthy volunteers from five
Spanish regions, describing differences in observed consumption according to their
sociodemographic and lifestyle variables. Dietary intake was assessed through a
validated dietary history questionnaire collected at EPIC recruitment. To examine the
association between the intake of nitrosyl-heme and heme iron from meat derivatives
and colorectal cancer risk, it was evaluated in 577 colorectal cancer cases within the
same EPIC-Spain cohort. Prevalent cancer cases, those lost to follow-up, and subjects
with implausible dietary information were excluded from the study. Only meat
derivative consumers were considered. The final studied population consisted of
38,262 individuals (23,546 women and 14,716 men). Cox proportional hazards
regression models were used to calculate hazard ratios (HR) and 95% confidence
intervals (Cl). Data on nitrosyl-heme and heme iron content from Spanish processed
meats were extrapolated to European processed meats registered in the EPIC study.
The association between the intake of these compounds and colorectal cancer risk was
examined in a larger, heterogeneous population with a total of 5,115 colorectal cancer

cases.

Main Results Regardless of the methodology used, significant variability was observed
in determining nitrosyl-heme and heme iron in meat derivatives. However, the HPLC
method provided more useful information, allowing for a more accurate assessment of
these compound consumptions in the Spanish population. Regarding the consumption
of these compounds, significant differences were observed according to various
sociodemographic and lifestyle variables. Although nitrosyl-heme and heme iron
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content were low in "jamdn serrano" and “jamdn cocido/jamon de york”, they were
the most consumed items by the cohort, significantly contributing to the dietary intake
of these compounds. Studying the relationship between the intake of these
compounds and colorectal cancer risk in the EPIC-Spain cohort did not show
statistically significant associations (HRy3ys71: 0.98 (95% Cl: 0.79-1.21); HRy3ys11: 0.88
(95% Cl: 0.70-1.10) for nitrosyl-heme and heme iron intake with colorectal cancer risk,
respectively). After extrapolating the data to the European cohort, no statistically
significant associations were found between sex-specific nitrosyl-heme consumption

and colorectal cancer risk (HR13vs11: 1.01 (0.93-1.09).

Conclusions The determination of nitrosyl-heme and heme iron through laboratory
analytical methods, specifically using the HPLC method, allows for a more accurate
assessment of the intake of these compounds in the Spanish population, offering more
precise estimates than those found in previous literature for European populations.
However, the variability of heme, nitrosyl-heme, and curing efficiency remains high,
highlighting the need for more detailed databases of meat products in each country.
Regarding colorectal cancer risk, our findings suggest that there is no significant
association between the intake of nitrosyl-heme and heme iron and this risk. Given the
current limited evidence and studies on this association, as well as the underlying
biological mechanismes, it is crucial to conduct further research. This should include
repeated assessments of processed meat intake to clarify these links and better

understand their effects on public health.
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RESUMEN

Titulo Consumo de carnes procesadas y riesgo de cancer colorrectal: principales

compuestos involucrados.

Introduccidn La dieta esta entre los determinantes de estilo de vida mas importantes
del riesgo de cancer colorrectal (CCR), debido a factores como el alcohol, la fibra y las
carnes procesadas. En octubre de 2015, la Agencia Internacional de Investigacion en
Cdncer clasificé a las carnes procesadas en el grupo 1 (cancerigenos para los humanos),
basandose en suficiente evidencia epidemioldgica. Sin embargo, los mecanismos que
pueden explicar la relacidn entre el consumo de carnes rojas/procesadas y el riesgo de
CCR siguen siendo desconocidos. Se han propuesto compuestos como el nitrosilhemo
y el hierro hemo como posibles responsables de esta relacién. Disponer de datos sobre
los niveles de estos compuestos en carnes procesadas es fundamental para estudiar la
relacion entre su ingesta y la aparicién de enfermedades y asi poder aportar evidencias

solidas de asociacion o causalidad.

Hipdétesis Nuestra principal hipotesis es que el contenido en nitrosilhemo y hierro
hemo de los derivados carnicos, podria explicar el porqué de las diferencias
encontradas entre la carne roja fresca y procesada, en relacion al riesgo de CCR.
Creemos que el contenido de estos compuestos difiere segun los diferentes tipos de
derivados carnicos y técnicas de coccion, asi como su ingesta podria variar segun
variables sociodemograficas, regionales y de estilo de vida. Ademas, la ingesta de estos
compuestos creemos que podria estar asociado al aumento de riesgo de CCR y que
este riesgo podria diferir segin localizacion tumoral. Por ultimo, se hipotetiza que
otros factores de riesgo podrian interactuar modificando la asociacién con este tipo de

cancer.

Objetivos Obtener datos representativos fiables sobre la composicidon de nitrosilhemo
y hierro hemo en derivados carnicos consumidos en Espaiia. Estimar su ingesta en una
muestra de la poblacién espafiola y describir las diferencias de su consumo segun
variables sociodemograficas y de estilo de vida. Evaluar el riesgo de CCR en relacién a

la ingesta de estos compuestos en una muestra de la poblacion espafiola. Por otro
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lado, extrapolar los datos de nitrosilhemo de derivados carnicos espafioles a derivados
carnicos europeos. Y, por ultimo, evaluar el riesgo de CCR en relacién a la ingesta de

este compuesto en esta muestra europea, mas grande y heterogénea que la anterior.

Métodos Se utilizaron datos del estudio EPIC (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) para adquirir una lista de derivados carnicos consumidos por la
muestra de la poblacién espafiola (EPIC-Espafia). Para obtener datos representativos
fiables del contenido de nitrosilhemo y hierro hemo de los derivados cdrnicos, se
analizaron mediante mediciones directas de laboratorio: método espectrofotométrico
de Hornsey y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés).
Tras las exclusiones pertinentes, se estimd la ingesta de estos compuestos en una
muestra de 38.471 voluntarios sanos de cinco regiones espafiolas y se describieron las
diferencias de consumo encontradas segun sus variables sociodemograficas y de estilo
de vida. La ingesta dietética fue evaluada a través de un cuestionario de historia
dietética validado y recogido en el reclutamiento de EPIC. Para examinar la asociacién
entre la ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo de los derivados carnicos y el riesgo de
CCR, se evalud en 577 casos de CCR en la misma cohorte EPIC-Espafia. En este caso,
excluimos del estudio los casos de cancer prevalente y aquellos que se perdieron
durante el seguimiento, asi como los sujetos que presentaron una informacién
dietética implausible. Se tuvieron en cuenta sélo a los individuos consumidores de
derivados carnicos. La poblacién final estudiada consistié en 38.262 individuos (23.546
mujeres y 14.716 hombres). Se utilizaron modelos de regresion de riesgos
proporcionales de Cox para calcular las razones de riesgo y los intervalos de confianza
del 95%. Se extrapolaron los datos del contenido de nitrosilhemo de las carnes
procesadas espafiolas a las carnes procesadas europeas registradas en el estudio EPIC.
Se examiné la asociacion entre la ingesta de estos compuestos y el riesgo de CCR en

una poblacidn mas grande y heterogénea, con un total de 5.115 casos de CCR.

Resultados principales Independientemente de la metodologia utilizada, la
variabilidad encontrada en la determinacion del nitrosilhemo y hierro hemo en
derivados carnicos sigue siendo significativa. No obstante, el método HPLC ofrece

informacién mas util, permitiendo una evaluacion mas acertada del consumo de estos
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compuestos en la poblacién espafiola. Respecto al consumo de estos compuestos, se
observaron diferencias significativas seguln las diferentes variables sociodemograficas y
de estilo de vida. A pesar que el contenido de nitrosilhemo y hierro hemo fue bajo para
el “jamon serrano” y el “jamdn cocido/jamon de york”, fueron los items mas
consumidos por la cohorte, contribuyendo considerablemente a la ingesta dietética de
estos compuestos. Al estudiar la relacién entre la ingesta de estos compuestos y el
riesgo de CCR en la cohorte EPIC-Espafia, no se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas (HRyayst1: 0.98 (95% IC: 0.79-1.21); HRy3ys11: 0.88 (95%
IC: 0.70-1.10) para la ingesta sexo-especifica de nitrosilhemo y hierro hemo,
respectivamente). Tras extrapolar los datos a la cohorte europea, tampoco se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre el consumo especifico

por sexo de nitrosilhemo y riesgo de este tipo de cancer (HRysyst1: 1.01 (0.93-1.09).

Conclusiones La determinacién del nitrosilhemo y hierro hemo mediante métodos
analiticos de laboratorio, especificamente con el método HPLC, permite una
evaluacidn mas precisa de la ingesta de estos compuestos en la poblacién espafiola,
ofreciendo estimaciones mas exactas que las de la literatura previa para poblaciones
europeas. Sin embargo, la variabilidad del hemo, nitrosilhemo y la eficiencia de curado
sigue siendo alta, lo que suscita la necesidad de bases de datos de derivados carnicos
mas detalladas en cada pais. En cuanto al riesgo de CCR, nuestros hallazgos sugieren
gue no existe una asociacion significativa entre la ingesta de estos compuestos y dicho
riesgo. Dada la escasa evidencia y estudios hasta el momento acerca de esta
asociacién, junto con los mecanismos bioldgicos subyacentes, se subraya la
importancia de realizar mas investigaciones con mediciones repetidas de la ingesta de
carnes procesadas para clarificar estos vinculos y comprender mejor sus efectos en la

salud publica.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer Colorrectal
1.1.1 Aspectos generales de la enfermedad

El cdncer colorrectal es un tipo de cancer que afecta al colon o al recto. Dicha patologia
surge a partir de diferentes dafios en el ADN, que impactan en los protooncogenes, los
genes supresores de tumores y los genes responsables de la reparacién del ADN (1). El
tipo de cancer colorrectal mas comun es el adenocarcinoma, que representa entre el
90 y 95 por ciento de todos los tumores del intestino grueso (2). Los sintomas
principales del cdncer colorrectal incluyen sangrado colorrectal, cambios del habito
intestinal, pérdida de apetito, dolor abdominal y anemia por deficiencia de hierro (3).
Es importante sefialar que los sintomas y signos de este tipo de cdncer pueden ser
similares a los de afecciones comunes como las hemorroides y el sindrome del
intestino irritable (4,5). Se trata del cancer mds diagnosticado en el mundo después del
de mama y de pulmdn y representa la segunda causa de muerte por céncer para

ambos sexos alrededor del mundo (6).

1.1.2 Patogénesis y causas

Ciertos habitos de estilo de vida y caracteristicas personales, considerados factores de
riesgo, pueden aumentar la probabilidad de desarrollar pdlipos o cancer de colon (7).
Entre estos factores, destaca que los individuos que cuentan con un familiar de primer
grado con historial de esta enfermedad presentan un riesgo significativamente mayor.
Este riesgo aumenta todavia mas si ese familiar es diagnosticado antes de cumplir los
50 anos de edad o si mas de un familiar de primer grado esta afectado.
Aproximadamente del 2% al 5% de los diagndsticos de cancer colorrectal estan
vinculados a mutaciones genéticas hereditarias que incrementan la probabilidad de
desarrollar cancer e influyen en las estrategias de tratamiento (8). La predisposicidén
genética, los factores medioambientales o una combinacién de ambas pueden
contribuir a que algunos cénceres sean hereditarios (9-11). Las dos condiciones
hereditarias principales son la poliposis adenomatosa familiar y el cancer colorrectal

hereditario sin poliposis.
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Antecedentes de polipos adenomatosos

Poseer un historial de pélipos adenomatosos (adenomas) aumenta el riesgo de cancer
colorrectal. Este riesgo es especialmente significativo cuando existen una cantidad
considerable, si son de gran tamafio o si alguno de ellos muestra signos de displasia.
La displasia se refiere a las células del revestimiento del colon o recto que parecen
anormales sin ser cancerosas en ese momento. Ademas, el hecho de haber pasado un
cancer colorrectal, incluso si se ha extirpado completamente, causa una mayor
probabilidad de desarrollo de nuevos canceres en distintas dreas del colon y recto.

Este riesgo aumenta si la enfermedad se pasé en una etapa temprana de la vida (9).

Antecedentes de cancer colorrectal hereditario sin poliposis (sindrome de Lynch)

El sindrome de Lynch destaca como el sindrome hereditario mas prevalente vinculado
al cancer colorrectal, abarcando entre el 2-4% de nuevos diagndsticos (12,13). Se
caracteriza por un predominio de canceres en el lado derecho del colon y una
tendencia a desarrollar canceres colorrectales sincrénicos y metacrénicos (14,15). Las
personas con sindrome de Lynch tienen mas probabilidades de padecer cdncer
colorrectal u otros tipos de cancer a una edad mds temprana (antes de los 50 afios)

(13).

Otras causas establecidas de cancer colorrectal

Tabaco

Fumar 40 cigarrillos (2 paquetes) por dia incrementa el riesgo de cancer colorrectal en
un 40% vy casi duplica el riesgo de muerte por esta enfermedad (9,16,17). Un
metaanalisis realizado en 2020 confirma la asociacion establecida en el ultimo informe
del World Cancer Research Fund Institute y el American Institute for Cancer Research
Continuous Update Project (por sus siglas en inglés WCRF/AICR CUP) entre el
tabaquismo y el aumento de riesgo de cancer colorrectal. Esta asociacién se muestra

en forma dosis dependiente con la intensidad y duracién del habito tabaquico (18).
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Antecedentes de enfermedad inflamatoria intestinal cronica

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) se caracteriza por una inflamacidn
prolongada en el colon. Las personas con Ell crénica, especialmente las que no reciben
tratamiento, suelen desarrollar displasia. No obstante, con el tiempo, pueden
evolucionar hacia cancer. Padecer Ell, colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn

implica un aumento de riesgo de desarrollar cancer colorrectal (9,16,17).

Factores protectores

Medicamentos

El uso a largo plazo (cinco afios o mas) de al menos 75 mg al dia del farmaco
antiinflamatorio no esteroideo aspirina puede reducir el riesgo de cancer colorrectal.
La terapia hormonal en mujeres posmenopdausicas también disminuye el riesgo de este

tipo de cancer (10).

1.1.3 Aspectos clinicos: Sintomas, tratamiento y pronostico

En las etapas iniciales del cancer colorrectal, los sintomas pueden ser leves o
inexistentes, aunque podria haber indicios tempranos. Estos sintomas podrian no
manifestarse hasta que la enfermedad haya avanzado a la etapa 2 o mas (19) y varian
desde la poblacién en general hasta aquellos individuos que se atienden en la atencién
primaria y en la atencién secundaria (20). Cabe destacar que los sintomas y signos de
cancer colorrectal pueden coincidir con los de afecciones comunes como las
hemorroides y el sindrome del intestino irritable (4,5). Los sintomas mds comunes en
etapas tempranas incluyen el sangrado colorrectal (12-24%) (20-22), cambios del
habito intestinal (4-40%) (20,23,24), pérdida de peso (2,3-39%) (23,24), dolor
abdominal (15,1-17,2%) (23,25) y anemia por deficiencia de hierro (1-20%) (26,27).

El enfoque terapéutico dependerd de la etapa de cancer colorrectal en que se
encuentre el paciente, si bien los mas frecuentes son: cirugia, radioterapia,
guimioterapia, terapia dirigida e inmunoterapia (28). En aquellos casos de cancer
metastdsico la quimioterapia sistémica es el tratamiento primario, aunque el
tratamiento puede incluir una combinacion de los mencionados previamente (28).

Gracias a los avances en el tratamiento, el panorama del cancer colorrectal esta
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evolucionando de una enfermedad mortal hacia una que se vuelve cada vez mas

tratable (29).

Figura 1. Estadios del cancer colorrectal de acuerdo con la American Cancer Society (30)
El prondstico de cancer colorrectal en términos de supervivencia es relativamente
bueno (31), aunque presenta notables variaciones entre los paises con altos ingresos,
la edad y el estadio en el momento del diagndstico (32). Para el cancer colorrectal
metastasico (estadio 1V), la supervivencia a 5 afios es del 14% (33) mientras que para
estadios mds tempranos las tasas de supervivencia relativas a 5 afios se encuentran
entre el 73-91% dependiendo de la etapa en el momento del diagndstico (localizado o

regional) (33).

1.1.4 Epidemiologia
1.1.4.1 Carga global

Resultados del Observatorio Mundial del Cancer, especificamente de la plataforma
GLOBOCAN (por sus siglas en inglés), mostraron que en 2022 se diagnosticaron 1,93
millones de nuevos casos de cdncer colorrectal (equivalentes a casi un 10% de la
incidencia mundial de cancer). Las muertes asociadas al cancer colorrectal se situaron
en casi 1 millén de muertes alrededor del mundo. Se trata del tercer cdncer que mas
se diagnostica en el mundo después del de mama y el de pulmdén. Ademas, es la

segunda causa principal de muerte por cancer en ambos sexos alrededor del mundo
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(6). El cancer colorrectal presenté el mayor riesgo de incidencia y mortalidad por este
tipo de cancer, representando el 38,5% del riesgo total de desarrollar y el 28,2% de
morir por canceres gastrointestinales, seguido por canceres de estdmago, higado,
esofago, pancreas y vesicula biliar (34). En Espafia, se estima que se detectaron 41.661
nuevos casos de cancer colorrectal en 2022 con un total de 16.246 casos en mujeres
(39%) y 25.415 casos en hombres (61%), lo que lo convierte en el tumor mas

diagnosticado en el pais (35).

1.1.4.2 Prevencion

La evidencia disponible hasta el momento sefala que es posible llevar a cabo medidas
de prevencion primaria contra el cancer colorrectal. Al menos el 70% de los casos de
cancer de colon podrian ser evitados mediante modificaciones en la dieta y el estilo de
vida (36). La prevencidn secundaria se centra en grupos poblacionales con un riesgo
promedio o superior de desarrollar la enfermedad. Actualmente, estos grupos
comprenden a la poblacién general con mayor riesgo debido a la edad, individuos
pertenecientes a familias con cancer colorrectal hereditario y pacientes que padecen
Ell crénicas y extensas (37). Los programas de cribado se enfocan principalmente en
personas de 50 a 55 afios en adelante, ya que esta poblacidén tiene un mayor riesgo de
desarrollar adenomas y cancer (38). Existen varios métodos disponibles para la
deteccidn del cancer colorrectal, de los cuales destacan las pruebas basadas en heces:
prueba inmunoquimica fecal, prueba de sangre oculta en heces, prueba de ADN en
heces de multiples objetivos o mas recientemente la sigmoidoscopia flexible y la
colonoscopia (37,39). Ademas, la colonografia por tomografia computarizada, un
método de imagen basado en tecnologia de escaneo, se ha desarrollado como una

técnica de visualizacion menos invasiva para la deteccién de cancer colorrectal (40).

1.1.4.3 Incidencia

Segun los datos del GLOBOCAN en 2022, el cancer colorrectal es el tercer cancer mas
comun en el mundo (6), representando aproximadamente el 7% de nuevos
diagnodsticos de cancer (41). En Espafa, es el segundo tumor mas frecuente en
hombres, después del cancer de prostata, y en mujeres, después del cancer de mama.

La incidencia del cancer colorrectal en 2023 siguidé siendo mayor en hombres (24.385
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casos, 61%), que en mujeres (15.818, 39%). En total, representd casi el 15% de todos
los tumores diagnosticados en ese mismo aino (35,42). En relacién a las provincias de
Espaia (Figura 2), Castilla y Ledn presentd las tasas de incidencia mas altas, seguido de
Galicia y Asturias (con 126.000, 113.000 y 108.000 casos nuevos por cada 100.000
habitantes, respectivamente) (35). Por el contrario, Ceuta y Melilla representaron las
provincias con menos tasas de incidencia (con 60.000 y 55.000 casos nuevos por cada
100.00 habitantes, respectivamente).
Ranking de nuevos casos por 100.000 habitantes por tipo de cancer

Mama 144
Prostata 143
Pulmdn 64 ~“

Vejiga 45

Otros de piel 30

Linfoma No-Hodgkin 19
Pancreas 19
Rifign 18

Estdmage 15

0 50 100 150
Figura 2. Tasas de incidencia de cancer colorrectal segun las provincias de Espafia, 2023 (35)

En ciertas regiones con altas tasas de cancer colorrectal, se ha observado una
reduccion de la incidencia atribuida a cambios generales en el estilo de vida, como la
disminucion del habito de fumar y la implementacién de pruebas de deteccidn. A partir
del 2000 se observé una mejora mas acelerada, atribuida en gran medida al aumento
en el uso de la colonoscopia como método de deteccion y la eliminacidn de lesiones

precursoras (38,43,44).

1.1.44 Mortalidad

El cancer colorrectal es la segunda causa de muerte por cancer a nivel mundial, con un
total de 881.000 muertes estimadas para 2018. Para ese mismo afo, el cancer de
colon se situé como el quinto cdncer mas mortal con unas 551.000 muertes,
comprendiendo el 5,8% de todas las muertes por cancer. Por otro lado, el cancer de
recto fue el décimo mas mortal con un total de 310.000 muertes, lo que constituye un

3,2% de todas las muertes por cancer (45). Los ultimos datos registrados para 2022,
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muestran un aumento de mortalidad por este tipo de cancer, llegando a un total de
903.853 muertes esperadas alrededor del mundo, de las cuales se atribuyen 499.715 y
404.138 muertes para hombres y mujeres, respectivamente (6). En los paises de la
Unidn Europea, se estimd que el cancer colorrectal representaba el 12,1% de todas las
muertes por cancer, manteniéndolo como el tercer cancer mas frecuente (después del
cancer de pulmén y de mama) y la segunda causa de muerte por cancer (después del
cancer de pulmédn) (6). Las tasas de mortalidad estandarizadas por edad mas bajas en
Europa se encontraron en Albania con un 4,9/100.000 habitantes, seguido por Suiza

(7,9/100.000 habitantes) y Austria (8,4/100.000 habitantes) (6).

100 000, Mortality, Both sexes.szo

ASR (World) per 100960
—
-

Figura 3. Mortalidad estimada de cancer colorrectal (Globocan, ambos sexos) (6)

En Espafia, los datos mds recientes correspondientes a 2023 estimaron un total de
15.2385 muertes, de las cuales se atribuyen 9.077 y 6.307 muertes para hombres y
mujeres, respectivamente (35). En ese afio, las tasas de mortalidad se situaron en
32/100.000 habitantes, siendo Castilla y Ledn la provincia con tasas de mortalidad mas
elevadas y Ceuta con las mas bajas (57/100.000 y 15/100.000 habitantes,

respectivamente) (35).
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1.1.4.5 Supervivencia

A diferencia de los patrones de incidencia y mortalidad, las mejoras en el tratamiento
de cancer colorrectal han dado lugar a un aumento de la supervivencia con el tiempo.
Generalmente, como resultado de la extirpaciéon de pdlipos y otros esfuerzos de
deteccion temprana como son la sensibilidad mejorada de los procedimientos de
diagndstico y estratificacion. La introduccién de mejores pruebas de deteccién puede
haber incrementado inicialmente las tasas de incidencia debido al diagndéstico de esta
enfermedad no diagnosticada previamente, pero ha reducido la mortalidad a largo
plazo gracias a la eliminacion de pdlipos precancerosos o sin metdstasis (44). Desde las
ultimas décadas, las tasas de supervivencia de pacientes con canceres locales y
regionales diseminados han mejorado significativamente. No obstante, este progreso
no se ha observado en aquellos pacientes con la enfermedad avanzada vy/o
metastdsica (aproximadamente el 45% de los pacientes diagnosticados mueren por la
enfermedad a pesar del tratamiento) (46).

El cancer colorrectal es generalmente asintomatico. Cuando aparecen los sintomas
como el sangrado rectal, anemia o dolor abdominal, la mayoria de los pacientes ya se
encuentran en un estadio avanzado, maligno y/o metastasico. Es por ello que los
programas de deteccidn se han propuesto e implementado ampliamente en los paises
desarrollados con el objetivo de cambiar esta distribuciéon del cancer colorrectal en

etapas tempranas y mejorar los resultados de la terapia (47).

En los paises de la Unidn Europea, la tasa de supervivencia a cinco afios para el cancer
de colon ha experimentado una mejora notable. Entre los periodos de tiempo 2000-
2004 y 2010-2014, esta tasa aumentd del 54% al 60%. En el caso del cancer de recto,
también se observa una mejora en la supervivencia a los cinco afos, pasando del 52%

al 58% durante el mismo intervalo (48).

En Espafia, las tasas de supervivencia a 5 afios para las personas con cancer colorrectal
alcanza el 65% (49). Sin embargo, estas tasas pueden diferir considerablemente segun
localizacion tumoral y el estadio de la enfermedad. En este sentido, la tasa de
supervivencia a 5 afios para personas con cancer de colon en estadio localizado es del

90%, mientras que para aquellos con estadio avanzado es inferior al 10%. Para el
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cancer de recto, estas tasas van del 70% a menos del 20%, dependiendo del estadio en

que se encuentre la enfermedad (49,50).

1.1.4.6 Prevalencia

Los paises de la Unién Europea donde observamos mdas incremento en las tasas de
prevalencia a 5 afios de cancer colorrectal son Dinamarca, Noruega, los Paises Bajos,

Hungria, Croacia, Portugal, Eslovaquia y Espaiia (6).

Estimated number of prevalent cases (5-year), as a proportion (World), Both sexes, in 2022
Colorectum

Denmark 1706 Greece 881
Norway 1619 Luxembourg 803
The Netherlands 1541 Moldova 803
Hungary 1456 Bosnia Herzegovina 798
Croatia 1335 Cyprus 795
Portugal 1234 Latvia 775
Slovakia 1161 Austria 71
Spain 1160 q Ukraine 742
Ireland 1158 Uthuania 733
Sweden 1.5 North Macedonia 708
Iceland 107 Montenegro 678
>
France (metropolitan) 1104 Albania 35
~
United Kingdom 1085
Estonia 107.0
Slovenia 106.9
.
Czechia 1052
Belarus 103.7
Poland 1036
Belgium 1032
Romania 1030
w/ Italy 102.1
Prevalence switzertand 95.8
I 115.8-170.6 I Not applicable Serbia 047
I 1043-1158 No data
94.5-104.3 Finland 946
79.7-94.5 Bulgaria 944
315-79.7
Russian Federation 935
o Maita 91.6
Germany 91,0
All rights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publ do not Imply the of any opinion Cancer TODAY | IARC
on the part of the World Health Organization / International Agency for Research on Cancer concerning the legal status of any country, territory, city or area o https://geo.iarc.who.int/today
of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate borderlines for which Data version: Globocan 2022 (version 1.1) - 08.02.2024
there may not yet be full agreement © All Rights Reserved 2024

Figura 4. Numero estimado de casos prevalentes (a los 5 afios) para todas las edades en
Europa (Globocan, ambos sexos) (6)

En Espaiia, la tasa de prevalencia a cinco afios para este tipo de cancer es de 267 por
cada 100.000 habitantes (Figura 5). En detalle, esta tasa es de 330 por cada 100.000
hombres y de 206 por cada 100.000 mujeres (35). Las provincias de Castilla y Ledn y

Galicia, son las que presentan mayor prevalencia.
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Ranking de prevalencia a 5 afios por 100.000 habitantes por tipo de cancer

Mama 620
Prostata 606

COIOITeClaI _ 257

Vejiga 160

t
R
Otros de piel 104
0 100 200 300 400 500 600

Figura 5. Tasa de prevalencia (a los 5 afios) para todas las edades en Espafia (ambos sexos) (35)

En relacion a los programas de detecciéon temprana de cancer de colon y de mama en
este mismo pais, se observd una disminucién en la cantidad de personas cubiertas (es
decir, aquellas que fueron invitadas a participar dentro de la poblacién elegible). Esta
disminucion fue mds notable durante los primeros tres meses de la pandemia y en el
programa de cancer colorrectal. Esto se debid principalmente a las caracteristicas
especificas del programa que dificultaron su reanudacion o la llevaron a reanudarse
mas tarde. Estos hechos sugieren que en los aflos posteriores a 2020 se podria
observar un aumento en los diagndsticos de cancer en etapas mas avanzadas debido a

los retrasos en el diagndstico (51).
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1.1.5 Etiologia
1.1.5.1 Factores de riesgo de estilo de vida del cancer colorrectal

El informe del WCRF/AICR CUP publicado en 2018, presenta investigaciones globales
sobre como ciertos factores de estilo de vida afectan el riesgo de desarrollar o prevenir
cancer colorrectal (10). En este informe, se recoge el nivel de evidencia cientifica
disponible sobre como la dieta, la nutricion y la actividad fisica influyen en la
prevencion y la supervivencia de este tipo de cancer. En total, este informe analizé 99
estudios de todo el mundo, que incluyeron a mas de 29 millones de adultos y mas de
247.000 casos de céncer colorrectal. Dicho informe clasifica la evidencia en diferentes

grados:

! Convincente: Existe evidencia lo suficientemente fuerte para apoyar una relacién

causal convincente.

2 Probable: Existe evidencia lo suficientemente fuerte para apoyar una relacion causal

probable.

? Sugestiva - limitada: La evidencia es demasiado limitada para permitir una relacién

causal probable o convincente.

* Limitada - inconclusa: La evidencia es demasiado limitada para llegar a una conclusién

firme.
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Tabla 1. Nivel de evidencia cientifica sobre el impacto de factores de estilo de vida en el riesgo
de céncer colorrectal, adaptada del Informe Diet, Nutrition, Physical Activity and Colorectal
Cancer del World Cancer Research Fund Institute y el American Institute for Cancer Research
CUP, 2018 (10)

DIETA, NUTRICION, ACTIVIDAD FiSICA Y CANCER COLORRECTAL

Reduce el riesgo Aumenta el riesgo

Actividad fisica’? Carne procesada®
Bebidas alcohdlicas®

Convincente Grasa corporals

FUERTE Altura alcanzada en la edad adulta®
EVIDENCIA Cereales integrales Carne roja’
Alimentos que contienen fibra dietética’
Probable Productos lacteos®
Suplementos de calcig®
Alimentos gue contienen vitamina C! Bajo consumo de verduras no almidonadas™
s . Pescado Bajo consumo de fruta'*
RESSIEE Vitamina D' Alimentos que contienen hierro hemo'®
Suplementos multivitaminicos'
EVIDENCIA Cereales (granos) y sus productos; patatas; grasa animal; pollo; mariscos y otros productos del
LIMITADA mar; composicion de acidos grasos; colesterol; acido graso n-3 de la dieta provenientes del
sin pescado; legumbres; ajo; fuentes no dietéticas de calcio; alimentos que contienen azlcares

. anadidos; azucar (sacarosa); café; té; cafeina; carbohidratos; grasa total; almidon; carga
conclusion glucémica; indice glicémico; folato; vitamina A, vitamina B&; vitamina E; selenio; bajo en grasa;
metionina; beta-caroteno; alfa-caroteno; licopeno; retinol; ingesta energética; frecuencia de las

comidas; patrones distéticos.

'Todos los tipos de actividad fisica: ocupacional, de hogar, transporte y recreativa.

?El panel concluye que la evidencia para el cancer de colon es convincente. No se llegd a ninguna
conclusidén para el cancer rectal.

* El término carne procesada hace referencia a las carnes conservadas por ahumado, curado o salado, o
mediante la adicién de conservantes quimicos.

*Basado en la evidencia de que la ingesta de aproximadamente 30g de alcohol al dia (2 bebidas al dia).

> La adiposidad corporal esta determinada por el indice de masa corporal (IMC), circunferencia de
cintura o indice cintura-cadera.

®La altura alcanzada en la adultez es poco probable que influya directamente en el riesgo de céncer. Es
un marcador de factores genéticos, ambientales, hormonales y nutricionales que afectan el crecimiento
desde la preconcepcidn hasta la finalizacidn del crecimiento lineal.

7Incluye tanto los alimentos que contienen naturalmente el componente como los alimentos a los que
se ha afiadido el componente. La fibra dietética se encuentra en alimentos de origen vegetal.

8 Incluye evidencia de la ingesta total de lacteos, leche, queso y calcio dietético.

? La evidencia se deriva de suplementos a una dosis superior a 200 miligramos por dia.

0°F| término "carne roja" se refiere a la carne de res, cerdo, cordero y cabra de animales domésticos.
Mg panel considera que la evidencia para el cancer de colon es limitada. No se llegd a ninguna
conclusién para el cancer rectal.

12 Incluye evidencia de alimentos que contienen vitamina D, vitamina D sérica y vitamina D
suplementaria.

B Las definiciones y categorizaciones de los suplementos multivitaminicos no estan estandarizadas.

' Se observé un mayor riesgo en ingestas bajas (inferiores a 100 gramos por dia).

> Los alimentos incluyen carne roja y procesada, pescado y aves de corral.
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Las variaciones en la relacion entre el riesgo de cancer colorrectal y las diferentes
localizaciones tumorales, especialmente en el colon, todavia no son bien
comprendidas. Sin embargo, algunos factores de riesgo estdn especificamente
asociados con esta localizacién tumoral (52). Un ejemplo es el caso de la actividad
fisica, que se ha visto que reduce de manera convincente® el riesgo de cancer de colon,

pero no tiene el mismo efecto en el cancer de recto.

Evidencia convincente

Carne procesada

El vinculo entre el consumo de carne procesada y el aumento de riesgo de cancer
colorrectal es sélido y respaldado por evidencia convincente® (10). Los estudios
analizados en el informe del International Agency for Research on Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés) mostraron un aumento de riesgo del 18% por cada 50 g/dia de
aumento de ingesta de carne procesada, clasificdandose como cancerigeno para los
humanos (Grupo 1) en el afio 2015 (53). El término “carne procesada” se refiere a
carnes conservadas mediante el ahumado, curado, salazén o la adicion de
conservantes quimicos. La carne procesada comparte similitudes con la carne roja en
su contenido de grasas, proteinas y hierro hemo, elementos que pueden estimular la
formacién de tumores mediante mecanismos explicados anteriormente (54). Ademas,
también suelen cocinarse a altas temperaturas, provocando una mayor exposicion a
aminas heterociclicas e hidrocarburos aromaticos policiclicos (54). Por otro lado, la
carne procesada es también una fuente de compuestos N-nitrosos de origen exdgeno

gue pueden tener un potencial cancerigeno (55,56).

Actividad fisica

La actividad fisica, incluyendo todos sus tipos: ocupacional, del hogar, transporte y
recreacién, disminuye el riesgo de cancer de colon con una evidencia convincente®
(10). Para el cancer colorrectal, se observé una asociacién inversa significativa con la
actividad fisica total, mientras que, para el cancer de recto no se observaron
asociaciones significativas con la actividad fisica total ni con la actividad fisica

recreativa (10).
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La actividad fisica puede tener un efecto positivo en la reduccion de la grasa corporal,
reduciendo la resistencia a la insulina y la inflamacidn, y, por tanto, ser beneficioso
para la disminucién del riesgo de cancer colorrectal. Sin embargo, no esta del todo
claro si la actividad fisica por si sola, sin estar acompafiada de pérdida de peso o de
mantener un peso adecuado, tiene un efecto significativo en estas vias (57). Se han
propuesto otros mecanismos para explicar el vinculo entre la actividad fisica y el
cancer colorrectal, donde destacan la funcidn inmunitaria, la secrecion de acidos
biliares, los cambios en el tiempo del transito gastrointestinal, y los perfiles lipidicos y
hormonales (58). Ademas, también se sugiere que el incremento de la presién arterial
y la frecuencia cardiaca durante el ejercicio provoca un mayor flujo sanguineo,
pudiendo disminuir la cantidad de células tumorales al fomentar la necrosis celular

(59).

Alcohol

El consumo de alcohol por encima de aproximadamente 30g al dia (alrededor de 2
bebidas por dia) es una causa convincente® de céncer colorrectal, segin lo publicado
por el informe del WCRF y el AICR (10). En diferentes estudios realizados en la cohorte
EPIC se constata esta asociacién causal para este mismo cédncer (60—63), destacando
un aumento importante de riesgo entre los participantes que bebian > de 3
bebidas/dia frente a los que bebian 1 bebida/dia (60). Particularmente, el riesgo era
mas alto entre aquellos individuos que bebian cerveza en comparacion con aquellos
gue bebian vino (64,65). Recientemente, se ha sugerido que el consumo de alcohol
aumenta el riesgo de céncer colorrectal en adultos jévenes (66—68) pudiendo ser
posible debido a que el consumo de alcohol ha ido aumentando en diversos paises

(69,70).

El principal mecanismo bioldgico detras de la relacién entre el consumo de alcohol y el
riesgo de cancer colorrectal estd probablemente relacionado con el acetaldehido
(metabolito del etanol), el cual puede ser carcinégeno y genotéxico (71-73). Este
metabolito puede interferir en mecanismos de reparacion del ADN (74) y generar

alteraciones en el equilibrio hormonal del cuerpo (75).
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Grasa corporal

Un aumento en la grasa corporal (caracterizado por el indice de masa corporal (IMC),
la circunferencia de cintura o la proporcién cintura-cadera) es una causa convincente’
de cancer colorrectal. Tener mds grasa corporal estd relacionado con modificaciones
en los patrones hormonales del cuerpo, pudiendo llevar a niveles mas elevados de
insulina y estimular el crecimiento de las células de cancer de colon y dificultar su
apoptosis (10). Se ha observado que niveles mas altos de insulina y del factor de
crecimiento insulinoide (/IGF-1, por sus siglas en inglés) en sangre estan vinculados con
un aumento de cancer colorrectal (76). Uno de los principales mecanismos detras de
esta asociacion es que la acumulacidon de grasa en el cuerpo también activa una
reaccion inflamatoria en el organismo, produciendo citoquinas proinflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa, por sus siglas en inglés), la interleuquina-6

(IL-6) y la proteina C reactiva (77,78).

Altura

La altura alcanzada por un adulto es una causa convincente® de aumento de riesgo de
cancer colorrectal (10). No obstante, es poco probable que la altura que alcance un
individuo tenga un efecto directo en el riesgo. Mas bien, la altura es un indicador de
una serie de factores genéticos, ambientales, hormonales y nutricionales que influyen
en el crecimiento desde el momento de la concepcidn hasta el final del periodo de
crecimiento lineal (79). Los mecanismos propuestos de esta relacién incluyen una
exposicidn mas intensa a factores de crecimiento, como la hormona de crecimiento, y
los factores de crecimiento similares a la insulina durante la nifiez y el inicio de la
adultez, junto con un exceso caldrico en los primeros afos de vida (79,80). Ademas, las
personas mas altas tienden a tener intestinos de mayor longitud, suponiendo mas
posibilidad de que exista un mayor riesgo de dafo en el ADN debido a la exposicién de

agentes mutagénicos y cancerigenos (79).
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Evidencia probable

Cereales integrales

Se considera cereal integral el arroz integral, el trigo integral, la avena, la cebada y el
centeno. Su consumo probablemente2 reduzca el riesgo de cancer colorrectal (10). Este
tipo de producto posee una gran variedad de nutrientes bioactivos y compuestos no
nutricionales que incluyen la vitamina E, selenio, lignanos, cobre, cinc, fitoestrégenos,
compuestos fendlicos y fibra dietética. Generalmente estos componentes se
encuentran en las capas externas del grano (salvado y germen) y poseen potenciales
propiedades anticancerigenas (81). El estudio EPIC ha demostrado asociaciones
inversas entre los indicadores de la ingesta de trigo integral y centeno y el riesgo de
cancer colorrectal (82). Por otro lado, los cereales integrales se ha observado que
pueden regular la respuesta glucémica (83) o que los acidos fendlicos pueden

estimular la actividad antioxidante (81,84).

Alimentos que contienen fibra dietética

La ingesta de alimentos que contienen fibra dietética probablemente2 reduzcan el
riesgo de cdncer colorrectal. Dentro de estos alimentos se incluyen aquellos que
contienen fibra tanto de forma natural como aquellos alimentos a los que se les ha

sido afiadida (10).

Detras de los mecanismos que puedan explicar esta asociacion inversa, se encuentra la
fermentacion bacteriana en el intestino grueso, formando acidos grasos de cadena
corta como el butirato. Este ultimo, en estudios experimentales, ha demostrado inhibir
la proliferacion de células de céncer de colon, lo que sugiere un potencial efecto
antitumoral (85,86). Otros mecanismos por los cuales una mayor ingesta de fibra
dietética puede reducir el cancer colorrectal incluye la aceleracion del paso de los
alimentos a través del intestino, ayudando a reducir el tiempo que los posibles agentes
cancerigenos permanecen en contacto con el revestimiento del colon (84). Ademas, la
fibra aumenta el volumen de las heces, disminuyendo la probabilidad de que agentes

mutagénicos interactien con la mucosa del colon (86).

Dietas altas en fibra podrian reducir también la resistencia a la insulina, la cual se
considera un factor de riesgo para el cancer colorrectal (87).
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Productos lacteos y suplementos de calcio

El ultimo reporte del WCRF y el AICR concluyd que el consumo de productos lacteos,
leche, queso y calcio en la dieta se relacionan probablemente® con un menor riesgo de
cancer colorrectal a medida que aumenta su consumo (10). Esto se debe
principalmente al alto contenido de calcio en estos productos, el cual ha sido asociado
con efectos protectores (88). Ademas, se ha observado que las bacterias generadas
por el acido lactico también pueden contribuir a la proteccion contra este cancer (89) y
que la caseina y la lactosa de la leche pueden incrementar la biodisponibilidad del
calcio (90,91). Otros nutrientes presentes en los productos lacteos como son la
lactoferrina y la vitamina D también podrian tener efectos protectores contra el cancer
colorrectal. Sin embargo, la evidencia hasta el momento es sugestiva y limitada®

(10,54).

Carne roja

Se entiende como carne roja la carne proveniente de los muisculos de mamiferos como

carne de res, ternera, cerdo, caballo o cabra (92).

El consumo de carne roja es probablemente2 una causa de cancer colorrectal (10,53).
Los estudios analizados en el ultimo informe del WCRF y el AICR mostraron de manera
constante que hay una asociacidon positiva entre el consumo de carne roja y el
incremento de riesgo de cdncer colorrectal. Los datos de 24 estudios prospectivos
sobre cancer colorrectal mostraron un aumento del riesgo del 17% por cada 100 g/dia
de incremento de ingesta de carne roja (53). Aunque el resultado fue positivo, no se
considerd estadisticamente significativo en el caso de cancer colorrectal y cancer de
recto. Sin embargo, si se encontrd una relacidn significativa con el cdncer de colon

(10).

Los mecanismos detrds de la posible relacién entre la carne roja y el incremento de
riesgo de cancer colorrectal podrian deberse al alto contenido de hierro hemo en las
carnes rojas, el cual se ha observado que promueve la formacidon de tumores en el
colon tras estimular la formacién enddégena de compuestos N-nitrosos (NOCs, por sus

siglas en inglés) (93). Ademas, el cocinado de las carnes rojas a altas temperaturas
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conlleva la formacién de aminas heterociclicas y de hidrocarburos policiclicos

aromaticos (94).

Nuevas tendencias alimentarias

Alimentos Ultraprocesados

En 2009, el sistema de clasificacion de alimentos NOVA fue desarrollado por
investigadores brasilefios para permitir la categorizacién de los alimentos segun el
grado de procesamiento (95). A nivel mundial, se ha observado una tendencia hacia
una dieta global cada vez mas basada en alimentos ultraprocesados (UPFs, por sus
siglas en inglés), contribuyendo aproximadamente entre el 25-60% de la ingesta diaria
energética en los paises de ingresos medios-altos (96). Se ha propuesto que diferentes
caracteristicas de los UPFs pueden causar problemas de salud, incluido el cancer
colorrectal. Por ejemplo, los UPFs estan caracterizados por tener una alta densidad
caldrica, pudiendo promover un aumento de peso y obesidad, ambos factores de
riesgo conocidos para este tipo de cancer (97). Ademas, algunos tipos de edulcorantes
(como la sacarina) y emulsionantes (como la carboximetilcelulosa) pueden interferir
con la interaccién huésped-microbiota, lo que podria provocar anormalidades
metabdlicas y un ambiente proinflamatorio para la carcinogénesis del colon (98,99).
Por otro lado, destaca la acrilamida, un contaminante presente en los UPFs, que puede
ser generado durante el procesamiento y preparacion de alimentos, especialmente
mediante tratamientos a alta temperatura. Esta sustancia ha sido clasificada por la
IARC como carcinégeno del Grupo 2A (probablemente carcinogénico para los seres
humanos) (100) y en 2015, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria confirmd su

caracter carcinogénico y genotoéxico (101).

En este contexto, las Ultimas revisiones sistematicas y metaanalisis han mostrado que
un alto consumo de UPFs se ha asociado significativamente con un mayor riesgo de

cancer colorrectal (102,103).
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Patrones dietéticos basados en alimentos de origen vegetal

La evidencia existente hasta el momento sugiere que el consumo de patrones
dietéticos con un alto consumo de alimentos de origen vegetal reduce el riesgo de
desarrollar diferentes tipos de cancer y otras enfermedades (104,105). Estudios
previos han demostrado que varios alimentos de origen animal, como las carnes rojas
(53,106) y carnes procesadas (107), estan relacionados positivamente con un aumento
del riesgo de cancer colorrectal, mientras que alimentos de origen vegetal, como
cereales integrales (82,108), verduras y frutas (104), estan asociados con un menor
riesgo. No obstante, debido a la compleja interaccidon entre diversos alimentos vy
nutrientes en la dieta, resulta complicado estimar el efecto de un solo factor dietético.
Tener en cuenta esta compleja interaccién es complicado en estudios que se enfocan
en factores dietéticos individuales; por eso, examinar los patrones dietéticos en
relacién con los resultados de enfermedades es un enfoque complementario esencial

(109).

En las ultimas décadas, se ha observado un aumento significativo en el nimero de
personas que eliminan o reducen el consumo de carne en sus dietas (110,111). Este
cambio en los habitos alimenticios ha impuslado a diferentes estudios a predecir cual
sera esta tendencia para los préximos afios, destacando el crecimiento en la venta de

nuevos productos, como la carne de origen celular y vegetal en su mayoria (112-114).
(in billions of $)
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* Numbers are rounded to hundred billions.
Sources: United Nations, World Bank, Expert Interviews, A. T. Kearney Analysis. © 0lha_Kostiuk/iStock/Getty Images Plus, © GreenTana/ iStock/Getty Images Plus,
© Epifantsev/ iStock/Getty Images Plus

Figura 6. Tendencias del consumo global de carne (113)
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En este contexto, aparece la dieta basada en alimentos de origen vegetal, la cual
enfatiza un consumo elevado de este tipo de alimentos y una menor ingesta de
alimentos de origen animal (115). Sin embargo, no todos los alimentos basados en
alimentos de origen vegetal son necesariamente beneficiosos para la prevencion del
cancer colorrectal, como los cereales refinados, los jugos de frutas, las bebidas
azucaradas y los dulces/postres (108,116-118). Dentro de este escenario, se crearon
tres patrones de dieta basados en alimentos de origen vegetal que incluyen: un indice
de dieta basada en alimentos de origen vegetal general (PDI, por sus siglas en inglés),
un indice de dieta basada en alimentos de origen vegetal saludable (hPDI, por sus
siglas en inglés) y un indice de dieta basada en alimentos de origen vegetal no
saludable (uPDI, por sus siglas en inglés) para evaluar su adherencia con varias

enfermedades crénicas y mortalidad (119,120).

Se ha observado que la adherencia a dietas basadas en alimentos de origen vegetal de
mayor calidad se ha asociado con un menor riesgo de incidencia de cancer colorrectal
(121,122). No obstante, aunque hay evidencia convincente o probable de la asociacién
de varios factores dietéticos individuales con el riesgo de cancer colorrectal, el informe
publicado por el WCRFy el AICR en 2018, concluyd que la evidencia sobre la asociacién
entre los patrones dietéticos y el riesgo de cancer colorrectal es limitada e inconclusa

por el momento (10).

Dentro de esta tendencia hacia patrones dietéticos basados en alimentos de origen
vegetal y como respuesta a la creciente demanda de alternativas vegetales a la carne,
han surgido los productos alternativos a la carne de origen vegetal (PBMAs, por sus
siglas en inglés). Estos productos, han sido clasificados como UPFs por el contenido
moderado-alto en carbohidratos, grasas totales y grasas saturadas, asi como su alto
contenido en sal y alta densidad caldrica (123—-125). Considerando este cambio de
tendencias de consumo, seria de especial interés investigar su impacto en la salud a
largo plazo y evaluar si realmente constituyen una opcién mas saludable en

comparacion con los productos carnicos tradicionales.
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1.1.5.2 Otros factores de riesgo: modificables y no modificables

Mas alla de la relacion entre la dieta, la actividad fisica y el riesgo de cdncer que
encontramos en el informe del WCRF/AICR CUP, asi como las nuevas tendencias
alimentarias, el cancer colorrectal puede estar asociado a otros factores de riesgo

(126).

FACTORES NO FACTORES
MODIFICABLES MODIFICABLES
Edad v/ Diabetes y resistencia a la insulina
Sexo v~ Microbiota intestinal
Raza
Acromegalia

Fibrosis quistica
Colecistectomia

CALLRSS

Irradiacion abdominal

Tabla 2. Factores de riesgo para el cancer colorrectal (adaptado de lonescu VA., et al.) (127)

Factores no modificables

Edad

El riesgo de desarrollar cancer colorrectal aumenta conforme uno envejece. Aunque
adultos mas jévenes también pueden padecerlo, su prevalencia es significativamente
mayor después de los 50 afios (128). La media de edad en diagnosticar el cancer
colorrectal en hombres es de 70 afios, mientras que la media de edad en mujeres es de
72 aiios (129). Respecto al cancer de recto, la edad promedio de diagndstico también
ronda los 70 afios, tanto en hombres como en mujeres (130). No obstante, la
incidencia del cancer colorrectal esta incrementando (2%) en adultos mas jévenes,
debido en gran parte al aumento de casos de cancer de recto. Aproximadamente el
11% de los casos de céancer colorrectal se diagnostican en adultos menores de 50 afios,

pero las causas detras de este fendmeno de momento se desconocen (9,131).
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Sexo

La incidencia de cancer colorrectal especifico por edad es mayor en hombres que en
mujeres. Ademas, los hombres presentan tasas de supervivencia mas bajas en
comparacion con las mujeres. Variaciones como la exposiciéon a factores de riesgo
vinculados al cancer colorrectal, asi como las bases bioldgicas subyacentes, podrian ser

las causas detras de estas diferencias de género (132).

Raza

En Estados Unidos, las personas de raza negra presentan las tasas de incidencia mas
altas de cancer colorrectal esporddico o no hereditario, con un aumento del 20% (133).
Ademas, figura como una de las principales causas de muerte por cancer dentro de
esta poblacién, con una tasa de mortalidad un 40% mayor en comparaciéon con la
mayoria de los demads grupos (9,133,134). Las mismas tendencias de incremento de
riesgo y mortalidad se observan en los indigenas americanos y los nativos de Alaska
(135). Las causas de estas disparidades son complejas, pero en gran medida se reflejan
en diferencias en factores vinculados al estatus socioeconémico como por ejemplo la

disponibilidad de atencion médica (133).

Otros factores de riesgo

Padecer acromegalia, fibrosis quistica o haber sido sometido a una colecistectomia o a
irradiacion abdominal pueden ser factores de riesgo para un aumento de cdncer

colorrectal (136—-140).
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Factores modificables

Diabetes y resistencia a la insulina

La diabetes es un factor de riesgo para el cdncer colorrectal independientemente del
IMC, la actividad fisica o el habito de fumar (128,136). EI mecanismo fisiopatolégico
subyacente parece estar relacionado con el aumento en los niveles séricos de insulina
y IGF-1, donde la accién mitogénica de estos biomarcadores promueve la proliferacion

de células epiteliales colorrectales (142).

Microbiota intestinal

Diferentes estudios han reportado que la microbiota intestinal estd involucrada en la
carcinogénesis colorrectal (143,144). En pacientes con este tipo de cancer, se han
observado alteraciones en la composicién de la microbiota intestinal asi como una
reduccion de su diversidad (145,146). En este sentido, destaca la presencia mas
elevada de bacterias patégenas como Bacteroides, Escherichia, Fusobacterium y
Porphyromonas y menos abundancia de bacterias saproéfitas, las cuales producen
acidos grasos de cadena corta (146). Se ha encontrado una relacién entre los niveles
reducidos de acidos grasos de cadena corta y poblaciones con alto riesgo de cancer
colorrectal, como personas que padecen colitis ulcerosa (147) o adenoma colorrectal
avanzado (148), asi como poblaciones rurales de Africa (149), afroamericanos en

Estados Unidos (150) y pueblos indigenas de Alaska (149).
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1.2 CARNES PROCESADAS Y CANCER COLORRECTAL

1.2.1 Mecanismos subyacentes

Diferentes hipdtesis se han propuesto en relacidén a los posibles mecanismos que
podrian explicar la capacidad carcinogénica de la carne procesada. Una de ellas hace
referencia a los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las aminas heterociclicas, las
cuales podrian desempefiar un papel relevante en la carcinogénesis al inducir
mutaciones en el ADN (151,152). Otra, sugiere que el hierro hemo presente en la
carne, mediante la peroxidacioén lipidica, y, por ende, la formacién de compuestos N-
Nitrosos (NOCs), produciria aldehidos citotéxicos y genotdxicos, contribuyendo al
proceso carcinogénico (93). Otra hipdtesis mas reciente, sugiere la interaccién entre el
acido N-glicolineuraminico (Neu5gc) y compuestos genotdxicos como un posible
mecanismo adicional (153). Ademads, recientemente se ha propuesto que la via N-
nitroso constituye una explicacién sobre cémo la carne tratada con nitrito favorece el

desarrollo del cancer (154).
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Figura 7. Resumen mecanismos subyacentes a la carcinogénesis de la carne roja y procesada
en el cancer colorrectal de acuerdo con Cascella M. et al. (153)
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1.2.1.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos y aminas heterociclicas

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las aminas heterociclicas se describen como
un grupo de compuestos orgdnicos que contienen dos o mas anillos aromaticos (155).
Estos compuestos pueden aparecer en los alimentos asados o a la parrilla vy
particularmente en las carnes (156,157). Concretamente, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos suelen originarse por la creacidon de una llama o humo inducidos por el
goteo de la grasa o por asar directamente en una superficie caliente (158). Ademas,
pueden formarse durante procesos de preparacion de alimentos, como es el ahumado
de la carne (94). Por otro lado, las aminas heterociclicas se producen cuando los
aminodcidos, azlcares y creatinina del musculo del animal reaccionan a altas
temperaturas (159). Los mecanismos de accion para ejercer sus efectos carcinégenos
se basan en la unién de sus metabolitos en el ADN, pudiendo causar mutaciones e

iniciar el proceso cancerigeno (151,152).

Hidrocarburos
aromaticos
policiclicos

2 &

Figura 8. Hidrocarburos aromaticos policiclicos derivados de la dieta y su papel patogénico en
el cancer colorrectal (adaptado de Cheng et al.) (158)
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1.2.1.2 Neub5gc

El Neu5gc (4cido N-glicolilneuraminico) es un tipo de azucar de acido sidlico que se
encuentra en muchos mamiferos. Consta de nueve atomos de carbono y tiene una
carga negativa. Se encuentra en los extremos de las cadenas de carbohidratos,
glicoproteinas y glicolipidos en el cuerpo desarrollando diversas funciones (160). Los
seres humanos no son capaces de sintetizarlo por si mismos debido a la inactivacién
del gen CMP-Neu5Ac hidroxilasa (161). Sin embargo, la Neu5gc exdgena se puede
obtener a partir de fuentes dietéticas ricas en Neu5gc (en particular, a partir de la
carne roja y la leche) y se incorpora metabdlicamente a las células del tejido humano
(162,163).

La presencia de Neu5gc a través de la dieta tiene un impacto en cémo el cuerpo
produce anticuerpos especificos llamados anti-Neu5gc. Curiosamente, la cantidad y la
variedad de anti-Neu5gc no parece depender del tipo de fuente alimentaria
(independientemente si provienen de la carne o de productos lacteos) (160).
Actualmente, existe una amplia evidencia en ratones que sugiere que los anti-Neu5gc
desempeiian un papel importante en el agravamiento de diversas enfermedades

mediadas por inflamacidn crénica (164-167).
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Figura 9. Implicaciones patolégicas sugeridas del consumo, acumulacién e inflamacidn
posterior del Neu5gc en la aterosclerosis y el cdncer (adaptado de Dhar Chirag et al.) (166)
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La xenosialitis es el término utilizado para describir la reaccién inmunitaria que ocurre
cuando los anticuerpos de un organismo se dirigen contra moléculas de acido sialico
presentes en tejidos y/o células de otro organismo (166). En ratones con deficiencia de
Neu5gc humano, se ha demostrado que el proceso de xenosialitis contribuye a un
mayor riesgo de desarrollar carcinomas hepatocelulares (168). Ademads, este
mecanismo también impulsa el crecimiento de tumores (169). No obstante, la
evidencia en humanos es limitada, por lo que se ha sugerido como posible hipdtesis en

relacion a la ingesta de carne roja y procesada y el aumento de riesgo de cancer.

1.2.1.3 Hierro hemo

El hierro hemo es la principal fuente de hierro de la carne roja, siendo su contenido
diez veces mayor que el de la carne blanca (170). Entre el 15-40% del hierro hemo se
absorbe en el duodeno (171) y se ha visto que se absorbe mas facilmente que el hierro

de otras fuentes (172).

Los mecanismos a través de los cuales el hierro puede promover la carcinogénesis

colorrectal son variados y han sido descritos anteriormente (173,174).

Respecto al hierro hemo, se ha demostrado que la carne consumida en la dieta puede
promover la carcinogénesis colorrectal con un efecto aumentado directamente

relacionado con la concentracion de este compuesto (175).

Asimismo, se ha observado que las personas que consumen hierro hemo
especificamente, muestran un aumento en la formacién endégena de NOCs (93), los
cuales son carcinégenos conocidos (176). Ademas, podrian contribuir indirectamente a
aumentar el riesgo de este tipo de céncer al generar radicales de perdxido lipidico y

aumentar la produccidn de nitrosaminas carcinogénicas en el colon (93,177).

En relacion a los radicales de perodxido lipido, hace mas de una década Tappel A, 2007
dio lugar a lo que se conoce como “reacciones oxidativas en cadena”, idea que
planteaba que el hierro hemo podria desencadenar el dafio oxidativo de los lipidos y
esto podria ser el punto de partida para el desarrollo del cancer en los diferentes
organos, incluido el colon (178). Dentro de los productos de peroxidacion lipidica,

destacan el malondialdehido y el 4-hidroxinoneal, los cuales se consideran genotdxicos
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y citotoxicos, asi como participantes en el proceso de cancer colorrectal (174). Los
mecanismos de accién por los que se ha relacionado a estos productos con el aumento
de riesgo de cancer colorrectal se basan en la formacion de nuevos aductos en el ADN,

pudiendo inducir mutaciones e iniciar la carcinogénesis (179,180).

1.2.1.4 Compuestos N-Nitrosos

Los NOCs son sustancias a las que los seres humanos se ven expuestos a través de
diferentes vias, como la alimentacién, el humo del tabaco y otras fuentes ambientales
(181). Estas sustancias son conocidas como compuestos N-nitroso exdégenos. En
condiciones 4cidas, como las que se encuentran en los procedimientos de procesado
de las carnes, se pueden formar agentes nitrosantes (dinitrégeno, tri y tetradxidos)
(182).

No obstante, en los ultimos 20 afios, se ha ido acumulando evidencia de un nuevo
grupo de compuestos, llamados compuestos N-nitroso enddgenos (94,183), de los
cuales se ha sugerido que contribuyen entre el 45% y 75% de la exposicion total (181).

Un hallazgo relevante se establecié cuando se observd por primera vez que la ingesta
de carne roja, a diferencia de la carne blanca, conllevaba un marcado aumento de
NOCs en las heces de individuos. Ademas, se observd que a medida que la ingesta de
carne roja aumentaba, las concentraciones de estos compuestos también lo hacian
(184,185). Sin embargo, hay que tener en cuenta que también se forman estos
compuestos cuando se calienta la carne a altas temperaturas, de modo que las
concentraciones fecales medidas de estas sustancias pueden ser la suma de NOCs
exogenos y enddgenos (183). En relacién a las carnes procesadas, los NOCs suelen
estar presentes y se forman endégenamente después de su consumo, de la misma

manera que tras el consumo de carne roja (182).

Se ha demostrado que el hierro hemo de la carne aumenta la formaciéon de NOCs (93).
No obstante, Mirvish y colaboradores, (2001) observaron que los hot dogs
(mayoritariamente de origen porcino, por lo tanto, con menos hierro hemo) contienen
10 veces mas NOCs que la carne roja fresca (186), lo que sugiere la posibilidad de que
el procesamiento de la carne esté involucrado en este fendmeno. La presencia de

NOCs en los alimentos se ha investigado extensamente debido a su estrecha relaciéon
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con el nitrito y los éxidos de nitrégeno. La interaccion entre nitrito y éxidos de
nitrégeno con compuestos amino secundarios y terciarios desempefian un papel clave
su formacion (187). En 2001 se descubrié que el método de deteccidon para estos
compuestos abarcaba el nitrosilhemo y los S-nitrosotioles, ademas de nitrosaminas y
nitrosamidas. Todos estos compuestos se agruparon bajo el término de compuestos N-

nitrosos totales aparentes (ATNC, por sus siglas en inglés) (184).

En resumen, de acuerdo con la IARC, el consumo de nitritos que conducen a
nitrosacion enddgena se considera probablemente cancerigeno para los seres

humanos, clasificandose en el Grupo 2A (188).
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Figura 10. Mecanismos propuestos sobre los posibles riesgos para la salud asociados con el
consumo de carne roja y procesada de acuerdo con Oostindjer M., et al. (189)
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1.2.1.5 Nitrosilhemo

Exogeno

Los nitritos en diversos productos cdrnicos actian como importantes conservantes e
impiden la proliferacion de microorganismos no deseados (190,191). En la carne
curada, se suele afiadir nitrito para prevenir el desarrollo de microorganismos como el
Clostridium botulinum, uno de los principales causantes de intoxicacién alimentaria
(192). Esta adicién de nitrito en carnes procesadas puede promover la nitrosilacion del
hierro hemo, dando lugar al compuesto conocido como nitrosilhemo. La nitrosilacién
del hierro hemo podria posiblemente explicar los mayores efectos cancerigenos
encontrados de la carne procesada en comparacion con la carne roja (182). Esta
hipdtesis surge al observar que la carne roja aumenta el riesgo de cancer colorrectal
pero que la carne procesada, parece estar vinculada a un riesgo incluso mas elevado
para este mismo cdncer. Por lo tanto, se sugiere que la forma del hemo (en el caso de

la carne procesada, nitrosilado por el curado de la sal) marca la diferencia (182).

En este sentido, la coccién de la carne curada puede liberar el nitrosilhemo formado de
la mioglobina (193). Se contempla la posibilidad de que el nitrosilhemo, junto con la
abundante existencia de precursores de compuestos N-nitrosos ya presentes en la
carne procesada, conduzcan a una mayor exposicion de compuestos N-nitrosos, tanto
los formados exégenamente como los formados endégenamente (182,194,195). Esta
combinacidn, podria ser la causa detras de los efectos cancerigenos mas pronunciados

en la carne procesada que en la carne roja.

HyC
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Figura 11. Estructura molecular del nitrosilhemo de acuerdo a Bastide N. M et al. (174)
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Endogeno

Enddgenamente, las tres especies principales presentes en compuestos N-nitrosos que
podrian formarse a partir del nitrito acidificado en el estémago son los nitrosilos del
hierro (formados a partir del hemo), los S-nitrosotioles (formados a partir de la S-
nitrosacion de los grupos tiol de la dieta) y las N-nitrosaminas (formadas a partir de la
nitrosacion de aminas secundarias) (196). En 2007, se demostré por primera vez que
los S-nitrosotioles y el nitrosilhemo se forman en el tracto gastrointestinal y se
excretan a través de las heces tras el consumo de carne roja (197). De la misma
manera, varios estudios que enumeran el tipo de NOCs encontrados después de la
ingestion de carne roja indican que se componen principalmente de nitrosilhemo (83-

86%) y nitrosotioles (197,198).

En estudios experimentales se respalda la idea de que los S-nitrosotioles son formados
en medio acido del estémago (197). Tan pronto como los S-nitrosotioles alcanzan el
medio alcalino del intestino delgado, se vuelven inestables y pueden degradarse en
oxido nitrico mediante una reaccién catalizada por cobre (199). En condiciones
alcalinas, el éxido nitrico puede reaccionar con moléculas hemo (200), formando el
nitrosilhemo (197). Se ha demostrado que el 6xido nitrico derivado de los S-
nitrosotioles y el nitrosilhemo por si solos pueden favorecer la proliferacion vy
metastasis de las células tumorales (201-203). Ademas, se ha observado que estos
compuestos pueden inducir la nitrosacion de moléculas como el aminodcido glicina,
pudiendo afectar a sus funciones biolégicas y contribuir a la formacién de

nitrosaminas, compuestos conocidos por su potencial cancerigeno (204).
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 Justificacion

La ingesta de carne roja y carne procesada se ha relacionado con diferentes efectos de
salud, incluyendo un mayor riesgo de mortalidad total, diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y varios tipos de cancer (10,205,206). En 2015, la IARC (53) clasifico
las carnes procesadas como '"cancerigenas" (grupo 1) y la carne roja como
"probablemente cancerigena" (grupo 2A) para los seres humanos. En la misma linea,
en 2018, el WCRF/AICR CUP publicé su tercer informe de expertos en el que
recomienda limitar el consumo de carne roja a cantidades moderadas y evitar en la
medida de lo posible las carnes procesadas, siguiendo estas recomendaciones para

reducir el riesgo de cancer (10).

Se han propuesto diversas hipdtesis para la relacidon entre la ingesta de carne roja y
procesada y el riesgo de cancer. Principalmente, estas explicaciones se basan en su
contenido de compuestos mutagénicos y carcinogénicos (53). La creciente importancia
de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, las aminas heterociclicas y los
compuestos N-nitrosos exdgenos en la carcinogénesis colorrectal (183), podria apoyar

esta explicacion.

Paralelamente, metaandlisis de estudios epidemiolédgicos sugieren que el consumo de
hierro hemo puede explicar la asociacién entre la ingesta de carne roja y diferentes
tipos de cancer (207,208). Es precisamente el alto contenido de hierro hemo, en forma
de mioglobina, lo que le confiere a la carne su color rojo oscuro. En las carnes
procesadas, es el nitrito presente en la sal del curado el que causa la nitrosilacién de la
molécula de hierro hemo y provoca la formacidn de un compuesto denominado
nitrosilhemo, que resulta en su liberacion de la mioglobina durante el proceso de
curado y/o coccidn (193). Algunos estudios han propuesto que el nitrosilhemo puede
ser potencialmente mas toxico que la propia molécula de hierro hemo (182,209), lo
gue podria ser una de las razones por las cuales las carnes procesadas se asocian mas
fuertemente con el cancer en comparacion con la carne roja fresca. En concreto, un
estudio publicado por Santarelli et. al., (182) estima que un gramo de carne procesada

aumenta el riesgo de cancer colorrectal entre 2 y 11 veces mas el riesgo que un gramo
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de carne roja fresca. Por lo tanto, la carne procesada parece estar mds estrechamente
asociada con el riesgo de cancer colorrectal que la carne roja fresca. Los resultados del
mismo grupo (210), han mostrado que la carne con un contenido elevado de hierro
hemo, nitrito y cocinado, aumenté significativamente el nivel fecal de los ATNC y el
numero de mutaciones en el colon en comparaciéon con la carne proveniente de la

dieta de control (P < 0,05).

Por otro lado, varios autores han demostrado que el hierro libre, el hierro hemo y el
nitrosilhemo pueden inducir la formacién de especies reactivas de oxigeno y que esto
finalmente podria desencadenar mutaciones genéticas y dafio celular (196,211,212).

Sin embargo, esta hipétesis no ha sido testada en estudios epidemiolégicos.

La principal limitacidon es que no hay tablas de composicion o informacion disponible
en alimentos sobre el contenido de nitrosilhemo, y, respecto a las tablas de
composicion de hierro hemo, se han encontrado en Tailandia y Estados Unidos
(213,214), pero las cifras sobre carnes procesadas, tanto para el hierro hemo como

para el nitrosilhemo, son limitadas en Europa.

A pesar de que la evidencia cientifica es convincente sobre asociacidn entre las carnes
procesadas y el riesgo de cancer colorrectal, el no poder encontrar evidencias vy
recomendaciones especificas sobre qué alimentos son los responsables y cuales
tenemos que moderar o limitar su consumo, resulta contradictorio y en muchos casos

dificil de llevar a la practica de la poblacién.

Dado que la literatura consultada se refiere a carnes procesadas, a lo largo de esta
tesis se empleardn indistintamente los términos carnes procesadas y derivados
carnicos para hacer referencia al mismo concepto. No obstante, es importante
destacar que la categoria de derivados carnicos engloba tanto los preparados como los

productos carnicos, lo que proporciona una definicion mas extensa y completa.

Las carnes procesadas engloban un grupo amplio y heterogéneo que muchas veces no
es correctamente recogido en los cuestionarios alimentarios, haciendo evidente la
necesidad de profundizar en este campo de investigacion. No solamente desde el
punto de vista etioldogico, sino para que la evidencias sean traducidas en

recomendaciones especificas para la poblacién.
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Dado que en Espafia se consumen cantidades elevadas de distintos tipos de derivados

carnicos de composicion heterogénea, contar con esta informacién nos permitira:

1) Contar con una base de datos sobre el contenido de nitrosilhemo y hierro hemo en
carnes procesadas de calidad, que permita estimar sus niveles de ingesta en nuestra

poblacién.

2) Estudiar el efecto de la exposiciébn a estas sustancias en el proceso de la

carcinogénesis colorrectal tanto a nivel espafol como europeo.

73






JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.2 Hipotesis

Nuestra principal hipotesis es que el nitrosilhemo y hierro hemo podrian ser los
responsables de la relacién comprobada entre el consumo de carnes procesadas vy el
riesgo de cadncer colorrectal. Por lo tanto, creemos que contar con datos fiables sobre
su contenido en derivados carnicos, permitira una correcta evaluacion de su nivel de
exposicidon y asi luego poder evaluar correctamente su efecto en el riesgo de cancer

colorrectal.

Mds especificamente, las hipdtesis de este trabajo son:

Hipétesis I:

El método por HPLC proporciona estimaciones mas precisas que el método de Hornsey
debido a la posible interferencia de ciertos compuestos, como las Cinc-Protoporfirinas
y otros ingredientes, que pueden conducir a una sobreestimacion de los compuestos

de hemo cuando se emplea el método espectrofotométrico clasico de Hornsey.

Hipétesis Il:

El contenido de nitrosilhemo y hierro hemo difiere seglin los diferentes tipos de

derivados carnicos y técnicas de coccién.

Hipétesis lll:

La ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo, procedente del consumo de derivados
carnicos, varia segun las diferentes variables sociodemogrificas, regionales y de estilo

de vida de la poblacién espanola.

Hipotesis IV:

La ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo, a través del consumo de derivados carnicos,
estd asociado al aumento de riesgo de céncer colorrectal y podria variar segun
localizacion tumoral, tanto a nivel espafiol como europeo. Ademas, se hipotetiza que
otros factores de riesgo podrian interactuar modificando la asociacion con este tipo de

cancer.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es profundizar en la investigacion del rol de los
compuestos presentes en las carnes procesadas y su relacion con el riesgo de cancer
colorrectal, principalmente a través de la determinacidn del nitrosilhemo y hierro
hemo en una gran cantidad de derivados cdrnicos espainoles. La evidencia sugiere que
estas sustancias son clave para explicar la relacion cientificamente comprobada entre

el consumo de carnes procesadas y el riesgo de cancer colorrectal.

Esta tesis se llevd a cabo en el marco del estudio EPIC, un estudio de cohortes
multicéntrico europeo que incluye a mas de medio millén (521.000) de participantes
reclutados en 10 paises europeos. De los cuatro articulos incluidos en esta tesis, los 3
primeros se realizaron como parte del estudio EPIC-Espafia, englobando a un total de
41.000 individuos de 5 regiones de Espafia. El ultimo articulo, se realizé como parte del
estudio EPIC a nivel europeo, incluyendo un total de siete paises (Francia, Italia,
Espana, Reino Unido, Alemania, Paises Bajos y Dinamarca) y mds de trescientos mil

participantes.

El objetivo central de la tesis fue estructurado en tres objetivos:
Objetivo I.

Medir el contenido de nitrosilhemo y hierro hemo en mas de 50 derivados cérnicos
identificados a través de los cuestionarios de consumo de la cohorte EPIC-Espaiia

mediante dos métodos analiticos.
Objetivos especificos.

Il Comparar la precision del método HPLC con el método de Hornsey en la
estimacion de compuestos de hemo, evaluando la interferencia de compuestos como
Cinc-Protoporfirinas y otros ingredientes en el método espectrofotométrico cldsico de

Hornsey.

11l Incorporar informacién adicional en relacidon a otras sustancias, métodos de

conservacion, coccién y elaboracién.

79



OBIJETIVOS

Iron, heme, and nitrosyl-heme content in Spanish meat derivatives
Autores: Ricard Bou & Andreu Farran-Codina, Lucia Rizzolo-Brime, Jacint Arnau,
Gerard Sabefia, Paula Jakszyn.

Articulo publicado en Journal of Food Composition and Analysis (2024); 125.

Objetivo Il.

Estimar la ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo en individuos de la cohorte espafiola
del EPIC basado en la determinacion de laboratorio de estos compuestos mediante el

método HPLC.
Objetivos especificos.

1.1 Describir las diferencias de dicha ingesta segun variables sociodemograficas,

regionales y de estilo de vida.

IL11 Identificar los derivados carnicos que mas contribuyeron a niveles mas altos de

ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo en los sujetos del EPIC-Espaiia.

Nitrosyl-heme and heme iron intake from processed meats in subjects

from the EPIC-Spain cohort.
Autores: Lucia Rizzolo-Brime, Andreu Farran-Codina, Ricard Bou, Leila Lujan-
Barroso, Jose Ramon Quirds, Pilar Amiano et al.

Articulo publicado en Nutrients (2024) Mar 18;16(6):878.

Objetivo lll.

Estudiar la asociacion entre la ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo de los derivados

carnicos y el riesgo de cancer colorrectal en sujetos de la cohorte EPIC Espafia.
Objetivos especificos.

Il Analizar si el riesgo de cancer colorrectal varia en funcion de los subtipos y

localizaciones tumorales.
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LI Secundariamente, examinar si la relacion entre la ingesta de nitrosilhemo vy
hierro hemo y el riesgo de cancer colorrectal varia dependiendo del valor de otros
factores de riesgo como el IMC, la actividad fisica, el habito de fumar y el consumo de

alcohol.

Nitrosyl-heme and heme iron intake from processed meats and risk of

colorectal cancer in the EPIC-Spain cohort
Autores: Lucia Rizzolo-Brime, Leila Lujan-Barroso, Andreu Farran-Codina,
Ricard Bou, Cristina Lasheras, Pilar Amiano et al.

Articulo publicado en Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2024; 33(6): 854—856.

Adicionalmente, se plantea el objetivo IV de analizar el rol del nitrosilhemo en la
asociacion con el cancer colorrectal, pero en este caso centrado en los sujetos de la

cohorte europea EPIC.

V.l Estimar la ingesta de nitrosilhemo en individuos de la cohorte europea del EPIC
basado en la extrapolacion de los datos obtenidos a nivel espafiol, teniendo en cuenta

criterios de formulacidn, procesamiento y coccidn.

IV.Il  Estudiar la asociacion entre la ingesta de nitrosilhemo de los derivados carnicos

y el riesgo de cancer colorrectal en sujetos de la cohorte EPIC Europa.

Dietary nitrosyl-heme from processed meats and its association with

colorectal cancer risk: Findings from the EPIC cohort study.
Autores: Lucia Rizzolo-Brime, Leila Lujan-Barroso, Andreu Farran-Codina,
Ricard Bou, Genevieve Nicolas, Inge Huybrechts, et al.

Articulo no publicado (manuscrito en preparacion).
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-Resumen -Resultados

Categoriay

; Factor de ..
Articulos « | rangodela Comunicaciones
Impacto .
revista
Articulo I: Bou R. and Farran-Codina A., Rizzolo-Brime FI: 4.0 Food Science & Este trabajo fue presentado como
L., Jacint A, Sabefia G., and Jakszyn P. Iron, Heme, and Technc?logy comunlca.uon ora'llen ¢l V{ C"t/)ngreso
Quartile 2 de alimentacion, nutricion y
Nitrosyl-Heme Content in Spanish Meat Derivatives. dietética,
celebrado en Barcelona del 24 al 25
J / Food C iti d Analysi .
ournal of Foo omposition an nalysis, de noviembre de 2023
2024;125(105832)
https://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4573041
FI: 4.8 Nutrition & Este trabajo fue presentado como
Articulo Il: Rizzolo-Brime L., Farran-Codina A., Bou R., Dietetics comunicacién oral en el VI Congreso
Lujan-Barroso L., Ramén Quirds J., Amiano P., et al. Quartile 1 de alimentacion, nutricion y
dietética,
NitrOSyI'Heme and Heme Iron Intake from Processed celebrado en Barce|ona' Espaﬁa del
Meats in Subjects from the EPIC-Spain Cohort. 24 al 25 de noviembre de 2023.
Nutrients, 2024 18;16(6):878.
https://d0i:10.3390/nu16060878.
FI. 3.7 Public, Este trabajo fue presentado en

Articulo lll: Rizzolo-Brime L., Lujan-Barroso L., Farran-
Codina A., Bou R., Lasheras C., Amiano P., et al.
Nitrosyl-heme and heme iron intake from processed
meats and risk of colorectal cancer in the EPIC-Spain
cohort. Cancer Epidemiology Biomarkers & Prevention,
2024;33(6):

854-856 https://d0i:10.1158/1055-

9965.EPI-24-0211.

environmental &
occupational
health
Quartile 1

formato podster en el Nutrition
Society Congress 2024
celebrado en Belfast, Reino Unido,
del 2 al 5 de julio de 2024

Articulo IV: Rizzolo-Brime L., Lujan-Barroso L., Farran-
Codina A., Bou R., Nicolas G., Huybrechts I., et al.
Dietary nitrosyl-heme from processed meats and its
association with colorectal cancer risk: Findings from
the EPIC cohort study. Estado: Articulo no publicado

(manuscrito en preparacion).

Fl: Factor de Impacto
*Fecha de acceso: 25 de Junio de 2024
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4.1 Articulo I: Iron, heme, and nitrosyl-heme content in
Spanish meat derivatives

El hierro es un micronutriente esencial que desempefia un papel fundamental en el
cuerpo humano y estd involucrado en diversos procesos metabdlicos, incluyendo el
transporte de oxigeno y electrones, asi como el funcionamiento adecuado del sistema
inmunoldgico y el metabolismo de ADN. Se encuentran dos variantes de hierro en la
alimentacion: hierro hemo y hierro no-hemo. El hierro hemo constituye una fraccién
pequefia del hierro total presente en los alimentos y presenta una absorcién de entre
un 15 y 40%. Se encuentra presente principalmente en la carne y el pescado, siendo
considerablemente mas abundante en la mioglobina de la carne roja. Respecto al
hierro no-hemo, a pesar de que representa una mayor proporciéon del hierro
alimentario y encontrandose tanto en alimentos vegetales como en animales, presenta

una absorcion mas limitada (entre un 1 a un 40%).

A través del procesamiento de la carne, mediante la adicién de sales de nitrito y/o
nitrato, la molécula hemo es nitrosilada promoviendo la formacién de un compuesto
llamado nitrosilhemo, el cual es liberado de la mioglobina durante la coccién y/o

curado.

Se ha propuesto que el nitrosilhemo es mas téxico que la molécula hemo en si y que
esto podria ser una de las razones por las cuales las carnes procesadas estan mas
intensamente relacionadas con el cdncer que la carne fresca. Sin embargo, hasta la
fecha no existen tablas de composicion ni informacién disponible sobre el contenido

de nitrosilhemo en los alimentos.

En este estudio obtuvimos datos representativos fiables sobre la composicidon de
hierro libre, hierro hemo y nitrosilhemo en derivados carnicos consumidos en Espafia.
Ademas, se compard el método espectrofotométrico cldsico descrito por Hornsey con
la determinacion por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en

inglés).

Mediante el método espectrofotométrico clasico de Hornsey, se detectaron
contenidos elevados de hierro hemo en aquellos derivados carnicos que contenian

sangre (sangrecilla, morcillas, morcon negro), mientras que en los derivados carnicos
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curados en seco (panceta o tocino) el contenido encontrado fue bajo. En derivados
carnicos como la cecina o el paté, se observaron altos contenidos de hierro hemo,
atribuidos al uso de la carne de res en lugar de cerdo y por el uso del higado (viscera
rica en sangre), respectivamente. Respecto al nitrosilhemo, el mayor contenido se
encontrd en la sangrecilla y en los diferentes tipos de morcillas, a pesar de que no se
esperaba que fueran una fuente significativa del mismo, ya que no se utilizan agentes
nitrificantes afiadidos en sus formulaciones. Por otro lado, no se detectaron

contenidos en el tocino o el bratwurst.

Mediante el método HPLC, los derivados carnicos con un alto contenido de hierro
hemo, como los que contiene sangre (morcillas, sangrecilla o morcén negro) y cecina
(carne de res) dieron como resultados contenidos mds bajos que con el método
espectofotrométrico de Hornsey. Igual que con el hierro hemo, la evaluaciéon del
contenido de nitrosilhemo mediante HPLC arrojé algunos resultados controvertidos en

comparacion con la medicidn espectrofotométrica de Hornsey.

En conclusién, parece que la formulacién de ciertos productos puede interferir con la
cuantificacibn de hemo y nitrosiihemo mediante la  determinacién
espectrofotométrica. Sin embargo, la variabilidad del hemo, nitrosilhemo y la eficiencia
de curado sigue siendo alta independientemente de la metodologia, lo que resalta la
necesidad de bases de datos de derivados carnicos mas precisas. A pesar de esto, los
niveles de hierro hemo vy nitrosilhemo informados en derivados carnicos,
especialmente aquellos obtenidos con HPLC, son utiles para evaluar de manera mas
exacta el consumo de estos compuestos en la poblacion espafiola, proporcionando

estimaciones mas precisas que las de la literatura para poblaciones europeas.
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Heme and nitrosyl-heme have been pointed out as responsible for the association between processed meats and
cancer. The objective of this study was to obtain reliable data on the current proximate composition, total iron,
total heme, zinc-protoporphyrin, and nitrosyl-heme content in 40 meat derivatives consumed in Spain. The
determination of heme and nitrosyl-heme was achieved using the classical spectrophotometric determination of
the acetone extracts and compared with the chromatographic determination of these extracts which enables the
separation of other porphyrins. Results revealed a high variability of heme and nitrosyl-heme contents in meat
derivatives which may reflect differences in meat derivatives ingredients and formulations, manufacturing
processes, storage, and cooking conditions. In addition, certain derivatives contain considerable amounts of
nitrosyl-heme despite the fact there was no addition of nitrite or nitrate. Although the comparison of both
methodologies for heme and nitrosyl-heme determination were in good agreement, the chromatographic method
is advisable as some interfering compounds may lead to an overestimation when using the classical spectro-
photometric determination. In the Spanish adult population and based on the obtained data the estimated total
iron, nitrosyl-heme, and total heme intakes resulting from meat derivatives consumption, were 14.6 mg/day,

528.6 ug/day, and 1676.2 ug/day, respectively.

1. Introduction

Red and processed meats are important contributors of several
important nutrients to the human diet. Processed meats may undergo
different processing steps (e.g., grinding, salting, fermentation, smoking,
drying as well as the addition of several ingredients and additives) that
increase their shelf life and/or improve their taste. In times when cold
storage was nonexistent or scarce, it was meat processing that extended
shelf life. However, high intakes of red and processed meats have been
positively associated with an increased risk of different types of cancer,
cardiovascular diseases, and type 2 diabetes (Wollk, 2017; Santarelli
et al., 2008).

The chemical components responsible for this possible relationship
and the biochemical mechanisms involved have not yet been fully
identified. Some candidates have been proposed: saturated fat, poly-
cyclic aromatic hydrocarbons, heterocyclic aromatic amines, advanced
glycation end products, trimethylamine-N-oxide, heme iron, nitrite, ni-
trate, and N-nitroso compounds (Wolk, 2017). Red and processed meat
are rich in heme iron, which is more bioavailable than non-heme iron.
Processing of meat through the addition of nitrite and/or nitrate salts for
curing leads to the formation of nitrosyl-heme (NO-heme) compounds.
Free iron, heme iron, and NO-heme iron all induce the formation of
reactive oxygen species, which could eventually lead to cellular damage
and gene mutations (Wolk, 2017). Santarelli et al. (2008) and Pierre

Abbreviations: AOAC, Association of Official Analytical Chemists; EPIC, European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition; FW, fresh weight; HPLC,
High-performance liquid chromatography; IR, interquartile range; ISO, International Organization for Standardization; MPrd, meat products; MPrp, meat prepa-
rations; ND, not detected; NO, nitric oxide; NO-heme, nitrosyl-heme; Tr, trace amounts.
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et al. (2010) proposed that NO-heme in processed meats could be more
harmful to health than heme iron and could be one of the reasons why
processed meats are more intensely related to cancer than fresh meat.

To study the relationship between the intake of these components
and the occurrence of diseases, it is essential to have data on their
concentration in meat preparations and meat products (hereafter both
referred to as meat derivatives), to be able to provide solid evidence of
association or causality. The iron content of foods can be obtained from
food composition databases. For heme iron, databases exist on Thailand
(Kongkachuichai et al.,2002) and the United States (Cross et al., 2012)
but figures in meat derivatives both for heme and NO-heme on Europe
are limited. Furthermore, it should be noted that meat derivatives have
different characteristics depending on the place where they are pro-
duced as many of them are traditional and regional specialties.
Accordingly, it is difficult to make assumptions about their contents due
to the scarcity of data and product variability. This lack of data has led to
the use of estimates of heme and NO-heme concentrations in meat and
meat derivatives in different European epidemiological studies (Jakszyn
et al., 2013; Bastide, 2016).

This study aimed to obtain reliable representative data on the
composition of, iron, heme, and NO-heme in meat derivatives consumed
in Spain for use in the estimation of their intake in a sample of the Eu-
ropean Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) Spain
cohort. We hypothesized that the presence of certain compounds such as
Zn-protoporphyrin and ingredients may cause an overestimation of
heme compounds when measured spectrophotometrically. For this
reason, we compared the classical spectrophotometric method described
by Hornsey (1956) with the high-performance liquid chromatography
(HPLC) determination to ascertain the need for chromatographic
determination. To the best of our knowledge, the studies dealing with
the determination of heme and NO-heme by HPLC in meat derivatives
are limited.

2. Material and methods
2.1. Sampling

A list of meat derivatives was obtained from the food consumption
data of the EPIC group of Spain, 1997 study (n = 39, Table 1). EPICis a
large prospective cohort study involving more than half a million par-
ticipants (ages 25-70), who were recruited across 10 European countries
between 1992 and 1999. The EPIC-Spain prospective cohort included
41,437 participants (25,808, 62%, women) recruited between October
1992 and July 1996 from five Spanish regions: three in the north
(Asturias, Navarra, and Guiptizcoa) and two in the south (Murcia and
Granada). Convenience samples were obtained from delicatessen stores,
food markets, and supermarkets in different geographical locations of
Spain (Asturias, Navarra, Andalucia, Murcia, and Catalonia) and
immediately transported to IRTA's laboratory under refrigerated con-
ditions when required. For each listed type of product, a minimum of 4
different brands were collected and ground with a kitchen aid individ-
ually. Subsamples of the different brands were mixed to obtain a single
aggregated samples for each type of product. Immediately after grinding
and mixing, samples were vacuum packaged in aluminum bags and
stored in a freezer at — 20 °C until their analysis. Different varieties of
“chorizo” and “morcilla” samples were analyzed. With regards to
dry-cured serrano ham (*jamén serrano™) and cooked cured ham (“jamon
cocido), they were bought both sliced at butchers’ and at industrial
vacuum or modified atmosphere packaged sliced ham (n = 4 in each
case) and analyzed separately for assessing the variability between
samples and retail conditions. With regard to “chistorra” sausages, two
different categories were considered and analyzed separately: those
labeled with and without the addition of nitrifying agents. It is worth
mentioning that back in the 1990 s “chistorra” was typically elaborated
with nitrifying agents, whereas their use is nowadays less common. In
addition, two additional categories, “lacon traditional” (regional
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product) and industrially processed “lacon™ (nowadays more wide-
spread), were considered and analyzed separately. Some of the products
(e.g., “chistorra”, bacon, “bratwurst’, and frankfurter sausages) were
analyzed before and after cooking in the lab. The cooking procedure
aimed to mimic typical Spanish household cooking practices and thus
samples were pan-fried with a minimum amount of olive oil (griddling)
and subsequently ground and mixed as described above.

2.2. Proximate composition

Moisture content was determined by drying at 103 + 2 °C until
reaching a constant weight after 24 h. Total nitrogen was determined
according to the Kjeldahl method, whereas the protein content was
estimated by multiplying by 6.25 according to the Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005). Fat content (extracted with hexane),
and ashes were determined following the International Organization for
Standardization (ISO) protocols ISO 1443:1973 and ISO 936:1998,
respectively. Analyses were carried out in duplicates and the results
were expressed in grams per 100 g of edible fresh weight (FW).

2.3. Nitrosyl-heme and total heme extraction and spectrophotometric
quantification

NO-heme and total heme pigment concentrations were extracted in
triplicates by using final solutions of 80% acetone and 80% acidified
acetone, respectively, considering the sample’s moisture as described by
Hornsey (1956). Briefly, for NO-heme determination, 2 g of ground
samples were weighed under subdued light conditions into 50 mL ca-
pacity centrifuge tubes. Then, 200 pL of 0.5% (w/v) aqueous L-cysteine
hydrochloride solution plus 10 mL of acetone solution were added to
each tube. Similarly, for total heme determination, 2 g of ground sam-
ples were weighed under subdued light conditions into 50 mL capacity
centrifuge tubes. Then, 200 pL of 0.5% (w/v) aqueous L-cysteine hy-
drochloride solution plus 10 mL of the acidified acetone solution (con-
taining 2% concentrated HCl) were added to each tube. The acetone
mixtures were homogenized using the UltraTurrax homogenizer (IKA,
Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany) for 30 s at 9000 rpm while
the tube was immersed in ice. The sample was kept at 4 °C and under
stirring for 1 h and 15 min in the dark for the aqueous acetone and acid
acetone, respectively, and then centrifuged for 15 min (1100 x g at 4 °C).
After centrifugation, supernatants were filtered through filter papers
(grade 42) and collected in a 10 mL volumetric flask while protecting it
from light as much as possible. Sample aliquots were filtered through
0.45 pym nylon syringe filters before spectrophotometric and HPLC
measurements. A spectrophotometer (UV1800; Shimadzu, Kyoto,
Japan) was used to measure the spectrum of samples from 350 to 750
nm. The absorbance at 540 nm and 640 nm and the extinction co-
efficients of 11.3 and 4.8 L mmol~* cm™' were considered for the
calculation of NO-heme content and total heme content, respectively.
Results were expressed as milligrams of hemin chloride equivalents per
kilogram of edible FW. The curing efficiency was calculated by
expressing the NO-heme content as a percentage of the total heme
content.

2.4. Determination of porphyrins by HPLC

Aliquots of the aqueous and acidified acetone extracts were injected
(40 pL) into an Agilent 1100 series HPLC system (Waldbronn, Germany)
equipped with a Synergi Fusion-RP column (150 x 4.6 mm, 4 ym, 80 A)
from Phenomenex (Torrance, USA) and using a UV/Vis detector set at
400 and 414 nm. Water with 0.05% trifluoroacetic acid and acetonitrile
with 0.05% trifluoroacetic acid were used as mobile phases A and B,
respectively.

In the aqueous acetone extracts, porphyrins were eluted with a
gradient in which phase B increased from 20% to 70% in 5 min and then
increased to 100% in 15 min at a constant flow rate of 1 mL min™'. Three
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Table 1
List of meat pr (n = 39) consumed by the Spanish cohort of the EPIC study".
Local product English description Animal Elaboration Drying Fermentation  Nitrite and Heat- Other Usual culinary
name source time nitrate salts treated preparation in
added Spain
Bacon Cured streaky bacon pork 1-5 days yes no yes yes  smoked griddled, grilled,
fried
Bratwurst Bratswurt type sausage pork 1 day no no no yes  smoked griddled, grilled,
or simmered
Cabeza de jabali Offal and pork meat pork 1-2 days no no yes yes cold
luncheon (head cheese)
Carne en lata Canned meat including pork / beef 1 day no no yes yes cold
corned beef
Cecina Dry cured beef leg beef months yes no depends no cold
Chistorra Small caliber fresh MPrp” or  pork 1-3 days no no depends’ no nitrified / griddled, grilled,
slightly fermented paprika non- fried
sausage MPrp or MPrd" nitrified
Choped / Chopped  Pork meat luncheon pork 1-2 days no no yes yes cold
(jagdwurst)
Chorizo fresco Fresh paprika sausage MPrp  pork 1 day no no depends’ no stewed, grilled,
griddled
Chorizo curado dry-cured paprika sausage pork 3-4 weeks yes yes depends no cold
Chorizo fresco Fresh aired paprika sausage  pork 1-3 days yes depends yes no stewed, grilled,
oreado MPrp/MPrd griddled
Chorizo de Dry cured paprika sausage pork 3-5 weeks yes yes yes no cold
Pamplona
Chorizo tipo vela Dry cured paprika sausage pork 3-5 weeks yes yes yes no cold
Fiambre de pavo Turkey meat luncheon turkey 1 day no no yes yes cold
Frankfurt Frankfurter type sausage chicken / 1 day no no yes yes  smoked griddled, grilled,
pork fried, simmered
Fuet Small caliber dry cured pork 2-4 weeks yes yes yes no cold
sausage
Jamon cocido / Cooked ham pork 2-5 days no no yes yes cold
Jamoén de York
Jamoén Serrano Dry cured ham Pork > 7 months yes no yes no cold
Lacén, industrial Cooked shoulder, Galician pork 2-5 days no no yes yes cold
specialty, industrial
elaboration
Lacoén, traditional Cooked shoulder, Galician pork > 2 weeks yes no yes Yes cold, stewed
specialty, traditional
elaboration
Lomo embuchado Dry cured loin pork > 4 weeks yes no yes no cold
Longaniza de Dry cured sausage, Catalan pork 4-8 weeks yes yes yes no surface cold
payés/ specialty mold
llonganissa de
pages
Longaniza Dry cured sausage pork 3-4 weeks yes yes yes no surface cold
imperial mold
Longaniza Small caliber dry cured pork 1 week yes yes yes no cold
murciana/ sausage
salchicha de
pellizco
Longaniza seca Dry cured sausage pork 1 week yes yes yes no cold
Morcilla asturiana Blood sausage, Asturian pork 1-3 weeks yes yes no yes  smoked and  stewed, griddled
specialty dried
Morcilla de arroz Blood sausage with rice pork 1 day no no no yes grilled, griddled
Morcilla de cebolla  Blood sausage with onion pork 1 day no no no yes grilled, griddled
Morcilla murciana Blood sausage, Murcian pork 1 day no no no yes grilled, griddled
specialty
Morc6n Bung cap paprika sausage pork months yes yes yes no cold
Morcén blanco Bung cap sausage pork 1 day no no no yes cold
Morcon negro/ Bung cap blood and liver pork 1 day no no no yes cold
Butifarra ancha sausage
Mortadela Bologna type sausage pork 1 day no no yes yes  smoked cold
(mortadella)
Panceta de cerdo Dry cured pork belly pork weeks depends  no yes no stewed, grilled,
griddled
Paté / Fuagras / Meat and liver paté pork liver 1 day no no yes yes cold
Foie-gras
Salami Salami pork 4-8 weeks yes yes yes no cold
Salchichon Dry cured sausage pork 4-8 weeks yes yes yes no cold
Sangrecilla Cooked blood curd chicken / 1 day no no no yes stewed, grilled,
pork / veal griddled
Sobrasada Paprika raw cured sausage pork months yes yes yes no cold, warmed
/sobrassada and spread
Tocino Salted pork fat pork weeks/ yes no yes no stewed
months
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2 This table describes the main characteristics of the sampled meat derivatives that are representative of the Spanish market although in each meat derivative it is
possible to find some exceptions with the use of nitrites, smoking, animal source ingredients, etc.

b They can be classified as meat preparations (MPrp) or meat products (MPrd) according to European Commission Regulation No 853/2004 of the European
Parliament and of the Council of 29 April 2004 laying down specific hygiene rules for food of animal origin.

“ Nowadays nitrifying salts are seldom added in this product, but their addition was usual in the 1990 s

peaks were detected depending on the aqueous acetone extract. The first
eluted peak corresponds to a heme species, the second was identified as
Zn-protoporphyrin, and the third peak corresponds to a transient NO-
heme species. The identification of this peak was achieved by prepar-
ing NO-heme as described by Killday et al. (1988). In brief, 0.1 mL of
NayS204 (6.6% in water) were added to 5 mg of hemin chloride dis-
solved in 0.5 mL of dimethylsulfoxide under inert atmosphere and
protected from light. Subsequently, nitric oxide (NO) gas was bubbled
into the solution, which then became purplish. Then, water was added to
obtain a purple-reddish precipitate. The solid NO-heme was recovered
by centrifugation and washed with water several times. The solid was
dissolved in acetone, presenting the Soret band and attenuated peaks at
485, 540, and 570 nm in the Q band (Fig. 1, inset III), and immediately
injected in the HPLC, as in the solution it converts rapidly into heme.
This instability prevented the obtaining of a calibration curve and led to
the area of this peak being added to that of heme and used for NO-heme
quantification. Coefficients of determination (R%) higher than 0.99 were
obtained from linear regression analysis. The latter was carried out by
using a calibration curve ranging from 0.5 to 15 mg L ! using porcine
hemin chloride (PanReac AppliChem; Barcelona, Spain) standard solu-
tions and a calibration curve ranging from 0.06 to 3.5 mg L™ using
Zn-protoporphyrin (Merck; Darmstadt, Germany) standard solutions.
The standard solutions were prepared in 80% acetone and measured at
400 nm and 414 nm for NO-heme and Zn-protoporphyrin determina-
tion, respectively. NO-heme was expressed as milligrams of hemin
chloride equivalents per kilogram of edible FW whereas
Zn-protoporphyrin was expressed in mg/kg of edible FW.

In the acidified acetone extract, total heme was eluted with a
gradient in which phase B increased from 20% to 70% in 5 min and then
increased to 100% in 10 min at a constant flow rate of 1 mL min~’. A
coefficient of determination (R%) higher than 0.99 was obtained from
linear regression analysis carried out using a calibration curve ranging

1. 6.11 min

from 0.5 to 15 mg L™ using porcine hemin chloride standard solutions
prepared in 80% acidified acetone and measured at 400 nm. Total heme
content was expressed as milligrams of hemin chloride equivalents per
kilogram of edible FW.

2.5. Total iron content

Closed quartz vessels and a microwave acid digestion system (Mile-
stone UltraWAVE) were used to determine total iron in duplicate.
Ground samples were accurately weighed (0.5 g) into quartz digestion
vessels. Then, 3 mL of nitric acid, 1 mL of hydrogen peroxide, and 1 mL
of water were added to each tube and closed. Digestion of samples was
conducted by applying a 4-step program described as follows: firstly,
heating for 8 min up to 100 °C, then heating for 7 min up to 150 °C,
heating again for 11 min up to 240 °C, and then maintaining for 6 min.
Once the samples had been allowed to cool, the digested solutions
previously diluted with a solution of nitric acid and hydrochloric acid,
were transferred into volumetric flasks, and analyzed by inductively
coupled plasma mass spectrometry (Agilent 7800). The calibration
curve was obtained by different concentrations of Fe [isotope 53] from 4
to 10000 ppb prepared on a nitric and hydrochloric acid mixture solu-
tion. Results were expressed as milligrams of Fe per kilogram of edible
FW.

2.6. Dietary intake assessment

NO-heme, heme iron, and total iron content data were used to esti-
mate the intake of these 3 components in the Spanish population using
data from the EPIC-Spain cohort. Processed meat consumption data
from 38,471 subjects collected through a previously validated dietary
history questionnaire were used to estimate intakes (Ibanez et al., 2005).
It should be noted that, because the aim was to obtain data to estimate

1. 14.08 min
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N

10

min

I. Fe - hemo I

450 $50

ZnPPIX

580

HI. NO - hemo

\

65 7% 3¢

Fig. 1. Chromatogram of the aqueous acetone extract of dry-cured hams with heme, Zn-protoporphyrin, and nitrosyl-heme peaks at 6.1, 10.7, and 14.1, min,
respectively. The spectra of heme, Zn-protoporphyrin, and transient nitrosyl-heme species is shown in I, II, and III, respectively.
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the intake using dietary records obtained in 90's, issues that could affect
the representativeness of current samples like changes in ingredients or
processing were considered.

2.7. Statistical analysis

Pearson’s correlation analysis was carried out between samples
proximate content and also between the determinations of heme and
NO-heme when measured spectrophometrically and by HPLC. An
analysis of variance was carried out to study the effect of butcher-sliced
vs. industrial slicing and packaging on heme and NO-heme content of
dry-cured and cooked ham samples. Tukey's honest significant differ-
ence test was performed at a 95% confidence level (p < 0.05) to identify
significant differences among samples.

3. Results and discussion

A brief description of the products reported in the Spanish EPIC
cohort study is provided in Table 1. This table shows the diversity of
meat derivatives including a great number of regional specialties.
Overall, pork meat is the main meat derivative ingredient in Spain
similar to other southern European countries and, in general, western
countries. However, the use of beef, lamb, and meat from other species is
also common in European countries and other countries with religious
constraints. It is worth mentioning that the use of poultry meats in the
elaboration of meat derivatives is relatively recent and mainly used in
the elaboration of certain types of derivatives addressed to satisfy spe-
cific customers’ demands (e.g., low calories or low budget). This table
also shows a high diversity of dry-cured meat products (20 out of 39), as
in the past this elaboration process allowed the regular consumption of
meat in periods of scarcity without cold storage. However, the main
reason for their consumption nowadays is to enjoy their pleasant
organoleptic features. Typically, dry curing implies the addition of ni-
trifying agents (also referred to as curing agents and involving the
addition of nitrite and/or nitrate salts) during their elaboration process.
Cooked meat products, despite being most of them less traditional than
dry-cured meat products, have been consumed for decades in Spain, as
also observed in the EPIC study questionnaire. “Morcillas”, a traditional
blood sausage with many regional specialties, would probably be the
most remarkable exception.

3.1. Proximate composition

Table 2 shows the proximate composition of the Spanish meat de-
rivatives listed in the EPIC study. They were analyzed as purchased
(n = 40, excluding cooked sausages in the lab). Meat derivatives are
mostly made up of water, fat, protein, and ash. The carbohydrate con-
tent in meat derivatives is low or very low (0.4-6.5%), except in the case
of "morcillas", to which carbohydrate-contributing ingredients such as
onion, rice, bread, or pine nuts are added (3-27%). Ash constitutes a
minor fraction of the centesimal composition; the median was 3.48 g/
100 g FW and most of the values are between 1.61 and 7.11 g/100 g FW,
except for "lacon traditional” which reached 12.10 g/100 g FW. These
values are higher than the ash content of unprocessed meat because
these products contain significant amounts of added salt
(Jimenez-Colmenero et al., 2010). Higher fat content is usually detri-
mental to water content and vice versa (as in the case with "fiambre de
pavo" and bacon) so the relationship between the two shows a strong
negative and significant correlation (r = —0.8863; p < 0.001). Never-
theless, some processed meats can present important amounts of protein
and fat, but relatively smaller amounts of water (for example, "chorizo
curado" or "fuet") due to the drying process to which they are subjected.
Thus, although animal muscle is associated with important quantities of
water, no significant correlations were observed between protein and
water content, or between protein and fat. As expected, when proximate
composition is expressed as dry matter, correlation between protein and
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Table 2

Proximate composition of meat derivatives (g/100 g FW). Most of meat de-
rivatives were analyzed as purchased. When cooking was applied, it is conve-
niently indicated.

Product name Ashes Moisture Protein Fat
Bacon 3.46 57.51 15.60 19.95
+ 0.04 + 0.09 +0.33 + 0.27
Bacon, griddled 4.26 49.08 21.80 22.64
+ 0.02 + 0.12 =0.13 + 0.68
Bratwurst 2.54 60.51 13.30 21.67
=+ 0.02 +0.14 +0.31 +0.32
Bratwurst, griddled 2.58 59.22 13.90 20.81
+ 0.05 +0.36 =0.22 + 0.44
Cabeza de jabali 2.43 52.16 19.33 21.90
+ 0.02 + 0.23 + 0.52 + 0.01
Carne en lata 3.01 65.71 18.48 12.34
+ 0.06 +1.92 = 0.16 + 0.05
Cecina 5.74 51.39 33.91 7.46
+ 0.04 +2.14 =0.07 + 0.23
Chistorra (nitrified) 3.23 39.29 17.19 37.50
4 0.08 + 0.42 =0.31 + 1.04
Chistorra (nitrified), 3.69 37.97 17.99 31.44
griddled + 0.04 + 0.42 = 0.014 + 0.28
Chistorra (not nitrified) 3.39 39.65 18.24 35.31
+ 0.07 +1.29 = 0.03 + 1.25
Chistorra (not nitrified), 3.70 32.67 19.28 34.45
griddled 4+ 0.07 +0.89 =0.15 + 0.55
Chéped / Chopped pork  3.34 66.61 12.37 10.49
+ 0.01 + 0.06 = 0.08 + 0.27
Chorizo (fresh) 3.50 56.65 16.45 23.13
+ 0.07 + 3.76 +0.23 + 0.89
Chorizo curado 5.17 24.28 24.62 43.61
+ 0.07 +0.74 = 0.63 + 1.66
Chorizo oreado 3.94 39.52 19.30 33.40
+0.14 +0.89 =0.15 +0.19
Chorizo de Pamplona 4.90 30.89 17.98 411.83
+ 0.04 + 2.83 +=0.31 +0.16
Chorizo tipo vela 5.09 41.19 21.63 27.21
+0.12 + 0.48 =0.32 +0.14
Fiambre de pavo 3.80 75.52 14.71 0.96
+ 0.04 + 0.30 = 0.03 + 0.05
Frankfurt 3.63 64.99 12.32 14.63
+ 0.04 + 0.30 = 0.28 + 0.23
Frankfurt, griddled 3.42 64.12 13.11 15.91
+ 0.01 + 0.16 =0.19 + 0.26
Fuet 5.29 24.99 28.71 35.50
4+ 0.15 +0.99 £ 0.68 +0.71
Jamon cocido / Jamon 3.17 74.36 18.35 3.30
de York + 0.34 + 1.28 +1.59 + 1.90
Jamon serrano 6.56 41.32 31.93 19.08
4 0.92 +6.29 = 3.64 + 5.24
Lacon, industrial 7.11 73.21 17.52 3.10
+ 0.04 + 0.01 =012 + 0.13
Lacon, traditional 12.10 49.67 27.68 10.57
+ 0.10 + 0.26 = 0.60 + 0.12
Lomo embuchado 5.68 19.18 36.87 7.11
4 0.01 +0.04 =0.10 + 0.01
Longaniza de payés 6.32 26.31 30.89 30.59
+ 0.01 + 0.26 +=0.13 + 0.56
Longaniza imperial 5.44 28.24 28.40 36.16
+ 0.01 +0.89 = 0.05 + 1.57
Longaniza murciana 5.52 31.69 27.11 34.01
+ 0.08 +1.59 = 0.11 + 0.30
Longaniza seca 4.73 36.34 24.68 28.86
+ 0.01 +2.01 = 0.06 + 0.12
Morcilla asturiana 2.98 16.86 9.91 58.60
+ 0.04 + 0.41 +0.23 + 0.69
Morcilla de arroz 1.62 52.92 6.88 14.90
+ 0.01 + 0.67 = 0.09 + 0.16
Morcilla de cebolla 2.50 46.17 9.03 30.78
+ 0.09 + 0.68 =0.11 + 1.54
Morcilla murciana 2.28 64.54 4.13 14.81
+ 0.01 + 6.70 = 0.05 + 0.54
Morcon 3.96 40.25 21.16 30.69
+ 0.07 +0.71 =0.13 + 0.41
Morcon blanco 2.55 38.24 13.11 34.12
4 0.07 + 0.61 +=0.35 +3.01

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

Product name Ashes Moisture Protein Fat
Morcén negro / Butifarra 3,12 42.01 16.40 33.66
ancha + 0.06 = 3.30 + 0.54 + 0.75
Mortadela 3.22 65.78 11.96 11.09
+ 0.04 +0.53 +0.31 + 0.59
Panceta de cerdo 3.89 35.71 17.82 38.43
+ 0.02 E£1.53 + 0.24 £2.79
Paté / Fuagras / Foie- 245 57.28 11.63 26.01
gras + 0.04 +0.75 + 0.00 + 0.16
Salami 4.47 34.22 17.80 42.43
+0.11 +0.14 +0.52 +0.13
Salchichén 5.74 39.19 28.08 21.28
+ 0.06 =216 + 0.76 + 0.15
Sangrecilla 1.61 81.15 19.36 0.02
+ 0.02 +1.02 + 0.13 +0.01
Sobrasada 3.43 20.79 10.93 61.63
+ 0.05 = 1.40 + 0.09 + 0.99
Tocino 1.99 3.22 1.49 90.51
+0.13 =0.78 + 0.04 +0.13

Each mean was calculated from the analytical result of n
composite sample of at least 4 different brands.

3 aliquots of a

fat is high and negative (r = —0.8576) and statistically significant
(p < 0.001). In turn, when protein and moisture are referred to as
defatted matter, a negative high correlation appears between the two
(r = —-0.7276, p < 0.001).

The protein content of the meat derivatives analyzed (excluding
cooked products in the lab) ranged from 1.49 to 36.87 g/100 g FW, with
a median of 17.19 g/100 g FW. The highest protein contents (> 30.9 g/
100 g FW; 90th percentile) were found in "lomo embuchado", "cecina",
"jamon serrano" and "longaniza de payés", while those with the lowest
contents (< 9 g/100 g FW; 10th percentile) were "tocino", "morcilla
murciana", "morcilla de arroz" and "morcilla de cebolla".

The fat content of the analyzed meat derivatives (excluding cooked
products) ranged from 0.02 to 90.51 g/100 g FW with a median of
27.21 g/100 g FW. The highest fat contents (> 43.6 g/100 g FW; 90th
percentile) were found in "chorizo curado", "morcilla asturiana", "sobra-
sada" and "tocino", while those with the lowest contents (< 3.3 g/100 g
FW; 10th percentile) contents were "sangrecilla", "fiambre de pavo", "lacon
industrial" and "jamon cocido".

Previous studies have reported differences of up to 30% comparing
composition data from sampled and analyzed sausages and data from
composition tables (Cunningham et al., 2015). We compared the data
obtained in our study with data from the available in scientific literature
(Leon-Crespo et al 1986; Munoz et al., 1996; Santos et al., 2003; Estévez
et al., 2005; Molinero et al., 2008; Marra et al., 1999; Lorenzo et al.,
2008; Prado et al., 2019; Farran-Codina et al., 2022). We managed to
compile data on water, protein, and fat content for 33 of the 39 meat
derivatives. To the best of our knowledge, there was no available data in
the literature for "longaniza de payés", "longaniza murciana", "longaniza
seca", "sangrecilla", bacon and "morcilla asturiana'. Twenty two percent of
analyzed products for moisture values, 20% of protein values, and 23%
of fat values were greater than 30% with respect to the literature values.
The foods that included some of these values were "lomo embuchado"
(fat), "salchichon” (protein and fat), "chistorra not nitrified" (moisture),
"chorizo Pamplona" (fat), "panceta de cerdo" (moisture and fat), "lacon
industrial" (moisture, protein, and fat), "chistorra nitrified" (moisture),
"morcén blanco" (moisture, protein, and fat), "frankfurt” (fat), "morcilla de
arroz" (protein), "morcilla murciana" (moisture, protein, and fat) and
"tocino" (moisture, and protein); in total, 12 meat derivatives.

The differences between our data and that in previous literature may
be due to different reasons. First, the variability inherent to many of
these products (Leon-Crespo et al., 1986; Jiménez-Colmenero et al.,
2010), frequently produced by small and medium-sized companies or
establishments that have their own formulations and elaboration pro-
cedures, often based on local traditions or preferences. This variability
also includes those differences caused by changes in the moisture
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content as a result of drying during their elaboration and retail market
storage conditions of these products. Second, the sampling carried out in
the present study included different geographical areas and different
points of sample acquisition, so as to achieve maximum representa-
tiveness; data from the literature (except in the case of food composition
tables) may be biased given that they often analyzed local samples or
samples produced on purpose for the study. Third, most of the data in
the literature are from before the 2000 s. There is a need for more
updated data on these derivatives’ composition. Despite this limited
information, when the data obtained in this study are compared with
those from the literature, a bias in a particular direction is not apparent
in any of the four components. For example, there is no consistent ten-
dency for all meat derivatives to have lower fat values than those re-
ported in the literature. This finding agrees with the fact that most of
these products are traditional and thus expected to remain relatively
unchanged for decades. In consequence, the variability in these studies
can be mainly explained by changes in rearing conditions, meat
composition, product formulations, manufacturing processes, etc.
(Jiménez-Colmenero et al., 2010;).

3.2. Total iron content

The total iron content is shown in Table 3. The total iron content of
the meat derivatives analyzed (excluding cooked products) was highly
variable and ranged from 1.4 to 443.0 mg/kg FW with a median of
15.0 mg/kg FW. Meat derivatives with higher iron contents (> 64.6 mg/
kg FW; 90th percentile) were "sangrecilla", "morcilla de cebolla", "morcilla
de arroz", "morcon negro", "paté /foie gras" and "morcilla asturiana", all of
which include blood and/or liver as a ingredients, while those with
lower contents (< 6 mg/kg FW; 10th percentile) were bacon, "fiambre de
pavo", "jamon cocido" and "panceta de cerdo". These results can be
explained by the relatively high moisture or fat content of these prod-
ucts. When comparing the values obtained with those reported in the
literature (Le6n-Crespo et al., 1986; Estévez et al., 2005; Molinero et al.,
2008; Jiménez-Colmenero et al., 2010; Farran-Codina et al., 2022) for
29 of the 39 processed types of meats, it is observed that the data from
the present study tend to be lower, with a median difference of — 21%
concerning the data from the scientific literature. For the remaining 10
meat derivatives, no data were found in the scientific literature. This
bias between the data from our study and the values provided by the
literature could be due to the factors discussed above for the proximate
composition. It should be highlighted that the data available in the
literature on the iron content of Spanish meat derivatives are scarcer
than the data available for proximate composition, and this may have
compromised their representativeness.

3.3. Total heme content measured spectrophotometrically

The content of heme in raw meat measured spectrophotometrically
following the Hornsey's method is shown in Table 3. Heme was not
detected in “tocino™ as was expectable from what is essentially subcu-
taneous fat with a low protein content. Conversely, those products
containing blood were in the upper range of heme content. For instance,
“sangrecilla” which is made from coagulated blood showed the highest
heme content (1939.4 mg/kg). Meat derivatives which formulation in-
cludes blood and other ingredients, such as “morcillas” (ranging from
263.5 to 706.1 mg/kg), and “morcén negro” (346.5 mg/kg) also
accounted for high amounts of heme mainly coming from hemoglobin.
The variability of heme in “morcillas” can be attributed to the different
blood content in the formulations. The addition of rice, onion, fat, and
protein sources explained the variability in the proximate composition
of these products. “Morcilla murciana” had, accordingly, the highest
moisture and lowest protein content of all, which agrees with the lowest
heme content.

With regards to dry-cured meat products, heme content was low in
“panceta” (15.8 mg/kg) which, similarly to “tocino”, can be attributed to
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Journal of Food Composition and Analysis 125 (2024) 105832

Total iron, total heme, and nitrosyl-heme (NO-heme) contents obtained using spectrophotometric (Hornsey's method) and HPLC methods and the curing efficiency
calculated from the data obtained by means of the corresponding method. Most of meat derivatives were analyzed as purchased. When cooking was applied, it is

conveniently indicated.

Hornsey's method HPLC method

Meat derivatives Fe Heme NO-heme Curing efficiency ~ Heme NO-heme ZnPP Curing efficiency

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (%) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (%)
Bacon 52+1 234+ 2.0 23.7 +£ 2.9 101 249x+1.0 226 =27 0.2 4+ 0.1 91
Bacon, griddled 6.8+2 274 =10 215+ 1.0 79 30.1x1.9 21474 tr 71
Bratwurst 81+2 26.8 =29 ND 0 26.2 +2.7 tr ND 7
Bratwurst, griddled 8812 30.1 =20 ND 0 28.5+ 23 tr ND 24
Cabeza de jabali 13.0+3 55.1 = 6.6 33.0x1.6 60 57.3 =8 42.0 + 3.5 tr 73
Carne en lata 1.0+ 3 56.7 £ 3.9 357+ 2.5 63 55.3 £ 4.2 45.6 + 6.6 0.3 +0.1 82
Cecina 15.0+ 4 216.4 £ 188 859+ 8.3 40 183.5 £ 5.3 104.6 4+ 17.3 19.3 £3.9 57
Chistorra (nitrified) 12.0+3 31420 84 27.1 2.6 279+ 15 0.2+ 0.1 103
Chistorra (nitrified), griddled 13.0+3 354 = 5.2 84 28.6 = 0.5 26.2 + 5.8 0.3 +0.1 92
Chistorra (not nitrified) 140+ 4 43.1 +£3.5 86 36.8 0.5 37.0+19 0.9 +£0.2 100
Chistorra (not nitrified), griddled 15.0 £ 4 39.8 = 1.6 103 34.0 = 0.4 339+16 0.9 + 0.0 100
Choped / Chopped pork 772 33.0 = 4.6 47 31.2x 2.6 20.8 +0.3 ND 67
Chorizo (fresh) 2105 29.4 = 2.6 103 28.2+1.5 29.4 + 2.7 0.2 +0.1 103
Chorizo curado 19.0+5 62.3 = 3.6 82 52.8 + 2.3 529+1.7 1.1+0.2 100
Chorizo oreado 15.0+ 4 56.2 = 6.3 85 29.4 = 4.7 305+ 1.4 0.5+ 0.1 104
Chorizo de Pamplona 11.0 + 1 42.7 £ 2.8 118 36.7 = 0.5 37.4 + 24 0.4 + 0.1 102
Chorizo tipo vela 18.0+5 73.1+2.5 89 68.6 = 1.1 63.9+ 9.3 0.3 +£0.1 93
Fiambre de pavo 41+1 7.2+ 0.6 62 7.5+ 0.4 5.8 + 0.3 ND 78
Frankfurt 15.0 +4 74.6 = 3.2 67.8 +7.3 91 73.4 =59 67.3 + 6.5 tr 92
Frankfurt, griddled 16.0 + 4 76.7 £ 5.5 721+ 4.5 94 82.0+1.8 80.1+1.5 tr 98
Fuet 1.0+ 3 45.2 = 0.4 37.0+3.2 82 46.8 = 1.6 36.5 + 5.2 ND 78
Jamon cocido / Jamon York 59+2 256 = 1.1 216+ 1.4 84 27.2£09 219+ 24 0.2 +0.1 81
Jamon serrano 10.6 +3 47.2 £ 2.5 34.7 + 2.7 73 41.3 + 3.2 38.8 + 2.7 7.6 + 1.0 94
Lacén, industrial 7.2+2 34.0 3.7 249+1.3 73 36.1 =3.6 36.0 £ 3.0 0.2 + 0.0 100
Lacon, traditional 15.0 + 4 47.6 = 5.5 33.5x13 70 49.2 £ 6.1 493 + 1.6 tr 100
Lomo embuchado 87+2 27.9 £ 2.9 18.6 + 2.1 67 30.6 =13 28.2 + 3.0 0.2 +0.1 92
Longaniza de payés 14.0+ 4 46.1 = 4.4 29.2+25 63 44.7 = 4.8 28.8 £ 2.6 0.3 £0.1 64
Longaniza imperial 16.0 + 4 39.7 = 4.2 31.4+3.2 79 41.8 = 2.8 41.9 £ 3.3 0.2+ 0.1 100
Longaniza murciana 12.0+ 3 59.3 £3.2 31.5+3.8 53 40.8 = 5.1 24.4 + 29 ND 60
Longaniza seca 15.0 + 4 40.0 = 4.1 31.1 =03 78 39.9+14 39.54+ 2.7 0.2 +0.1 100
Morcilla asturiana 62.0 £ 16 484.3 = 32.5 217.1 = 25.7 45 440.2 + 156 215.9 + 4.7 0.2+ 0.1 49
Morcilla de arroz 85.0 + 22 562.4 + 60.2 94+ 1.3 2 555.1 & 16.6 16.1 + 0.9 tr 3
Morcilla de cebolla 125.0 + 33 706.1 + 26.6 38,5+ 5.2 6 669.3 + 127 42.8 + 2.9 0.2 +0.0 6
Morcilla murciana 47.0 £12 263.5 =194 38.1 2.6 14 280.9 + 26.5 50.7 + 2.9 0.2+ 0.1 18
Morcon 35.0+9 56.4 = 4.0 45.2 = 1.8 80 51.2 £ 538 51.0 + 10.0 0.2 +0.1 100
Morcon blanco 15.0 + 4 28.2+1.2 17.2 +0.4 61 26 + 1.6 255+ 1.4 tr 100
Morcén negro /Butifarra ancha 75.0 + 20 346.5 £+ 30.4 73.6 = 5.2 21 331.2 + 26.5 139.8 4+ 45 0.3 +£ 0.1 42
Mortadela 85+2 194 £ 2.1 121 £ 0.9 62 19.3 = 0.7 14.2 +£ 0.8 ND 74
Panceta de cerdo 58+2 158 = 1.1 7.0+ 2.9 44 16.6 = 1.1 6.3 +0.2 tr 38
Paté / Fuagras / Foie-gras 62.0+£16 97.0 =3.9 73.1+£4.9 75 96.8 = 3.6 97.1+79 tr 100
Salami 87+2 29.2+3.3 179+ 0.5 61 27.5x28 27.4 + 1.0 0.2+ 0.1 100
Salchichon 14.0 + 4 594 = 7.0 23.1+1.8 39 56.1 = 5.2 43.9 + 7.0 tr 78
Sangrecilla 443.0 £ 115 1939.4 + 140 102.2 £ 6.0 5 1554.2 + 112 48.6 + 28.2 ND 3
Sobrasada 23.0+6 30.6 = 8.1 31.0x4.3 100 28.4 =28 281 £5.2 ND 99
Tocino 1.4+ 0.1 tr ND 0 1.3+01 1.0+ 0.1 ND 80

Each mean was calculated from the analytical result of n = 3 aliquots of a composite sample of at least 4 different brands and expressed on a fresh weight basis. The
curing efficiency (percentage of nitrosyl-heme content/ total heme content) was calculated using the same method of analysis. The abbreviations ND, and tr stand for

not detected, and trace amounts respectively.

its low lean protein content. On the contrary, “cecina” showed the
highest heme content (216.4 mg/kg) which can be attributed to the use
of beef meat instead of pork meat, which is richer in heme proteins
(Kongkachuichai et al., 2002). The average heme content for the rest of
the studied dry-cured meat products was 58 mg/kg. In dry-cured hams,
heme content was 47 mg/kg, which is in good agreement with the re-
sults reported by Fuentes et al., (2014) who reported heme contents
ranging from 40 to 55 mg/kg when studying dry-cured hams from pure
Iberian pigs and Iberian x Duroc crossbred pigs. In fermented loins,
Karwowska et al., (2021) reported heme values ranging from 60 to
109 mg/kg depending on the nitrification level and storage time.
Despite having a different process, these values are higher than those
found in “lomo embuchado™ (27.9 mg/kg). In Galician “chorizo” sausage,
Rodriguez-Gonzalez et al., (2020) reported values around 140 mg/kg
which are also higher than those found for “chorizo oreado” and “chorizo
curado” (56.2 and 62.3 mg/kg, respectively). In a fermented dry-cured
sausage containing pork and beef, Chasco et al., (1996) reported heme

values of 191 mg/kg after processing which is higher than that found for
the sausages included in this study (“longaniza payés™, “longaniza seca”,
“fuet” with 46.1, 40.0 and 45.2 mg/kg, respectively). In Chasco’s study,
the high heme content can be in part due to the presence of beef in the
formulation, which is not usual in retailed dry-cured sausages in Spain.
In salami, de Lima Alves et al., (2018) reported values higher than
90 mg/kg in control samples after processing whereas those exposed to
ultrasounds treatments were even higher. These values are also higher
than in our study (29.2 mg/kg), however, the same authors reported
values close to 30 mg/kg in the control sample by the end of the storage.
During storage, heme cleavage and NO-heme degradation may occur
and lead to meat and meat product discoloration (Ma et al., 2017).
Therefore, it is reasonable to think that several reasons related to the
formulation (e.g., protein content, animal, type of muscle), the elabo-
ration process (e.g., drying), and storage conditions may explain this
broad range of concentrations and controversial results in the literature.
In this regard, it is worth mentioning that in our study we studied retail

9/
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samples that may have been stored under different conditions and that
could have led to a loss of pigments and consequently explain the
relatively low values.

As discussed earlier, heme content greatly depends on the use of
blood as ingredient. Regarding the heme content of cooked meat prod-
ucts that do not contain blood in their formulation, the average content
was 41 mg/kg and ranged from 7.2 mg/kg in turkey meat luncheon
“fiambre de pavo” to 97.0 mg/kg in “pate ” (Table 3). The loss of water in
dry-cured meat products explains the higher heme content when
compared to cooked meat products (Table 2). The low content of heme
in “fiambre de pavo” can be attributed not only to the relatively higher
moisture and lower protein content than other cooked meat products,
but also to the low content of heme pigments of poultry meats (Kong-
kachuichai et al., 2002;). The high heme content of “paté ” is explained
by the use of liver, a blood-rich viscera, in its formulation. However,
other authors reported lower heme contents ranging from 28 to
40 mg/kg in the liver “patés” containing different formulations (Mar-
tin-Sanchez et al., 2013), probably due to how liver is treated before
processing. In emulsified cooked sausages containing 60% beef and 40%
pork, Terns et al., (2011) reported a heme content of approximately
133 mg/kg. Carballo et al., (1991) reported heme contents as high as
68 mg/kg in a bologna sausage. In comparison to other emulsified meat
products, this content was lower than that found in frankfurters
(74.6 mg/kg) but higher than that found in “mortadela™ (19.4 mg/kg).
Again, these controversial results may be attributed to different product
formulations, and, for instance, the studied frankfurters contained
different amounts of mechanically deboned chicken and turkey meat.
Even though it is possible to add water in the elaboration of cooked
hams, the composition of this product is relatively less variable than for
instance in comminuted meat derivatives. In this study, the heme con-
tent of cooked hams was 25.6 mg/kg which agrees with the study of
Oliver et al., (2006), who reported 31 mg/kg and 29 mg/kg in biceps
femoris and semimembranosus muscles of cooked hams coming from raw
hams with a postmortem normal pH and low pH, respectively. Overall,
cooked meat products also showed a wide range of heme contents for the
same reasons as raw meat derivatives. However, the heme content seems
less variable in those products in which the formulation may be less
relevant due to the use of whole meat pieces.

3.4. Nitrosyl-heme content measured spectrophotometrically

No amount of NO-heme was detected in “tocino™ or “bratwurst”
samples (Table 3). The low protein and high-fat content explain the
absence of NO-heme in “tocino™. As for the “bratwurst” sausage, it is
important to mention that there is no addition of nitrifying agents during
their elaboration in Spain. The highest content of NO-heme (102.2 mg/
kg) was found in “sangrecilla” (blood curd). However, the curing effi-
ciency was very low (ca. 5%) because during the elaboration of this
product only salt is normally added. Similarly, different types of blood
sausages (i.e., “morcillas”) contain NO-heme (ranging from 9.4 to
217.1 mg/kg) which again indicates the existence of certain NO sources
even though neither nitrites nor nitrates are added during processing.
The highest value was found in “morcilla asturiana” which goes through
a different smoking/drying/fermentation process, compared to other
“morcillas”. Thus, the use of different ingredients that contain nitrite
and nitrate, smoking, and the presence of microorganisms with nitrate
reductase activity and/or NO synthase activity can contribute to the
formation of NO-heme (Goutterup et al., 2007). The high NO-heme con-
tent in “morcillas” and “sangrecilla” is of interest not only because of their
high content but also for the fact that they were not expected to
contribute to its intake, since there is no use of added nitrifying agentsin
their formulations.

Excluding “tocino”, the average NO-heme content in dry-cured meat
products measured spectrophotometrically was about 36 mg/kg, which
is approximately 2/3 the average heme content, with a minimum con-
tent of 7.0 mg/kg and 85.9 mg/kg for “panceta” and “cecina”,

98

Journal of Food Composition and Analysis 125 (2024) 105832

respectively. The NO-heme content in “panceta” agrees with the low
heme content due to the low lean content of this product. On the con-
trary, the high content in “cecina” could be attributed to the high protein
content and to the fact that beef meat contains more heme proteins. The
observed variability among meat derivatives agrees with that observed
for heme and, in part, is attributable to the different protein content. In
this connection, it can be observed that in comparison with other
products the fat content of salami is relatively high whereas the protein
content is relatively low and thus consistent with the observed NO-heme
values. The average content in dry-cured ham was 35 mg/kg (Table 3).
However, in dry-cured Iberian ham the content of NO-heme was found
to range between about 40 and 60 mg/kg depending on the storage
conditions (i.e., time and presence of oxygen) (Andrés et al., 2006). Itis
known that in the presence of oxygen, the degradation of NO-heme is
significantly faster upon light exposure (Moller and Skibsted, 2006;
Skibsted, 2011). NO-heme seems to act as a reservoir of NO and acts as
an antioxidant-inactivating radical but when it becomes depleted,
oxidation reactions take over (Muller and Skibsted, 2006; Skibsted,
2011). In “lomo embuchado”, NO-heme content has been reported to be
close to 30 mg/kg when pork loins were formulated with 150 mg/kg of
nitrate plus 150 mg/kg nitrite salts (Higuero et al., 2022). These results
are also higher than those observed in our study and can be attributed to
several factors related to the elaboration and storage of the product. In
experimental fermented sausages containing different amounts of chia
seeds and black cumin, Borrajo et al. (2021) found a NO-heme content of
66 mg/kg whereas the control with 50 mg/kg of added nitrite the con-
tent was 29 mg/kg. This variability lies within the observed range of
NO-heme content in this study and reflects the importance of the
formulation. In this connection, paprika, like other vegetable sources,
may contain certain amounts of nitrate. As stated earlier, nitrate may be
reduced to nitrite, and this is converted into NO and ultimately reacts
with heme proteins to form NO-heme (Skibsted, 2011). This fact helps to
explain why “chistorras™ elaborated without the addition of nitrifying
agents but with paprika added as an ingredient also contain NO-heme.
Therefore, the ingredients, elaboration, and storage conditions may be
crucial with regard to NO-heme content. It is worth mentioning that in
this study we collected retailed meat derivatives and because of that the
values recorded may better reflect the NO-heme content of consumed
meat derivatives than those reported in experimental samples.

As for cooked meat products, but without considering those con-
taining blood (e.g., “sangrecilla”, “morcillas™), the lowest value (4.4 mg/
kg) was observed in turkey meat luncheon (i.e., “fiambre de pavo™) which
agrees with the low content of heme (Table 3). The highest content
corresponds to “paté " (73.1 mg/kg) which is also in line with the higher
heme content due to the use of liver in its formulation. The content of
NO-heme in cooked meat products averaged 32 mg/kg. This content is
lower than that observed for dry-cured meat products which can be
attributed to a higher moisture content when compared to dry-cured
derivatives. The studies available in the literature show that the NO-
heme content in emulsified cooked sausages containing pork and beef
ranged from 91 to 110 mg/kg (1'erns et al., 2011). These results seem to
be higher than those reported in this study for other cooked meat
products. Despite that, our results agree with other studies on cooked
ham (Li et al., 2012). These authors reported a high variability of
NO-heme content (25-50 mg/kg) because of losses caused by illumi-
nation and packaging oxygen transfer. Although heme content showed a
greater variability than NO-heme content, a broad range of concentra-
tions exists in the studied meat derivatives. Similar to heme, several
factors including the animal and muscle used, and the processing and
storage conditions may explain the variability of NO-heme.

3.5. Comparison of the methods for heme and NO-heme content
measurement

The elution of the acidified acetone extracts showed one important
peak which corresponds to heme although in certain samples such as in
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“cecina” and dry-cured hams it was possible to observe another peak
corresponding to Zn-protoporphyrin (Table 3). This compound can be
formed in various meat products due to microbial growth, and the
endogenous enzymatic activity of ferrochelatase (Wakamatsu, 2022).
This latter mechanism typically occurs in non-nitrified dry-cured hams
as NO inhibits the formation of Zn-protoporphyrin and its precursor
protoporphyrin IX. Despite that, this pigment can be also formed in
lower amounts in nitrified dry-cured hams as well as in other meat
products.

In general, the content of heme in the acidified acetone extracts from
meat derivatives measured by HPLC agrees with the spectrophotometric
determination based on Hornsey’s method (Table 3). However, meat
derivatives with a high heme content such as those containing blood (e.
g., different types of “morcillas”, “sangrecilla”, “morcéon negro”) and
“cecina” (beef meat) resulted in lower contents when measured by HPLC.
Indeed, Hornsey et al. (1956) reported that the presence of methemo-
globin slightly interfered (<2%) in the determination of NO-heme. It is
unlikely that the presence of Zn-protoporphyrin interferes in the spec-
trophotometric determination of heme because it does not absorb at
640 nm. It is also worth noting that the absorbance at this wavelength is
much lower than that at the maximum peak corresponding to the Soret
band (around 400-420 nm), thus making the measurement at 640 nm
more sensitive to the presence of interfering compounds. In this
connection and when comparing the two methods, the classical spec-
trophotometric method showed higher values when measuring various
paprika-containing meat derivatives such as “sobrasada” and “chorizo”.
However, it is unclear whether the addition of certain ingredients such
as paprika which contains carotenoids that typically absorb in the
400-550 nm wavelength range, azorubine (E122), and cochineal red
(E124) may lead to this overestimation. In all these types of products,
the issue can be overcome by chromatographic separation and mea-
surement at the maximum and characteristic peak of porphyrins.

Zn-protoporphyrin was detected in the aqueous acetone and acidi-
fied acetone extracts but in the acidified acetone extracts it was easily
converted into protoporphyrin IX within 5h of storage (data not
shown). Therefore, the aqueous acetone extracts were used for Zn-
protoporphyrin quantification. It was also observed that NO-heme is a
transient species in the acetone extract which is transformed into heme
with few hours of storage. Indeed, heme is present at higher amounts
than NO-heme immediately after extraction (Fig. 1). Therefore, the sum
NO-heme and heme were considered for NO-heme determination by
HPLC, assuming that aqueous acetone selectively extracts NO-heme
(Hornsey, 1956). Similar to heme, the determination of NO-heme con-
tent by HPLC showed some controversial results when compared with
the classical spectrophotometric measurement (Table 3). For instance,
the content of NO-heme in “chorizo fresco oreado”, “chorizo de Pam-
plona”, “longaniza murciana”, “sobrasada™ and “sangrecilla” was lower
than that recorded in the spectrophotometric determination.
Conversely, various products such as “cecina”, several “morcillas”,
“paté ', “morcén negro”, “salami”, both types of “lacon”, and “salchichon™
recorded higher values when measured by HPLC. It is possible that the
coexistence of NO-heme and heme species with different spectra in the
aqueous extracts may have contributed to these controversial results
(Fig. 1). The reliability of the selective extraction and quantification of
NO-heme in different meat derivatives should be compared with alter-
native methods (e.g., electron spin resonance spectroscopy). Despite the
existence of possible interfering compounds, such as Zn-protoporphyrin,
it is worth noting that the correlation between the Hornsey's method
and the HPLC determination was high for heme (r = 0.999; p < 0.001)
and NO-heme (r = 0.919; p < 0.001). However, it is advisable to use
chromatographic methods when determining heme and NO-heme con-
tents and particularly when meat derivatives contain coloring in-
gredients and additives, because it guarantees a higher selectivity and
allows the quantification at the maximum absorbance peak. However,
the variability among products of heme and NO-heme contents
remained high regardless of the methodology used (HPLC vs.
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spectrophotometry) and the type of derivative analyzed. Therefore, the
previously discussed effect of processing and storage conditions on the
contents of these compounds is still valid and will be discussed more in
depth below. To the best of our knowledge, this is the first time that
heme and NO-heme contents have been measured in commercial meat
derivatives employing HPLC thus providing a more reliable data for the
intake assessment of these compounds.

3.6. Variability of heme and NO-heme in retailed dry-cured and cooked
hams

Table 4 shows the composition of cooked and dry-cured hams
(**jamon cocido™ and “jamon serrano”, respectively) which, according to
the survey are the meat derivatives with the greatest contribution to
heme and NO-heme intake in Spain. With regards to dry-cured hams, the
heme content ranged between 22.6 mg/kg and 49.6 mg/kg, whereas
NO-heme content was between 17.2 mg/kg and 42.4 mg/kg, and the
curing efficiency ranged between 42% and 100%. Concerning cooked
ham, the heme content ranged between 22.5 mg/kg and 38.9 mg/kg,
whereas NO-heme was between 18.8 mg/kg and 31.9 mg/kg, and the
curing efficiency ranged between 70% and 97%. Contrary to cooked
ham with a more homogeneous composition and shorter shelf life
mainly determined by microbial growth, dry-cured hams showed a
higher variability which may be explained by the higher differences in
meat product composition (e.g., protein, moisture, fat) than in cooked
ham and the fact that the elaboration process and shelf life is much
longer than that of cooked hams. Accordingly, it seems reasonable to
think that certain meat derivatives with more standardized formulations
and processes may present a reduced variability, especially for NO-heme
content, in comparison with other products with greater differences in
their formulations, and longer elaboration processes and shelf life.

The heme content in retailed sliced dry-cured ham packaged under
modified atmospheres was 43.0 mg/kg, compared to 37.4 mg/kg for
freshly sliced at butchers and processed within the same day. The NO-
heme content was 30.8 mg/kg and 27.5 mg/kg in modified atmo-
spheres and freshly cut dry-cured ham samples, respectively. The curing
efficiency was similar (72% vs. 73%) in both cases. In cooked ham
samples, heme content in modified atmospheres was 31.4 mg/kg
whereas in freshly cut sliced samples it was 27.8 mg/kg. The NO-heme
content was 25.9 mg/kg and 23.9 mg/kg in modified atmospheres and
freshly cut cooked ham, respectively. Although the curing efficiency was
lower (82 vs. 88%) for modified atmosphere packaging, these differ-
ences were small and non-significant (p > 0.05). However, there is a
tendency towards higher heme, and NO-heme contents in dry-cured
hams and cooked hams packaged under modified atmospheres prob-
ably because of reduced contact with oxygen and light. These findings
need to be confirmed in larger studies, but they seem to agree with the
reported increased susceptibility of NO-heme to light degradation in the
presence of oxygen (Skibsted, 2011).

The variability observed in both products highlights the variability in
the content of heme and NO-heme within the same type of product and
reinforces the idea that formulation, processing, and storage conditions
can be determining factors.

3.7. Effect of cooking and curing efficiency

Our cooking conditions caused a slight decrease of heme content in
“chistorras” elaborated without nitrifying agents when this was
measured by HPLC which can be attributed to the destruction of heme
by thermal treatments (Table 3). However, an increase of heme content
was observed in bacon, “bratwurst”, frankfurters, and “chistorras™ elab-
orated with the addition nitrites. This increase can be attributed to
concentration effect due to the loss of water caused by cooking (T'ables 2
and 3). However, and except from frankfurters, the opposite trend was
observed in the NO-heme content. This trend can be explained by the
instability of the NO radical and the potential reaction with other
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Table 4
Proximate composition, heme, nitrosyl-heme (NO-heme), and curing efficiency of individual samples of “jamén serrano” (dry cured ham) and “jamén cocido™ (cooked
ham)”.
Sample Sliced & Ashes Moisture Protein Total Fe Heme NO-heme ZnPP Curing
Packed total efficiency
g/100 g FW mg/kg FW
Jamon serrano Yes 6.50 40.89 33.95 16.54 10.0 419+ 2.5 424 1.9+ 01 100
#1 + 0.04 + 0.86 + 0.32 + 0.16 + 2.6 g=-1.6
Jamon serrano Yes 7.03 411.88 30.68 18.39 131 19.6 + 3.1 20.8 3.0+ 0.2 42
#2 + 0.00 + 4.22 4+ 0.81 +0.10 +3.0 . 0 1 |
Jamoén serrano No 7.85 31.11 38.50 21.98 15.0 4481+ 4.8 37.0 11.0 83
#3 + 0.01 + 0.30 + 0.67 +0.72 +4.0 2.7 +14
Jamon serrano No 6.49 38.97 33.73 19.87 11.1 46.7 + 2.2 35.1 1.8+0.1 75
#4 + 0.01 + 0.32 + 0.57 4+ 0.10 +3.1 + 2.8
Jamon serrano No 7.12 36.12 30.34 24.94 8317 226+ 1.2 17.2 0.2+0.1 76
#5 + 0.26 + 0.07 + 0.46 + 0.60 + 3.0
Jamon serrano No 4.90 42.42 26.66 24.27 7.2+1.9 356+1.9 20.7 0.1 +0.0 58
#6 +0.21 + 0.62 + 0.44 + 0.19 + 3.4
Jamon serrano Yes 5.63 18.57 28.83 18.23 11.0 47.1 + 0.6 35.7 0.8 +0.1 76
#7 + 0.06 4+ 0.17 + 0.53 4+ 0.57 =3.0 + 3.9
Jamon serrano Yes 6.96 50.58 32.74 8.40 £+ 0.10 111 335+1.9 24.3 3.1+03 68
#8 + 0.05 + 0.54 + 0.43 +3.1 *£3:5
Mean 6.56 41.32 31.93 19.08 10.78 10.5 29.1 2.8 72
RSD 0.92 6.28 3.63 5.23 2.51 8.89 9.42 0.8 17
Jamon cocido #1 No 2.98 73.63 17.20 6.63 + 0.04 56+1.5 225+ 1.4 21.1 0.2+ 0.1 94
+ 0.02 + 0.03 + 0.42 + 0.7
Jamoén cocido #2  Yes 3.93 75.42 15.53 2,99+ 0.01 75+20 38.0+ 1.1 32.4 0.24+0.1 85
+ 0.04 + 0.35 + 0.42 +1.4
Jamon cocido #3 Yes 3.19 72.75 17.95 5.18 + 0.04 50+1.3 26.4+ 1.7 18.8 0.2+ 0.0 72
+0.07 + 0.02 + 0.07 +1.8
Jamon cocido #4 No 3.04 76.71 17.87 1.10 £ 0.01 6.4 1.7 255+ 2.0 24.7 0.3 £ 0.0 97
+ 0.08 + 0.11 + 0.30 + 1.0
Jamén cocido #5  Yes 3.08 73.50 19.89 3.31+£0.01 54+1.4 27.04+ 2.4 20.4 Tr 76
4 0.04 + 0.09 4 0.20 =11
Jamon cocido #6  Yes 3.28 75.07 18.38 1.13 £ 0.03 59x1.5 341+ 23 31.9 0.2 + 0.0 94
+0.01 4+ 0.01 +0.18 + 4.5
Jamon cocido #7  No 3.09 73.93 20.37 2.34+0.11 7.0x1.4 3894 8.1 27.4 Tr 70
+ 0.08 + 0.03 + 0.06 + 0.6
Jamon cocido #8 No 2.80 73.83 19.60 3.76 + 0.08 57+ 1.6 244+ 1.7 22.5 0.2+ 0.0 91
4+ 0.01 +0.18 + 0.04 + 0.6
Mean 3.17 74.36 18.35 3.30 6.06 29.6 25.5 0.2 85
RSD 0.33 1.28 1.59 1.90 0.85 6.42 5.14 0.1 10

? Each sample mean was calculated from the analytical result of n = 3 aliquots of a single commercial sample. Heme and nitrosyl-heme were determined by HPLC as
well as the calculation of the curing efficiency. The abbreviation Tr stands for trace amounts.

compounds, which could eventually lead to the formation of nitro-
socompounds (Skibsted, 2011). Therefore, the preparation and cooking
may influence both heme and NO-heme and should therefore be
considered for the assessment of their intake. The curing efficiency may
help to explain the possible conversion of nitrate and/or nitrite into NO,
leading to an increased content of NO-heme and to understand the
equilibrium and stability of different heme species when subject to
different processes. In this regard, it is worth mentioning that in Spain,
frankfurters and “bratwurst” are typically gridled or grilled, whereas
other countries typically use different culinary preparations, such as
simmering.

The relationship between heme and NO-heme can be studied by
looking at the curing efficiency, which was calculated as the ratio be-
tween NO-heme and heme (Table 3). Curing efficiency helps to explain
the conversion of total heme to NO-heme. However, as discussed earlier,
the calculation of this ratio using the heme and NO-heme classical
spectrophotometric method may lead to overestimation in certain meat
derivatives. The spectrophotometric calculation of curing efficiency
seems to be very variable, which could be attributed to the intrinsic
variability of the products and the complexity of the reactions related
with the formation and degradation of NO-heme (Magrinya et al., 2016;
Mgller and Skibsted, 2006; Skibsted, 2011). By looking at the curing
efficiency calculated from HPLC data (T'able 3), it can be observed that
the percentage of heme converted into NO-heme remains very variable.
In cured raw meat derivatives, the conversion efficiency ranged between
38% and 104% and averaged 88%. In cured cooked meat products, the

100

conversion efficiency without considering bratwurst (not nitrified), and
meat products containing blood or liver (e.g., “morcillas”, “paté”) ranged
between 42% and 100% and averaged 83%. Therefore, the average
content and dispersion were quite similar in both kinds of meat

derivatives.

3.8. Intake of iron, heme iron, and NO-heme

The data obtained on the iron, heme iron and NO-heme content of
Spanish meat derivatives were added to the EPIC-Spain food composi-
tion database, replacing the corresponding pre-existing values for iron
and heme iron. Then, iron, heme iron and NO-heme iron intakes were
estimated by a validated diet history questionnaire (EPIC group of Spain,
1997).

Intake of iron in this cohort showed a median of 14.6 mg/day, with
an interquartile range (IR) of 11.6 and 18.4 mg/day. Ballesteros-Pomar
et al., (2000) used a food frequency questionnaire to estimate iron intake
in a follow-up study of a Spanish representative sample of adult patients
with moderate to high risk of cardiovascular and controls without risk.
Diet was assessed in 1991 and 1996. Results showed no differences
between patients at risk and controls: 18.4 mg/day and 19.0 mg/day
respectively in 1991, and 16.7 mg/day and 16.8 mg/day in 1996.
However, a statistically significant decline in iron intake was detected.
These results are hardly comparable to our calculations due to the
different methodologies used to collect data on dietary intake. More
recently, Samaniego-Vaesken et al. (2017) conducted a study to estimate
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nutrient intake at the national level using a 3-day dietary record, a
method more comparable to the 24-hour recall. For plausible reporters,
they estimated a median iron intake of 12mg/day (IR:
10.3-13.8 mg/day) in women and 14.7 (IR: 12.4-17.1 mg/day) in men.
These values are slightly lower than ours, but probably this could be
attributed in part to the progressive decline in iron intake suggested by
Ballesteros-Pomar et al. (2000). The median of the intake of heme iron
adjusted by age, sex, and body mass index, energy intake, and center was
1676.2 pg hemin/day (IR: 979.5 - 2041.3 pg/day). The median intake of
NO-heme adjusted by age, sex, body mass index, energy intake and
center was 528.6 ng hemin/day (IR: 252.4 — 645.3 ug/day). To our
knowledge, this is the first time that NO-heme intakes have been esti-
mated using direct analytical data in a sample of Spanish individuals.
Bastide et al. (2016) estimated the intake of iron and NO-heme in a large
cohort of French women and obtained a mean value for total iron intake
of 14.5 mg/day (standard deviation = 4.8) and a mean of NO-heme iron
intake of 0.16 mg iron/day which corresponds to 1868 pg hemin/day.
This amount is far above our estimation for the EPIC-Spain cohort.
However, it should be noted that Bastide et al. (2016) estimated the
NO-heme content of processed meats by multiplying the heme iron
content by a factor of 0.67, which corresponds to a curing efficiency of
67%, a value that is above the average curing efficiencies calculated
with HPLC data of 44% and 52% for raw and cooked processed meats,
respectively. Additionally, the food intake data were obtained through a
food frequency questionnaire, which usually results in overestimates.

4. Conclusions

Overall, heme and NO-heme contents in meat derivatives showed
great variability. This variability may be attributed to various factors
including product formulation and processing, storage, and cooking
conditions. It is worth highlighting the importance of formulation and
processing conditions in the formation of NO-heme, as the latter can be
found to remarkable amounts in various meat derivatives in which ni-
trite was not added as an additive. Although the classical spectropho-
tometric method described by Hornsey agrees with the HPLC
determination, it seems that the formulation of certain products can
interfere with the quantification of heme and NO-heme using the spec-
trophotometric determination. However, the variability of the heme,
NO-heme, and curing efficiency remains high regardless of the meth-
odology which highlights the need for more accurate meat derivatives
databases. Despite that, the heme and NO-heme reported contents in
meat derivatives, particularly those obtained employing HPLC, can be
used for a more accurate assessment of the intake of these compounds in
the Spanish population, offering more exact estimations than those in
previous literature for European populations. Further research must be
done on the determination of heme and NO-heme concentrations in
meat and meat derivatives for assessing their intake in the population
and its relationship with possible adverse outcomes.
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4.2 Articulo II: Nitrosyl-heme and heme iron intake in
subjects from the EPIC-Spain cohort.

Se ha sugerido que el hierro libre, el hierro hemo y el nitrosilhemo inducen Ia
formacidon de especies reactivas de oxigeno, lo que eventualmente podria llevar
mutaciones genéticas y dafio celular, teniendo la capacidad de contribuir tanto en la

iniciacion como en el crecimiento tumoral.

Hasta donde sabemos, la evidencia disponible hasta el momento respecto a la ingesta
de nitrosilhemo en estudios epidemioldgicos es muy limitada. El Unico estudio
prospectivo que ha reportado la ingesta de nitrosilhemo en relacién al riesgo de cancer
colorrectal es el grupo de Bastide et. al., (2016). Sin embargo, el estudio asigné un
coeficiente constante para el contenido de nitrosilhemo para todos los derivados

carnicos (0.67).

En comparacion con el nitrosilhemo, la ingesta de hierro hemo ha sido investigada de
manera mas extensa, aunque generalmente ha sido expresada sélo como un
porcentaje del hierro total disponible en derivados carnicos, o mediante el uso de

tablas de composicién de alimentos.

Para poder estudiar la relacidén entre la ingesta de estos compuestos y la aparicion de
enfermedades, es fundamental disponer de datos sobre su concentracidn en derivados
carnicos, con la finalidad de poder aportar evidencias solidas de asociacion o
causalidad. Si bien la evidencia respecto a la ingesta de carne roja y procesada y el
cancer estd mas afianzada, el mecanismo detrds de esta asociacion no se ha

investigado adecuadamente en estudios epidemioldgicos.

En este estudio, se usaron los niveles de nitrosilhemo y hierro hemo de los derivados
carnicos espafioles obtenidos a partir del método HPLC para la estimacién de su

ingesta en la cohorte espanola del estudio EPIC.

Las medias geométricas ajustadas por sexo, edad, IMC, centro e ingesta de energia
fueron de 528.6 ug/dia para nitrosilhemo y 1,676.2 pg/dia para hierro hemo. Se
observaron diferencias en la ingesta y el tipo de derivado cdrnico mdas consumido entre
los diferentes centros espafioles (Asturias, Navarra, Granada, Murcia y Guipuzcoa).

Ademas, se encontraron diferencias significativas en la ingesta de nitrosilhemo y hierro
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hemo segun las diferentes variables sociodemogréficas y de estilo de vida. El jamdn
serrano y el jamon cocido/jamon de york fueron los items mds consumidos por la
cohorte, mientras que la sangrecilla y la morcilla asturiana fueron los items con niveles

mas altos de hierro hemo y nitrosilhemo, respectivamente.

Este es el primer estudio que estima directamente los niveles de ingesta de
nitrosilhemo en derivados cdrnicos en una muestra grande de la poblacion espafiola.
Ademas, también es el primer estudio que estima la ingesta de hierro hemo a partir de
datos basados en la medicién por HPLC en una gran variedad de derivados carnicos.
Considerando que ambos compuestos recientemente se han sugerido como posibles
factores implicados en la carcinogénesis del cancer colorrectal, y dada la escasa
evidencia disponible sobre la ingesta de nitrosilhemo en diferentes poblaciones, los
resultados de este estudio podrian contribuir significativamente a la comprensién y el

conocimiento de su exposicion en la poblaciéon humana.
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Abstract: Background: The consumption of processed and red meats is linked to the likelihood
of developing colorectal cancer. Various theories have been proposed to explain this connection,
focusing on nitrosyl-heme and heme iron intake. We hypothesized that differences in nitrosyl-
heme and heme iron intakes will be associated with various sociodemographic and lifestyle factors.
Methods: The study included 38,471 healthy volunteers (62% females) from five Spanish regions
within the EPIC-Spain cohort. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) determined
nitrosyl-heme and heme iron levels in the 39 most consumed PMs. Food intake was assessed using
validated questionnaires in interviews. Nitrosyl-heme and heme iron intakes, adjusted for sex, age,
body mass index (BMI), center, and energy intake, were expressed as geometric means due to their
skewed distribution. Variance analysis identified foods explaining the variability of nitrosyl-heme
and heme iron intakes. Results: The estimated intakes were 528.6 ug/day for nitrosyl-heme and
1676.2 ug/day for heme iron. Significant differences in nitrosyl-heme intake were found by sex, center,
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energy, and education level. Heme iron intake varied significantly by sex, center, energy, and smoking
status. “Jamon serrano” and “jamon cocido/jamon de York” had the highest intake values, while “morcilla
asturiana” and “sangrecilla” were key sources of nitrosyl-heme and heme iron. Conclusions: This is
the first study to estimate levels of nitrosyl-heme intake directly in PMs for a large sample, revealing
variations based on sex, BMI, smoking, and activity. Its data aids future exposure estimations in
diverse populations.
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1. Introduction

Intake of red meat and processed meat (PM) have been linked to different health out-
comes, including increased risk of total mortality, type 2 diabetes, cardiovascular disease,
and several cancer locations [1-3]. In 2015, the International Agency for Research on Cancer
(IARC) [4] classified PMs as “carcinogenic” and red meat as “probably carcinogenic” for
humans. In the same line, in 2018, the World Cancer Research Fund /American Institute for
Cancer Research Continuous Update Project (WCRF/AIRC CUP) published their third ex-
pert report, which recommends that red meat consumption be limited to moderate amounts
and processed meats to as little as possible, if at all in, following the recommendations in
order to reduce cancer risk [3].

A series of different mechanisms have been proposed to explain the relationship
between red/processed meat intake and cancer risk. Explanations have mainly been
grounded on their content in mutagenic and carcinogenic compounds [5]. The fact that
polycyclic aromatic hydrocarbons, heterocyclic amines and exogenously formed N-nitroso
compounds have become increasingly significant in colorectal carcinogenesis [6] could sup-
port this view. In parallel, there is evidence arising from meta-analyses of epidemiological
studies that suggest that heme iron consumption may explain the association between red
meat intake and different types of cancer [7,8]. It is precisely the high content of heme,
in the form of myoglobin, that confers meat its dark red color. In PMs, it is the nitrite
present in the curing salt that causes nitrosylation of the heme molecule and then results in
heme iron-nitrosyl being released from myoglobin during the curing and/or the cooking
process [9]. Some studies have proposed that heme iron-nitrosyl may be potentially more
toxic than the heme molecule itself [10,11], which could be one of the explanations for
why PMs are more strongly associated with cancer when compared to fresh red meat.
Additionally, several authors demonstrated that free iron, heme iron and nitrosyl-heme iron
could induce the formation of reactive oxygen species and that this might finally trigger
gene mutations and cellular damage [12-14].

Previous studies have analyzed nitrosylated and heme iron content but have been
done for specific types of PMs only [15-19]. To the best of our knowledge, one single
study has attempted to estimate the nitrosyl-heme intake in a population. They used
data from the French Pork Institute to perform an indirect analysis, using the same fixed
value to calculate the nitrosylated heme iron content of all PM items [20]. Compared to
nitrosyl-heme, heme iron intake has been more extensively researched, though usually
just expressed as a percentage of total iron available in meat items [21] or by using food
composition tables [22]. However, available data on heme iron content in PMs are limited
to some given PM items [23,24]. These reasons complicate the deep study of the role
of carcinogenesis.

To better understand the impact of nitrosyl-heme and heme iron on human health
and cancer risk, this study aimed to (a) estimate intake in subjects from the Spanish cohort
of the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC-Spain) based
on laboratory determinations; (b) describe the differences according to sociodemographic
and lifestyle variables and (c) identify those PM items that contributed the most to higher
intake levels of nitrosyl-heme and heme iron in EPIC subjects.

108



MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

Nutrients 2024, 16, 878

30of15

2. Material and Methods
2.1. Study Population

EPIC is a large prospective cohort study involving more than half a million participants
(ages 25-70) recruited across 10 European countries between 1992 and 1999. This study
was conducted within the framework of the EPIC-Spain cohort study [25]. The EPIC-Spain
prospective cohort included 41,437 participants (62%, women) recruited between 1992 and
1996 from five Spanish regions: Asturias, the Gipuzkoa, Navarra, Murcia and Granada. In
this study, 1097 subjects without dietary information or who had extreme or implausible
caloric intake (the lowest and highest 1% of the ratio of total energy intake to energy
requirement), as well as large consumers of PMs, were excluded. The final study sample
consisted of 38,471 healthy volunteers (23,839 females and 14,632 males).

All participants gave their written informed consent, and the study was approved by
the Ethical Review Board of each center.

2.2. Diet Information

Dietary intake was assessed through a validated diet history questionnaire structured
by meals administered face-to-face by interviewers [26]. Food items were recorded if eaten
at least twice a month. For each item, the weekly frequency of consumption, preparation
mode and usual portion size were noted. Variations between working days and weekends,
as well as seasonal differences in the model of consumption, were considered [26].

2.3. Sociodemographic and Lifestyle Information

In order to collect information on sociodemographic and lifestyle factors, educational
level, tobacco use, physical activity, reproductive history, and medical backgrounds, addi-
tional questionnaires were administered [26,27]. Trained nurses conducted anthropometric
measurements, such as weight and height, during the recruitment process.

2.4. Estimation of Nitrosyl-Heme and Heme Iron Content in Processed Meats and Assessment of
the Dietary Intakes in EPIC-Spain Cohort

In this study, the term ‘meat derivative’ (MD) includes the definition of meat prepa-
rations (meat products that still maintain the structure of the meat, even when ground,
such as “hamburguesa” or “chorizo fresco”) and the definition of meat products (referring
to meat which has undergone higher processing —in the form of cooking, fermentation or
other), such as “Jamon cocido/jamon de York” or “salami”. This definition is provided by EU
legislation [28]. Hereafter, we will use this term to refer to these types of products. The
food consumption data of the EPIC-Spain cohort was used to compile a list of MDs.

Due to the highly inaccurate translations and the impracticality of using sausage
descriptions, we decided to keep their original names in Spanish. The list of analyzed MD
items (n = 52), along with their respective local names, English descriptions, and types of
meat used in their production, are shown in Table 1.

Nitrosyl-heme and heme iron contents present in MDs were determined by the High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method in 39 items and analyzed by the
Institute of Agrifood Research and Technology (IRTA). Convenience samples were obtained
from delicatessen stores, food markets and supermarkets in different geographical locations
of Spain and immediately transported to IRTA’s laboratory under refrigerated conditions
when required. At least four brands were collected for each product type, ground, mixed,
and vacuum-packaged at —20 °C. We conducted analyses on various types of “chorizo” and
“morcilla” samples. Additionally, we examined “jamon serrano” and “jamon cocido/jamon
de York” purchased in different conditions: sliced at butcher shops and pre-packaged
in an industrial vacuum or modified atmosphere packaging (n = 4 for each condition).
These samples were analyzed separately to evaluate differences in variability between
samples and retail packaging conditions. For “chistorra” sausages, we divided them into
two categories based on the presence or absence of nitrifying agents and analyzed them
separately. It is important to highlight that during the 1990s, “chistorra” was commonly
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prepared using nitrifying agents, but their usage has declined in recent times. As a result,
factors such as alterations in ingredients or processing methods were taken into account to
ensure the representativeness of current samples. Additionally, we included two additional
categories: “lacdn tradicional” (a regional product) and “lacon industrial” (more widespread
nowadays). These categories were also analyzed separately. Moreover, certain products
were analyzed before and after cooking using common Spanish household methods (pan-
frying with minimal olive oil).

Table 1. List of meat derivatives analyzed, with their local product name and their English description

and type of meat.

Local Product Name

English Description + Meat

Albéndigas de carne sin especificar
Albéndigas de carne sin especificar, caseras
Albondigas de cerdo
Albéndigas de ternera
Bacon
Bratwurst
Cabeza de jabali
Carne en lata
Cecina
Chicharrones
Chistorra
Chéped/Chopped
Chorizo curado
Chorizo fresco oreado
Chorizo de Pamplona
Chorizo tipo vela
Croquetas de carne sin especificar
Fiambre de pavo
Frankfurt
Fuet
Hamburguesa de carne sin especificar
Hamburguesa de carne sin especificar,
bar/restaurante
Hamburguesa de carne sin especificar, casera
Hamburguesa de pollo
Hamburguesa de ternera
Jamon cocido/Jamén de York
Jamoén serrano
Lacon, industrial
Lacon, tradicional
Lomo embuchado
Longaniza de payés/llonganissa de pagés
Longaniza imperial
Longaniza murciana/salchicha de pellizco
Longaniza seca
Morcilla asturiana
Morcilla de arroz
Morcilla de cebolla
Morcilla murciana
Morcon
Morcén blanco
Morcén con sangre
Mortadela
Panceta de cerdo
Paté/Tuagras /Foie-gras
Relleno

Salami
Salchicha fresca del pais
Salchicha de pollo
Salchicha fresca murciana
Salchichon
Sangrecilla
Sobrasada/sobrassada
Tocino

Meatballs, meat not specified
Meatballs, meat not specified, homemade
Meatballs, pork
Meatballs, veal
Cured pork bacon
Bratwurst type pork sausage
Pork head cheese
Canned pork meat/ corned beef
Dry-cured beef leg
Greaves, pork
Small caliber raw pork paprika sausage
Pork meat luncheon/jagdswurst
Fermented dry-cured pork paprika sausage
Aired raw pork paprika sausage
Fermented dry-cured pork paprika sausage, Pamplona type
Fermented dry-cured pork paprika sausage, Revilla type
Croquettes, meat not specified
Turkey meat luncheon
Frankfurter type sausage (chicken and /or pork)
Small caliber dry-cured pork sausage, Catalan specialty
Hamburguer, meat not specified

Hamburguer, meat not specified, bar /restaurant

Hamburguer, meat not specified, homemade
Hamburguer, chicken
Hamburguer, veal
Cooked pork ham
Dry-cured pork ham
Cooked pork ham, industrial elaboration, Galician specialty
Cooked pork ham, traditional elaboration, Galician specialty
Dry-cured pork loin
Dry-cured pork sausage, Catalan specialty
Fermented dry-cured pork sausage, Murcian specialty
Dry-cured pork sausage, Murcian specialty
Dry-cured pork sausage
Smoked pork blood sausage, Asturian specialty
Pork blood sausage with rice
Pork blood sausage with onion
Pork blood sausage Murcian specialty
Bung cap fermented dry-cured pork paprika sausage
Pork bung cap sausage
Pork bung cap blood and liver sausage
Pork mortadella
Dry-cured pork belly
Pork liver paté/duck liver foie gras
Pork sausage, with egg, rice and onion
Fermented pork salami
Sausage, country style, fresh
Chicken sausage, fresh
Pork sausage, Murcian specialty, fresh
Dry-cured pork sausage
Cooked blood curd (chicken, pork or veal)
Cured pork paprika sausage and spread
Salted pork backfat
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For the determination of NO-heme and total heme pigment concentrations, we fol-
lowed the procedure described in Bou et al. (2024) [29]. These pigments were extracted
in triplicates using final solutions of 80% acetone and 80% acidified acetone, respectively,
considering the sample’s moisture as described by Hornsey (1956) [30]. Briefly, for NO-
heme and heme determination, 2 g of ground samples were weighed under subdued light
conditions into 50 mL capacity centrifuge tubes. Aliquots of the aqueous and acidified
acetone extracts were injected (40 pL) into an Agilent 1100 series HPLC system (Waldbronn,
Germany) equipped with a Synergi Fusion-RP column (150 x 4.6 mm, 4 pum, 80 A) from
Phenomenex (Torrance, CA, USA) and using a UV /Vis detector set at 400 and 414 nm.
Water with 0.05% trifluoroacetic acid and acetonitrile with 0.05% trifluoroacetic acid were
used as mobile phases A and B, respectively. In the aqueous acetone extracts, porphyrins
were eluted with a gradient in which phase B increased from 20% to 70% in 5 min and then
increased to 100% in 15 min at a constant flow rate of 1 mL min ™. In the acidified acetone
extract, total heme was eluted with a gradient in which phase B increased from 20% to 70%
in 5 min and then increased to 100% in 10 min at a constant flow rate of 1 mL min~".

Nitrosyl-heme and heme iron dietary intake were calculated by multiplying data on
nitrosyl-heme and heme iron in MDs by the mean daily intake of related food items for
each subject of the cohort. Dietary intakes of nitrosyl-heme and heme iron were based
on previously described laboratory determinations available for most consumed EPIC
items (39 MDs, 75% of total). For the rest (n = 13), classified as “fresh” MDs (“albondigas”,
“hamburguesas”, “salchichas”, etc.), the dietary intakes of both compounds were indirectly
estimated. This approach was chosen as these samples were not considered nutritionally
significant sources, with zero or near-zero values, as explained below. A total of 52 items
were included in this study to estimate the nitrosyl-heme and heme dietary iron intakes.

For 25% of MD items, heme iron values were estimated, assuming that 40% of total
iron was heme iron. Ingredients with non-heme sources were considered, utilizing data
from scientific literature [31-33]. For those items, nitrosyl-heme estimates fell into two
categories: (1) estimated as zero for MDs lacking nitrifying salts or without high nitrate
content (“albondigas” or “hamburguesas”), and (2) calculated based on recipes and the
nitrosyl-heme content of individual ingredients, such as “croquetas de carne sin especificar”.

In the EPIC-Spain study, some records did not specify the types of MDs consumed.
These unspecified records were originally grouped together under the label “Not specified
(n.s.) MDs”. This aggregated item consumption stood at the beginning of the ranking for
most consumed items, both by sex and in all regions of Spain. In order to avoid this, we
decided to disaggregate them for this study. For that, we used weighing factors, eliminating
the “Not specified (n.s.) MDs” from the list and distributing its consumption among the
rest of the MDs.

Spanish MDs information regarding heme iron and nitrosyl-heme was added to the
EPIC-Spain food composition database [34].

2.5. Statistical Analysis

Nitrosyl-heme and heme iron were expressed in hemin form (651.94 g/mol molecular
weight). Because nitrosyl-heme and heme iron content were right-skewed, we applied
the natural logarithm transformation to conduct a symmetric and normal distribution.
Arithmetic means for the log-transformed dietary intakes were later exponentiated to
obtain the geometric means and the standard deviation. Means were reported as ug/day.
Based on descriptive analysis, linear regression analysis (LRA) included the following
variables: sex, age, center, BMI (<25, 25-30, >30 kg/ mz), waist-to-hip ratio (WHR) (low:
<0.71 for women and <0.78, for men; normal: >0.71 to <0.84 for women and >0.78 to <0.94
for men; and high, >0.84 for women and >0.94 for men), physical activity level (inactive,
moderately inactive, moderately active, active) [35], educational level (none, primary
school, technical or professional education, secondary school, longer education and not
specified) smoking (non-smoker, smoker, ex-smoker and not specified) and energy intake.
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The Spearman correlation coefficient between daily consumption of MDs and daily
intake of nitrosyl-heme and heme iron was calculated in order to quantify the strength of
the linear relationship between the variables.

In our study of 38,471 subjects, we conducted analyses to identify the major contribu-
tors to nitrosyl-heme and heme iron dietary intake. For both components, we calculated
the per-item consumption and ranked items by their contribution, from highest to low-
est. Additionally, we assessed the influence of different sociodemographic and lifestyle
categories on log-transformed nitrosyl-heme and heme iron dietary intakes using t-tests,
adjusting for sex, age, BMI, center, and energy intake. We also ranked items based on the
proportion of variance (R?); they explained nitrosyl-heme and heme iron dietary intake to
determine the most influential MD by using LRA with stepwise forward selection. Dietary
items were included in the regression if they met the 0.05 significance level [36]. In order
to carry out this analysis, the logarithms of all items were performed to work under the
assumption of normality. Moreover, “chdped /chopped” was excluded to avoid collinearity.

All the analyses were conducted using RStudio (4.1.3) with a significance level of
p <0.05.

3. Results

Table 2 ranks the most consumed MD items in EPIC Spanish centers, showing their
nitrosyl-heme and heme iron contents. Nitrosylation percentages varied by item, reflecting
their curing efficiency.

Table 2. Top 10 most consumed meat derivative items globally and nitrosyl-heme and heme iron
content measured by HPLC method.

Items Mean (g/d) NOheme * (ug/g) **  Heme Iron (ug/g) **  Curing Efficiency (%)
Jamon serrano 5.30 39 41 95.1
Jamon cocido/jamoén de York 5.04 22 27 81.5
R o—— 2.62 0# 105 0.0
sin especificar, caseras
G iR s de ER 1.70 1 #eex 1 100.0
sin especificar
Chorizo curado 1.67 53 53 100.0
Tocino 1.33 1 1 100.0
Panceta de cerdo 1.11 6 17 353
Chorizo fresco oreado 1.01 31 29 106.9
Albondigas de ternera 0.88 0 143 0
Salchichén 0.58 +4 56 78.6

* NOheme—Nitrosyl-heme. ** data expressed as hemin (651.94 g/mol). *** Values estimated as zero. **** Value
computed using the nitrosyl-heme content of ingredients.

Table 3 shows the top 10 most consumed items by EPIC centers. Differences in MD
items and their amounts are noticeable among centers. In parallel, some MD items were
consumed in all of the centers. In this regard, 30% of MD items were consumed in the
five EPIC-Spain centers; 20% of MD items were consumed in four EPIC-Spain centers,
and 30% of the MD items were consumed in three EPIC-Spain centers. MD intake was
lowest in Granada (31.7 g/day) and highest in Navarra (45.4 g/day), with significant
differences. Overall, our results showed that this Spanish cohort consumed almost 40
g/day of MDs, with a mean daily intake of 7.14 g/day and nearly 79.0 g/day, in the 10 and
90 percentiles, respectively.
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Table 3. Top 10 most consumed items by EPIC-Spain center (Asturias, Navarra, Granada, Murcia,
and Gipuzkoa) (Mean intake + SD).

EPIC-Center % Non Consumers Items Mean (g/d) SD
55.6 Jamon cocido/jamén de York 3.21 74

58.9 Jamon serrano 293 7.0

62.7 Chorizo curado 2.76 6.0

232 Tocino 2.54 29

i 1.4 Lacon 2.15 29
Agturias 88.2 Albéndigas de carne sin especificar, caseras 1.85 59
84.7 Croquetas de carne sin especificar 1.75 5.0

96.1 Chorizo fresco oreado 1.16 7.0

79.3 Panceta de cerdo 0.70 1.8

58.3 Morcilla asturiana 0.57 0.9

221 Jamon serrano 7.28 7.0

40.2 Jamoén cocido/jamon de York 6.80 74

61.7 Salchichon 2.00 15

84.9 Croquetas de carne sin especificar 1.76 5.0

91.3 Albondigas de carne sin especificar, caseras 1.25 59

Granada 54.6 Tocino 126 29
94.2 Frankfurt 0.42 2.4

94.8 Chorizo fresco oreado 0.37 7.0

96.4 Chéped/Chopped 0.36 11

97.6 Albéndigas de cerdo 0.34 0.7

245 Jamon serrano 6.46 7.0

26.7 Jamon cocido/jamoén de York 5.57 74

68.6 Croquetas de carne sin especificar 112 5.0

59.8 Morcilla murciana 1.06 0.0

M 95.8 Albondigas de carne sin especificar 1.00 1.4
82.0 Salchicha fresca murciana 0.56 0.0

32.0 Tocino 0.45 29

39.0 Longaniza de payés 0.42 0.0

89.7 Frankfurt 0.30 24

91.3 Longaniza imperial 0.26 0.1

28.8 Jamon serrano 6.88 6.4

45.0 Jamon cocido/Jamon de York 5.36 7.4

70.1 Albdndigas de carne sin especificar, caseras 4.46 59

34.0 Panceta de cerdo 3.88 1.8

84.3 Albondigas de ternera 242 2.7

Navarra 75.1 Chistorra 2.04 0.0
793 Croquetas de carne sin especificar 291 5.0

82.7 Chorizo curado 1.86 6.0

571 Tocino 1.74 29

89.7 Salchicha del pais 1.02 12

91.8 Chorizo de Pamplona 0.73 2.6

62.6 Albondigas de carne sin especificar, caseras 5.44 59

56.0 Jamoén cocido/Jamoén de York 442 7.4

64.4 Chorizo curado 3.60 6.0

61.8 Chorizo fresco oreado 3.39 7.0

Gipuzkoa 57.2 Jamon serrano 3.11 7.0
79.6 Croquetas de carne sin especificar 1.96 5.0

89.4 Hamburguesa de carne sin especificar, casera 1.93 2:9

90.1 Albéndigas de ternera 1.31 2.7

88.1 Morcilla de cebolla 1.14 0.0

85.7 Panceta de cerdo 0.78 1.8

With reference to the correlation coefficient between daily consumption of MDs and daily
intake of nitrosyl-heme in MD, a very strong correlation was observed (p < 0.05). In relation to
heme iron from MD, the correlation with MDs was lower but still statistically significant and
considered strong (p < 0.05).

With regard to the contribution of nitrosyl-heme dietary intake in MDs for the EPIC-
Spain cohort (Table 4), five items accounted for nearly 25% of the cohort’s nitrosyl-heme
dietary intake from MDs. The items explaining most of the variance in nitrosyl-heme were
“jamon serrano” (17.6%), “jamon cocido/jamén de York” (20.4%), and “chorizo curado” (21.9%)
when all MDs were considered (expressed as cumulative R2). For heme iron intake, ten
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items represented just over 30% of the cohort’s heme iron dietary intake, with “chorizo
curado” contributing the most to the variance (8.7%).

Table 4. Contribution to the variability of nitrosyl-heme and heme iron based on meat derivatives in
the EPIC-Spain cohort.

Gontdbution to Tosal Contribution to Total

Intake of
Nitrosyl-Heme Intake of Heme Iron
Food Item Adj. R2 Food Item Adj. R2
LRA 1: adjusted by Jamon serrano 0.176 LRA 1: adjusted by Chorizo curado 0.087
LRA 2: LRA 1 + Chorizo curado 0.204 KRt Ty DO Bl Sl 0.124
sin especificar, caseras
LhAG: ERhac El’“‘%‘r’{: eacice/Jamity 0.219 LRA 3: LRA 2 + Jamén serrano 0.160
LRA 4: LRA 3 + Tocino 0.234 LRA 4: LRA 3 + Lacon 0.195
LREes: BAL+rluedimsdesdtic, 0.245 LRA 5: LRA 4 + Albéndigas de ternera 0.225
sin especificar
LRA 6: LRA 5 + Chorizo fresco oreado 0.252 LRA 6: LRA 5 + Morcilla de cebolla 0.249
LRA 7: LRA 6 + Lacén 0.260 LRA 7 LRAG+ Longaniza de 0.264
payés/llonganissa de pagés
LRA 8: LRA 7 + Chorizo tipo Pamplona 0.267 LRA 8: LRA 7 + Salchichén 0.279
LRA 9: LRA 8 + Sobrasada/sobrassada 0275 ERafilia oy Fhmbirgeadeiaune 0294
sin especificar, casera
LRA 10: LRA 9 + Frankfurt 0.282 LRA10:IRA 9 % Albenttg Hescarne 0.306
sin especificar
RRALLEA 0. - Honganizae 0.286 LRA 11: LRA 10 + Chorizo fresco oreado 0318
payés/llonganissa de pagés
LRA 12: LRA 11 + Panceta de cerdo 0.291 LRA 12: LRA 11 + Morcilla asturiana 0.329
LRA 13: LRA 12 + Lomo embuchado 0.295 LRA 13: LRA 12 + Morcilla murciana 0.339
LRA 14: LRA 13 + Salchichén 0.298 EEA AR s If;g;ﬁ“ cocido/Jaman: de 0.348
LRA 15: LRA 14 + Chistorra 0.306 LRA 15: LRA 14 + Morcilla de arroz 0.357
LRA 16: LRA 15 + Morcilla asturiana 0.305 LRA 16: LRA 15 + Hamburguesa de ternera 0.366
LRA 17: LRA 16 + Paté/Fuagras/Foie-gras 0.308 LRA 17: LRA 16 + Frankfurt 0.369
LRA 18: LRA 17 + Alb6ndigas de ternera 0.310 LRA 18: LRA 17 + Sobrasada/sobrassada 0.374
LRATHLRAI ¥ Hamburptesd Heoane 0313 LRA 19: LRA 18 + Salchicha fresca del pais 0379
sin especificar, casera
LRA 20: LRA 19 + Morcilla de cebolla 0.314 LRA 20: LRA 19 + Sangrecilla 0.383
LRA 21: LRA 20 + Morcilla murciana 0.315 LRA 21: LRA 20 + Lomo embuchado 0.387
ERAZTR: 2L HCroquetisdi catic 0.316 LRA 22: LRA 21 + Panceta de cerdo 0.389
sin especificar
LRA 23: LRA 22 + Chorizo tipo vela 0.317 LRA 23: LRA 22 + Albondigas de cerdo 0.392
LRA 24: LRA 23 + Sangrecilla 0.318 LRA 24: LRA 23 + Chorizo de Pamplona 0.394
LEA 25 LEa 21+ Longariza 0319 LRA 25: LRA 24 + Hamburguesa de pollo 039
murciana/salchicha de pellizco :
LRA 26: LRA 25 + Longaniza imperial 0.319 LRA 26: LRA 25 + Paté/Fuagras/Foie-gras 0.398
LRA 27: LRA 26 + Hamburguesa de carne
LRA 27: LRA 26 + Morcilla de arroz 0.319 sin especificar, 0.400
bar/restaurante
LRA 28: LRA 27 + Bacon 0.320 LRA 28: LRA 27 + Chéped/Chopped 0.402
LRA 29: LRA 28 + Hamburguesa de ternera 0.320 LRA 29: LRA 28 + Tocino 0.403
LRA 30: LRA 29 + Salami 0.320 LRA 30: LRA 29 + Relleno 0.403
LRA 31: LRA 30 + Longaniza seca 0.320 LR Sle1 R 20 - Lomgarza 0.404
murciana/salchicha de pellizco
LRA 32: LRA 31 + Cecina 0.320 LRA 32: LRA 31 + Salchicha fresca murciana 0.405
LRA 33: LRA 32 + Embutido de pavo 0.320 LRA 33: LRA 32 + Chorizo tipo Vela 0.405
LRA 34: LRA 33 + Carne en lata 0.321 LRA 34: LRA 33 + Salami 0.406
LRA 35: LRA 34 +Salchicha de pollo 0.321 LRA 35: LRA 34 + Longaniza imperial 0.406
e i e a 0321 LRA 36: LRA 35 + Cecina 0.406
sin especificar
LRA 37: LRA 36 + Mortadela 0321 LEAos Lk oor-oaiehica e pollo 0.407
LRA 38: LRA 37 + Hamburguesa de carne 0321 LRA 38: LRA 37 + Croquetas de carne 0407

sin especificar, bar /restaurante sin especificar

p-value for entrance forward stepwise regression < 0.05. LRA—Linear regression analysis.
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Table 5 shows the adjusted geometric means of nitrosyl-heme and heme iron separately
for categories of sex, age, center, WHR, BMI, smoking status and physical activity. In the
Spanish cohort, adjusted geometric means were 528.6 ug/day for nitrosyl-heme and 1676.2
ug/day for heme iron, considering adjustments for sex, age, BMI, center, and energy intake.
A significant pattern of differences was found for the daily intake of nitrosyl-heme across
the categories of sex, center, energy and educational level. For heme iron, significant
differences were found by sex, center, energy, and smoking status.

Table 5. Adjusted nitrosyl-heme and heme iron intakes by lifestyle and sociodemographic character-
istics in EPIC-Spain participants.

Nitrosyl-Heme (ug/d) §** Heme Iron (ug/d) ofors

n Ceomettic SD Median Genikitie SD Median
Mean Mean

Total * 38,471 529 470.9 397 1676 1057.9 1396

Sex §*
Male 14,632 705 632.2 534 2267 1312.6 1936
Female 23,839 420 305.5 344 1312 650.6 1165
Age (y)
<33 16 533 236.0 456 1504 694.6 1238
33 to <44 11,689 528 524.3 406 1624 979.2 1361
44 to <54 15,420 550 558.5 411 1764 1110.2 1462
54 to < 64 10,371 492 494.2 375 1604 999.3 1342
>64 975 421 343.1 335 1347 786.1 1126
BMI (kg/m?)
<25 8533 493 394.9 398 1644 890.1 1429
>25-30 18,549 546 474.3 411 1749 1079.0 1460
>30 11,389 527 516.1 377 1579 1115.8 1261
Center §~2~
Asturias 8052 418 250.9 351 1466 785.3 1256
Granada 7223 356 238.9 294 1255 746.0 1061
Murcia 7956 509 354.6 412 1740 1065.4 1449
Navarra 7638 567 389.5 452 1942 1185.0 1604
Gipuzkoa 7602 527 342.2 430 1839 1066.1 1554
WHR (cm)
Low 531 402 285.8 336 1410 745.6 1247
Normal 19,650 512 434.4 395 1702 1081.8 1407
High 18,290 550 510.0 403 1781 1265.7 1437
Cambridge Physical Activity
Index (Met-h/week)
Inactive 14,771 459 380.0 361 1397 787.8 1183
Moderately inactive 12,773 508 447.1 391 1584 930.7 1325
Moderately active 6799 596 533.8 446 1968 1186.2 1663
Active 4128 728 629.6 555 2246 1292.6 1937
Level School §
None 13,110 486 435.9 362 1455 919.2 1178
Primary School 14,891 526 483.4 392 1712 1055.8 1401
Technical, Professional 3180 573 502.9 431 1985 1146.8 1690
Secondary School 2525 591 504.3 467 1776 1063.5 1504
Longer Education 4509 598 476.2 479 1725 931.1 1478
Not specified 256 491 341.6 404 1481 772.5 1280
Smoking Status *i*

Never 21,211 448 372.8 348 1420 835.1 1180
Former 6815 641 557.5 494 1918 1094.8 1625
Current 10,423 620 459.4 471 1948 1169.1 1633

Not specified 22 518 581.3 242 1476 841.3 1330

* Adjusted by sex, age, BMI, center and energy intake. § p-value was significant (p-value < 0.05) in sex, energy,
center and level school for nitrosyl-heme intake % p-value were significant (p-value < 0.05) in sex, energy, center
and smoking status for heme iron intake ** data expressed as hemin (molecular weight: 651.94 g/mol).

The daily geometric mean intake of nitrosyl-heme from MD was highest in men, adults
aged 44 to 54 years, overweight individuals, those with high WHR, former smokers and
those with longer education. Nitrosyl-heme daily intake consumption seemed to increase
with higher levels of physical activity (58.60% difference between active and inactive
groups). As to the regional distribution, Navarra had the highest nitrosyl-heme intake,
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while Granada had the lowest (p < 0.05). The same pattern was found for daily heme iron
intake, except that, unlike nitrosyl-heme, higher intakes were observed in individuals with
technical/ professional education and smokers.

The complete list of MDs with nitrosyl-heme and heme iron content is in Table S1.
“Sangrecilla” was the item with the highest heme iron content even though its content of
nitrosyl-heme was not high. Following in the ranking of items with the highest content

”, W ”ou

of heme iron, we found the different types of “morcillas”: “morcilla de cebolla”, “morcilla de
arroz”, “morcilla asturiana” and “morcilla murciana”. In regard to the content of nitrosyl-heme,
“morcilla asturiana” was the item with the highest values, which differentiates it from other
“morcillas”, due to the specific methods of smoking, drying, and fermentation utilized
in their production. Next were “cecina”, “paté/fuagrds/foie-gras”, ' frankfurt” and “chorizo
tipo vela”.

We also calculated the average consumption per item, given the fact that some MDs
may not be high in nitrosyl-heme or heme iron content but still be highly consumed by
the EPIC-Spain cohort. This is what happens, for instance, with “jamon serrano”, “jaméon
cocido/jamon de York”, and “chorizo curado”. These are all low nitrosyl-heme-containing foods,
but they are highly consumed by this Spanish population. Conversely, some items present
a high content of nitrosyl-heme, but their daily intakes in the EPIC-Spain cohort were
low. Examples of this include “cecina”, “chorizo tipo vela”, or “longaniza imperial” (Table S1).
The same pattern was observed for heme iron content with “jamén cocido/jamon de York”,
“croquetas de carne sin especificar, caseras”, and “jamon serrano”, which had low heme iron
content but remained at high daily intake by the EPIC-Spain cohort.

Table S2 shows the ranking of the most consumed MD items that contribute the most
to total nitrosyl-heme dietary intake for EPIC-Spain cohort. “Jamén serrano” had the highest
contribution, followed by “jamdn cocido/jamon de York” and various “chorizo” types. When
considering only the consumers of those items, we observed significant variations in the
results, with “carne en lata” as the top contributor (1038.22 ng/d), followed by “frankfurt”
(692.0 ug/d), “cecina” (585.9 ug/d) and “chorizo curado” (524.2 pug/d).

Regarding the items that contribute the most to total heme iron dietary intake to
EPIC-Spain cohort, Table S3 shows that “albondigas de carne sin especificar caseras”, “jamén
serrano”, “morcilla de cebolla”, and “jamon cocido/jamén de York”, were the highest contributors.
Some MD items, such as “hamburguesa de carne sin especificar”, “cecina”, or “sangrecilla”,
contained large amounts of heme iron, but their contribution in the cohort was low. When
considering only the consumers of those items, it was observed that “sangrecilla” was the
leading contributor to the total dietary intake of heme iron (16,612.3 ug/d), followed by

“morcilla de arroz” (13,075.8 ug/d) and “morcilla de cebolla” (6208.3 ug/d).

4. Discussion

To the best of our knowledge, no data on the levels of nitrosyl-heme consumption for
any population were available prior to this study. Moreover, any available information on
nitrosyl-heme and heme iron content in MDs was very scarce [15-19]. Our study is the first
to present data based on direct content measurements by HPLC in MDs, and it does so for
a large (n = 38,471) prospective cohort.

Among the top 10 globally consumed MD items in the EPIC Spanish population,
“jamon serrano” and “jamon cocido/jamon de york” were the most popular. In contrast, different
trends were observed in other populations, even when they are similar, such as Italy or
Germany where the most consumed MD items were dry-fermented sausages [37] and
bratwurst [38], respectively.

Regarding differences between EPIC centers our study shows that the consumption of
several MDs was variable, possibly because of local gastronomic differences. Although the
10 most-consumed items were mostly the same for all centers (but with varying rankings
of consumption), some centers such as Murcia, Asturias or Gipuzkoa presented typical
regional foods (like “morcilla murciana”, “lacén” and “morcilla de cebolla”, respectively) amidst
one of their most consumed MD items. Even though the percentage of non-consumers for
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some MDs is very high, they still stand within the top 10 of most consumed MD items. This
evidence suggests high dietary intakes for those individuals who indeed consumed them.

With regard to sociodemographic and lifestyle characteristics, once adjusted for energy
intake, males reported higher daily intakes of nitrosyl-heme and heme iron compared to
females. This could be attributed to men generally consuming more meat and MDs [39,40],
both rich in nitrosyl-heme and heme iron. Nowadays, the tendency for higher dietary
intake of MDs by men appears to be extensive globally, as has already been reported in
Europe, Australia and the USA [41]. In our study, “jamon cocido/jamén de York” was the
most-consumed MD item among women, while “jamon serrano” was preferred by men.
These results seem to be different compared to those in other populations [41,42].

As anticipated, a notably positive correlation was observed between MDs and nitrosyl-
heme dietary intake. This strong positive correlation can be attributed to the analysis
of foods known to be rich in heme iron/nitrosyl-heme, exclusively considering heme
iron/nitrosyl-heme derived from these food sources. Furthermore, these findings align
with expectations, given that MDs represent the sole source of nitrosyl-heme within the
diet [43], while heme iron is derived from a broader range of protein foods [44]. Considering
these correlations, we compared our results with those of Rouhani et al. 2014 [45], which
showed a similar association between red meat and MD consumption and obesity risk,
higher BMI, and waist circumference. While our findings align in the same direction, they
were not statistically significant (p > 0.05).

The items that contributed the most to dietary intakes of nitrosyl-heme and heme
iron were also identified. It explains how foods contribute to their total dietary intake
and to between-person variance. In this study, five food items alone explained 24.5% of
nitrosyl-heme intake variance. For heme iron, nine MD items explained almost 30% of the
variance. Contrary to findings in other studies, where fewer items are needed to explain
a given proportion of between-person variance in a single nutrient/component than the
same proportion of between-person variance in total intake [46,47], our study presents a
distinct pattern. As observed, more than five items are needed for this purpose.

Regarding the amount of nitrosyl-heme and heme iron present in each of the MDs,
we categorized and ordered those items from highest to lowest mean daily intake (g/day),
presenting their amounts per gram of MDs. There is only one literature source from which
we are able to compare our results on curing efficiency. It is a single study that estimated
the nitrosylated heme iron content for each type of MDs by applying a fixed value provided
by the French Pork Institute [20], resulting in higher curing efficiency (67%) than our study,
with which average curing efficiencies were 44% for raw MDs and 52% for cooked MDs
using HPLC data.

Referring to the curing efficiency, some items presented 100% or more of nitrosylated
heme iron due to analytical error with random components, producing random variations
in the data, but when analyzed, they tend to compensate for each other. The mean error
tended to be 0, but the quantities were not to induce bias that could create a random error.

Our results showed an appreciable variability in the proportion of nitrosylated heme
iron, dependent on the type of MDs. For example, referring to “sangrecilla” was the item
with the highest heme iron content because it is made from coagulated blood. Still, its
nitrosylation percentage is one of the lowest, so its contribution to the dietary intake of
nitrosyl-heme was unexpected since there is no added nitrifying agents in their formulation.
“Morcilla asturiana” stood out with higher values of nitrosyl-heme due to unique smoking,
drying, and fermentation methods in its production, setting it apart from other “morcillas”
and showing a 55% nitrosylation. Conversely, ”cecina” had high nitrosylation, likely due
to its high heme iron (183 mg/kg) and nitrosyl-heme (105 mg/kg) content, resulting from
rich protein and heme proteins in beef meat.

The proportion of nitrosylated heme iron could potentially elucidate the conversion of
nitrate and /or nitrite into NO, resulting in an elevated nitrosyl-heme content while also
providing insights into the equilibrium and stability of various heme species under different
conditions. In this study, we present the nitrosyl-heme and heme iron determination using

117



MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

Nutrients 2024, 16, 878

12 0f 15

the results obtained from the HPLC method. We did so to avoid potential overestimations
of some MDs if the Hornsey (classical spectrophotometric) method had been used. This
finding could provide an explanation for curing efficiencies that surpass 100% in products
that include paprika as an ingredient due to induced analytical error, which resulted in
random variations in the data.

We calculated the average consumption per item due to varying nitrosyl-heme content.
Some low-nitrosyl-heme foods like “jamon serrano” and “jamén cocido/jamon de York”, were
highly consumed in this cohort. Conversely, some items with high nitrosyl-heme had low
intakes (e.g., “cecina” or “chorizo tipo vela”). Notably, for consumers of those items, “carne
en lata”, “cecina”, and “sangrecilla”, usually low contributors in the cohort, ranked high,
indicating significant consumption.

A similar situation was observed for heme iron content; “jamén cocido/jamén de York”,
“croquetas de carne sin especificar, caseras” or “jamon serrano” presented low heme iron contents
but high daily intake by the EPIC-Spain cohort. In contrast, MDs like “hamburguesa de
carne sin especificar”, “cecina” or “sangrecilla” contained significant heme iron amounts, but
their contribution in the cohort was low. Concerning the top contributors to heme iron
intake among consumers of those items, there was variability. “Sangrecilla” topped the list,
followed by “morcilla de arroz” and “morcilla de cebolla”. Conversely, “jamon cocido/jamon de
York” or “chorizo curado” made smaller contributions to heme iron intake. This highlights
that consumers of those items, which are less commonly consumed overall, consumed
significant quantities of them.

It is important to note that most studies presented PM dietary intake data as a global
value and did not differentiate items by their subtype, cooking or curing processes, or added
ingredients [48-50]. Quantifying the mean consumption of different PMs, as well as their
treatments, cooking and added ingredients, is important since differences in processing
and composition could be associated with health outcomes [51]. To date, very few studies
have assessed PMs according to their subtypes [41,52,53]. This is the reason why one of
our research goals was to identify the different types of PMs consumed in the EPIC-Spain
cohort and to analyze their composition. Furthermore, up to the present time, not many
studies have assessed the combined analysis of nitrosyl-heme and heme iron content in
MDs [54,55], making our research valuable in this context.

An important limitation to our analysis is that the Spanish EPIC study was based on a
non-representative sampling of the Spanish general population. However, the prospective
design precluded recall bias, while selection bias was minimized by the very high rate
of follow-up over a long period of time. Moreover, subjects came from different socio-
economic backgrounds and different geographical regions, and the pattern of dietary
intake and other lifestyle factors was very similar to those observed in population surveys
performed in the Spanish areas included in the present study [51,56]. Regarding the
strengths of the study, dietary intakes of nitrosyl-heme and heme iron contents were
calculated based on laboratory measurements of selected food items using the HPLC
method. We also observed a very large dataset (38,471 subjects); a large number (n = 52)
of MD items were included, most of them analyzed (n = 39) and used through validated
methodology in the dietary estimation [57]. Furthermore, the MD samples analyzed were
obtained from different geographical locations, including different elaboration methods,
commercial brands and packaging, and the changes in manufacturing that have occurred
from the 90s until now have been taken into account. This is important considering that even
high-quality food composition tables will produce poor estimates when combined with
low-quality data because of the lack of validity and/or reliability of a dietary questionnaire.

5. Conclusions

In conclusion, we have assessed nitrosyl-heme iron and heme iron intake in the EPIC-
Spain cohort, identifying the major contributors and exploring sociodemographic and
lifestyle factors. This contributes valuable insights into nitrosyl-heme exposure, particularly
its association with processed meat and colorectal cancer risk.
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Supplementary Table S1. All meat derivatives mean intake (g/d) from EPIC-Spain cohort and their levels of
nitrosyl-heme and heme iron content measured by HPLC method

Items Mean intake (g/d) SD N(g‘:/eg';‘f Heme iron (pg/g)**
Jamén serrano 5.30 9.8 39 41
Jamon cocido / jamon de York 5.04 9.6 22 27
Alb6ndigas de carne sin especificar, caseras 2.62 6.8 0 105
Croquetas de carne sin especificar 1.70 48 53 53
Chorizo curado 1.67 59 1 1
Tocino 1.33 3.2 1 1
Panceta de cerdo 1.1 3.7 6 17
Chorizo fresco oreado 1.01 5.0 31 29
Albdndigas de ternera 0.88 41 0 143
Salchichén 0.58 2.8 44 56
Hamburguesa de carne sin especificar,
9 sk pe 0.58 87 0 128
Chistorra 0.46 2.7 30 35
Lacon 0.46 16 43 43
Frankfurt 0.41 24 80 82
Chorizo de Pamplona 0.34 26 38 37
Albéndigas de carne sin especificar 0.33 2.0 0 105
Salchicha fresca del pais 0.32 2.0 0 ral
Hamburguesa de ternera 0.30 2.7 0 136
Morcilla de cebolla 0.27 20 40 669
Morcilla murciana 0.22 15 51 281
Mortadela 0.20 2.3 14 19
Paté / Fuagras / Foie-gras 0.18 14 97 97
Morcilla de arroz 0.16 24 16 555
Bacon 0.16 14 21 30
Albéndigas de cerdo 0.13 1.5 0 87
Longaniza de payés / llonganissa de pagés 0.13 11 29 45
Choéped / Chopped 0.12 16 21 31
Morcilla asturiana 0.12 0.5 242 440
Salchicha fresca murciana 0.12 12 0 65
Hamburguesa de pollo 0.10 14 0 82
Hamburguesa de camne sin especificar,
’ bar/restaurante Pe 0.09 00 0 128
Lomo embuchado 0.09 15 28 31
Fiambre de pavo 0.08 1.2 6 7
Sobrasada / sobrassada 0.07 11 28 28
Relleno 0.07 13 0 75
Longaniza imperial 0.05 0.9 42 42
Morcén 0.05 0.7 51 51
Salchicha de pollo 0.04 1.0 0 45
Chorizo tipo vela 0.02 0.4 64 69
Morcén blanco 0.02 0.6 26 26
Salami 0.02 06 27 28
Cabeza de jabali 0.01 0.5 42 57
Sangrecilla 0.01 0.5 49 1554
Longaniza murciana / salchicha de pellizco 0.01 0.3 24 41
Longaniza seca 0.01 03 40 40
Cecina 0.01 04 105 183
Carne en lata 0.01 0.5 46 55
Hamburguesa de carne sin especificar 0.00 0.2 0 103
Bratwurst 0.00 0.0 2 29
Chicharrones 0.00 0.0 0 93

*NOheme; Nitrosyl-heme
**Data expressed as hemin (651.94g/mol)
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Supplementary Table S2. Ranking of most consumed meat derivatives items that contribute most to total
nitrosyl-heme intake in EPIC-Spain cohort

Food item Contribution to total NOheme* intake= (ug/d)**
Jamén serrano 206.7
Jamén cocido / jamén de York 110.9
Chorizo curado 88.4
Frankfurt 33.0
Chorizo fresco oreado 31.2
Morcilla asturiana 29.0
Salchichon 257
Lacon 19.4
Paté / Fuagras / Foie-gras 17.6
Chistorra 13.9
Chorizo de Pamplona 12.9
Morcilla murciana 11.9
Morcilla de cebolla 106
Panceta de cerdo 6.7
Longaniza de payés / llonganissa de pagés 37
Bacon 34
Mortadela 2T
Morcilla de arroz 26
Choped / Chopped 26
Lomo embuchado 26
Morcén 25
Longaniza imperial 2.3
Sobrasada / sobrassada 1.9
Croquetas de carne sin especificar 1.7
Tocino 1.3
Chorizo tipo Vela 1.2
Cecina 0.6
Sangrecilla 06
Cabeza de jabali 0.6
Morcén blanco 0.5
Fiambre de pavo 0.5
Salami 0.5
Longaniza seca 0.4
Longaniza murciana /salchicha de pellizco 0.3
Carne en lata 03

*NOheme: nitrosyl-heme
**Data expressed as hemin (651.94g/mol)
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Supplementary Table S3. Ranking of most consumed meat derivatives items that contribute most to total
heme iron intake

Food item Contribution to total heme iron intake= (ug/d)*
Albéndigas de carne sin especificar, caseras 275.0
Jamon serrano 217.3
Morcilla de cebolla 177.4
Jamon cocido / Jamén de York 136.1
Albdéndigas de ternera 125.6
Morcilla de arroz 91.4
Chorizo curado 88.4
Hamburguesa de carne sin especificar, casera 74.4
Morcilla murciana 65.6
Morcilla asturiana 52.8
Hamburguesa de ternera 40.9
Alb6ndigas de carne sin especificar 341
Frankfurt 33.9
Salchich6n 327
Chorizo fresco oreado 29.2
Salchicha fresca del pais 22.9
Sangrecilla 20.3
Lacén 19.4
Panceta de cerdo 18.9
Paté / Fuagras / Foie-gras 176
Chistorra 146
Chorizo de Pamplona 126
Hamburguesa de carne sin especificar,
bar/restaurante The
Albéndigas de cerdo 11.2
Hamburguesa de pollo 8.4
Salchicha fresca murciana 7.5
Longaniza de payés / llonganissa de pagés 5.2
Relleno 4.9
Bacon 4.8
Chéped / Chopped 3.8
Mortadela 3.7
Salchicha de pollo 3.3
Lomo embuchado 2.9
Morcon 2.5
Longaniza imperial 23
Sobrasada / sobrassada 1.9
Croquetas de carne sin especificar 1.7
Tocino 1.3
Chorizo tipo Vela 1.3
Cecina 11
Cabeza de jabali 08
Fiambre de pavo 0.5
Salami 0.5
Longaniza murciana /salchicha de pellizco 0.5
Morcén blanco 0.5
Longaniza seca 04
Carne en lata 0.3
Hamburguesa de carne sin especificar 0.2
Chicharrones 0.0
Bratwurst 0.0

*Heme iron expressed as hemin (molecular weight = 651.94 g/mol)
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4.3 Articulo lll: Nitrosyl-heme and heme iron intake from
processed meats and risk of colorectal cancer in the EPIC-
Spain cohort

Se estima que en el afio 2022 se diagnosticaron casi 2 millones de nuevos casos de
cancer colorrectal, convirtiéndolo en el tercer cdncer mas diagnosticado alrededor del
mundo y la segunda causa mdas comun de muerte por cancer. Se considera que los
aspectos ambientales, especialmente los habitos alimentarios, desempefian un papel
significativo en su aparicién y desarrollo. La ingesta de carne procesada, el consumo de
alcohol y la grasa corporal son factores de riesgos para esta enfermedad. Una de las
hipdtesis en relacion a la ingesta de carnes procesadas y el incremento de cancer
colorrectal estd relacionada con el nitrosilhemo, compuesto que se forma durante el
curado y/o coccién. Ademas, se ha sugerido que la presencia de nitrosilhemo,
combinada con la presencia abundante de precursores de compuestos N-nitrosos
naturalmente presentes en la carne procesada, puede resultar en una mayor
exposiciéon a compuestos N-nitrosos. Por otro lado, otro de los compuestos que se
sugiere como posible implicado en la carcinogénesis del cancer colorrectal es el hierro
hemo. El hierro hemo es una forma de hierro que se encuentra en alimentos de origen
animal. Se ha sugerido que el hierro hemo puede producir radicales libres de hidroxilo,
los cuales se ha demostrado que causan dafio directo al ADN. Asimismo, es también un
agente nitrosante que podria contribuir indirectamente al aumento del riesgo de
cancer colorrectal al generar radicales de peréxido lipido y aumentar la produccién de

nitrosaminas carcinogénicas en el colon.

Si el nitrosilhemo y el hierro hemo juegan un papel en la carcinogénesis, individuos
gue presentan una ingesta alta de estos compuestos podrian estar en mayor riesgo de
desarrollar un cancer. Si bien el hierro hemo ha sido estudiado en mas profundidad en
relacion al riesgo de cancer colorrectal, los datos utilizados para estimar la ingesta de
hierro hemo generalmente se expresan como un porcentaje del hierro total disponible
en las carnes procesadas, o utilizando tablas de composicién de alimentos. Solo un
numero limitado de estudios ha examinado el contenido de hierro hemo en carnes
procesadas, aunque se han limitado a algunos tipos especificos y segin el método

espectrofotométrico de Hornsey. Teniendo en cuenta que el tipo de determinacién
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analitica en derivados carnicos puede ser un factor critico para estimar con precision la
ingesta en poblaciones, consideramos fundamental utilizar el método HPLC para esta
estimacion, dado que hemos observado que ofrece resultados mas precisos en

comparacion con otros métodos disponibles.

Respecto al nitrosilhemo, el Unico estudio prospectivo hasta el momento que ha
estudiado la relacidn entre la ingesta del nitrosilhemo y el riesgo de cancer colorrectal
ha mostrado asociaciones positivas en este tipo de cancer y con el subtipo proximal.
Sin embargo, la metodologia utilizada para determinar los niveles de nitrosilhemo de
las carnes procesadas estudiadas no se realizé a través de mediciones en el

laboratorio.

En contraste, nuestro estudio es el primero en estimar la asociacion entre la ingesta de
nitrosilhemo y hierro hemo vy el riesgo de cancer colorrectal a partir de datos basados
en mediciones directas de su contenido en derivados carnicos, analizando una amplia
variedad de ellos y pudiendo proporcionar estimaciones mds precisas que las

obtenidas en la literatura previa para la poblacién europea.
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Background: The International Agency for Research on Cancer
classified processed meats (PM) as “carcinogenic” and red meat as
“probably carcinogenic” for humans. The possible relationship
between colorectal cancer risk and the mechanisms involved in the
carcinogenesis of PMs have not been established yet. Nitrosyl-heme
and hemeiron have been proposed as potential-related compounds.
The aim of this study was to determine the association between
nitrosyl-heme and heme iron intake and colorectal cancer risk
among participants from the European Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition (EPIC)-Spain study.

Methods: This prospective study included 38,262 men and
women from the EPIC-Spain study. Food consumption was
assessed using diet history and food composition tables. Heme
iron and nitrosyl-heme intake were determined by estimating the
intake of PM items and conducting laboratory analyses. HR
estimates were obtained by proportional hazard models, stratified

Introduction

Colorectal cancer is the third most common type of cancer in adults
worldwide with a high number of new cases and deaths annually. In
2022, Spain estimated almost 40,000 new colorectal cancer cases,
becoming the most frequently diagnosed tumor, ranking as the second
most common for both men and women (1). The International Agency
for Research on Cancer (IARC) classified processed meats (PM) as
“carcinogenic” and red meat as “probably carcinogenic” for colorectal
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by age at recruitment and study center and adjusted for sex, total
energy intake, education, smoking, body mass index, waist size,
physical activity, lifetime alcohol, fibre, calcium, and familiar
colorectal cancer history.

Results: During a mean follow-up of 16.7 years, 577 participants
were diagnosed with colorectal cancer. We found no overall asso-
ciation between nitrosyl-heme [HRys,.1), 0.98; 95% confidence
interval (CI), 0.79-1.21] or heme iron intakes (HRy3,.11, 0.88;
95% CI, 0.70-1.10) with colorectal cancer risk, nor according to
tumor subtypes.

Conclusions: Our study found no evidence supporting a link
between nitrosyl-heme or heme iron intake and colorectal cancer
risk in Spanish subjects.

Impact: As research on nitrosyl-heme is preliminary, more
heterogeneous studies are necessary to provide more convincing
evidence on their role in colorectal cancer carcinogenesis.

cancer (2). Various mechanisms have been suggested to explain the
link between red and PM consumption and colorectal cancer risk.
Nevertheless, their specific key compounds remain unclear. Nitrosyl-
heme has been suggested as a potential related compound (3). The
aim of this study was to determine the association between nitrosyl-
heme and heme iron intake and colorectal cancer risk in the
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
(EPIC) Spain cohort.
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MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

Nitrosyl-heme and Heme Iron Intake from PMs and Colorectal Cancer Risk

Materials and Methods

Between 1992 and 1996, 41,437 healthy volunteers (ages, 25-70)
from five Spanish regions were enrolled in the EPIC-Spain cohort
study. Questionnaire information on sociodemographic characteris-
tics, lifestyle factors, and medical history was gathered during personal
interviews. Dietary intake was assessed through a validated diet history
questionnaire (EPIC-DH; ref. 4).

To estimate the exposure to nitrosyl-heme and heme iron, we used
biochemical data from a previous study from our group (5) which
included a total of 52 PM items from EPIC-DH questionnaires. Food
and nutrient intake, including PMs consumption, were estimated
using the EPIC Nutrient Database (6). Finally, nitrosyl-heme and
heme iron intake was estimated by multiplying this information by
PMs by each subject’s daily food intake in the cohort.

We included 38,262 individuals (61.5% females) after excluding
prevalent cancer cases (n = 612) and incomplete/improbable dietary
data (n = 695). Among them, 577 incident colorectal cancer cases were
identified after a mean follow-up of 16.7 years. Proportional hazards
models were used to examine the associalion belween sex-specific
tertiles of nitrosyl-heme and heme iron intake and colorectal cancer
risk. Age served as the time scale, stratified by age and center with
adjustments for sex, energy intake, body mass index (BMI), waist size,
education, smoking, physical activity in mets (PA), lifetime alcohol,
dietary fibre, calcium, and family colorectal cancer history. Interac-
tions with smoking, BMI, PA, and alcohol were also examined.

Homogeneity of location subtype risk was assessed. Sensitivity anal-
yses were conducted excluding the first three years of follow-up, but the
results remained unchanged. R studio (4.1.3) was used for analysis,
with significance set at P < 0.05.

The study has been performed in accordance to the ethical stan-
dards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later
amendments and obtained ethical approval for the EPIC study was
obtained from the ethical review board of the International Agency for
Research on Cancer (IARC) ethics committee (PR098/21) and the
local ethics commitlees in the participating centers. All participants
gave written informed consent.

Data availability

EPIC data and biospecimens are accessible to researchers addres-
sing significant inquiries regarding health and disease within projects
aligning with the legal and ethical standard practices of TARC/WHO
and the EPIC centers. The primary responsibility for data access rests
with TARC and the EPIC centers. Requests should be sent to the
corresponding author.

Results

No statistically significant association was observed between nitro-
syl-heme and heme iron intake and colorectal cancer risk or subtypes
(Table 1). In multivariate models, the HR for highest versus lowest

Table 1. Adjusted HR for full cohort and colorectal cancer risk by sex-specific tertiles of heme iron and nitrosyl-heme intake.

Nitrosyl-heme®® Heme iron®¢
Cases HR (95% CI) HR (95% CI) Cases HR (95% CI) HR (95% ClI)

Colorectal cancer risk® Basic model” Multivariate model® Basic model Multivariate model?

Full cohort = 38,262" 577 577

m 214 Reference Reference 204 Reference Reference

T2 169 0.84 (0.68-1.03) 0.82 (0.67-1.01) 197 1.01 (0.82-1.23) 0.98 (0.81-1.20)

T3 194 1.04 (0.84-1.28) 0.98 (0.79-1.21) 176 0.93 (0.75-1.16) 0.88 (0.70-1.10)
Proximal colon cancer risk'

m 49 Reference Reference 50 Reference Reference

T2 38 0.85 (0.55-1.31) 0.83 (0.54-1.28) 42 0.89 (0.58-1.34) 0.86 (0.57-1.31)

T3 44 11 (0.71-1.73) 1.03 (0.65-1.61) 39 0.87 (0.55-1.38) 0.80 (0.51-1.29)
Distal colon cancer risk'

m 72 Reference Reference 65 Reference Reference

T2 53 0.78 (0.54-1.12) 0.77 (0.53-1.10) 65 1.07 (0.75-1.52) 1.04 (0.73-1.48)

T3 64 1.05 (0.73-1.52) 0.98 (0.67-1.42) 59 1.02 (0.70-1.50) 0.95 (0.65-1.41)
Rectum cancer risk®

m 59 Reference Reference 59 Reference Reference

T2 61 114 (0.79-1.64) 110 (0.76-1.58) 66 118 (0.83-1.69) 1.16 (0.81-1.66)

T3 55 112 (0.75-1.66) 1.04 (0.70-1.56) 50 0.90 (0.60-1.35) 0.84 (0.55-1.26)

Nitrosyl-heme (ug/day) for women: T1, 0-<321.21; T2, >321.21-<739.91; T3: >739.91; Nitrosyl-heme (ug/day) for men: T1, 0-579.72; T2, »579.72-<1370.54; T3:

>1,370.54.

“Person-years by nitrosyl-heme tertiles: T1, 204,237.4 person-years; T2, 203,347.7 person-years and T3, 203,068.9 person-years.
“Heme iron (ug/day) for women: T1, 0-<882.0; T2, >882.0-<2,341.41; T3: >2,341.41; Heme iron (ug/day) for men: T1, 0-<1,652.30; T2, >1,652.30-<2,341.41; T3:

>3,950.97.

9person-years by heme iron tertiles: T1, 202,420.2 person-years; T2, 203,479.1 person-years and T3, 204,754.8 person-years.
“Promageneity €Olon versus rectum = 0.12 and 0.51 for nitrosyl-heme and heme iron intake, respectively.
fBasic model: stratified by age and center, and adjusted for sex and energy intake.

9Multivariate model: basic model and further adjusted by: BMI (=25, 25-30, 230 kag/m?), waist size (low:<88 cm for women and <102 cm for men; high: =88 cm for
women and =102 cm for men), educational level (none, primary school, technical/professional school, secondary school, longer education, and unknown), smoking
status (never, former, and current), physical activity in mets (as continuous variable), lifetime alcohol consumption (as continuous variable), fiber (as continuous
variable), calcium (very low: <650.3 mg/day; low: >650.3 mg/day-<1,000 mg/day and normal: 21,000 mg/day) and family history (mother/father/siblings; no; no
response).

"Each tertile is divided by the same number of participants (n = 12,754), varying in the number of cases per tumor location.

"Promogenety Proximal versus distal = 0.77 and 0.37 for nitrosyl-heme and heme iron intake, respectively.
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tertile of intake was 0.98 (95% CI, 0.79-1.21) for nitrosyl-heme and
0.88 (95%ClI, 0.70-1.10) for heme iron intake, respectively.

We found a nonlinear relationship between nitrosyl-heme intake
and colorectal cancer risk, with weaker associations at higher intakes.
Despite no heterogeneity was observed in the associations between
nitrosyl-heme and heme iron intake and the risk of colorectal cancer by
tumor subtype, a nonstatistically significant positive association
between nitrosyl-heme intake and proximal colon and rectum cancer
was observed (for proximal colon cancer, HR = 1.03; 95% CI, 0.65-
1.61; and for rectum cancer, HR = 1.04; 95% CI, 0.70-1.56). There
were no relevant interactions between nitrosyl-heme and heme iron
and smoking status, BMI, PA, nor lifetime alcohol consumption on
colorectal cancer risk.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first prospective study that
analyzed the exposure of nitrosyl-heme in relation to the risk of CRC
using analytical data on their content for the most consumed PMs.

We observed no overall association between nitrosyl-heme and
colorectal cancer risk, neither by subtypes. Only one prospective study
has studied the relationship between nitrosyl-heme intake and colo-
rectal cancer risk, whose results showed a positive association with
proximal colon cancer (7). However, the study assigned a constant
coefficient for the nitrosyl-heme content for all PMs (0.67). In contrast,
our study is the first to present nitrosyl-heme data based on direct
content measurements in PMs, analyzing a wide variety of them.

Regarding heme iron, a greater number of studies investigated its
associations to colorectal cancer risk. Prior analysis in EPIC-
Europe (8) revealed a positive association limited to the proximal
colon for heme iron intake. However, our study, possibly due to
different methodology, did not find a significant link between these
subtypes and heme iron intake.

Concerning limitations, diet and lifestyle variables were measured
only at the beginning; changes over the nearly 17-year follow-up
cannot be assessed. Regarding the strengths, it includes data on
nitrosyl-heme and heme iron derived from direct laboratory measure-
ments in PMs, its prospective design and the inclusion of potential
confounders.
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4.4 Articulo IV: Dietary nitrosyl-heme from processed meats
and its association with colorectal cancer risk: Findings
from the EPIC cohort study

En la Unién Europea, se calculd que el cancer colorrectal causaba aproximadamente el
12,1% de todas las muertes por cancer, colocdndolo como la tercera causa mas
frecuente después del cancer de pulmoén y de mama, y la segunda causa de muerte por
cancer después del cancer de pulmén. Dado que se ha sugerido que el nitrosilhemo
puede estar implicado en la asociacion entre su ingesta y el aumento del riesgo de este
tipo de céncer, y considerando que la informacién disponible hasta el momento en
estudios prospectivos es limitada, creemos que es importante investigar esta
asociaciéon en una muestra mas diversa y heterogénea de participantes. Para ello,
utilizamos los datos analiticos obtenidos del método HPLC de las carnes procesadas
espafiolas y extrapolamos los datos de nitrosilhemo a carnes procesadas europeas.
Durante este proceso de extrapolacidn, se tuvo en cuenta la formulacidn, ingredientes
y coccién de los derivados cdrnicos europeos para poder garantizar una buena

aproximacion con sus respectivos derivados carnicos espafioles.

En este estudio se realizé un analisis descriptivo de la ingesta de nitrosilhemo en cada
uno de los paises europeos incluidos (Francia, Italia, Espafia, Reino Unido, Alemania,
Paises Bajos y Dinamarca). Alemania fue el pais con mas ingesta de nitrosilhemo,
seguido de Dinamarca, y Francia. Por el contrario, Reino Unido fue el pais con menos
consumo, seguido de ltalia, Espafia y Paises Bajos. De los derivados carnicos espafioles
con el que se hizo el “matching alimentario”, el jamdn cocido/jamdn de york fue el
item que se situd entre los mas consumidos por todos los paises, mientras que en

Alemania y Dinamarca destacaron, ademas, el frankfurt y la salchicha fresca del pais.

Se incluyeron un total de 5.115 casos de cdncer colorrectal ocurridos en una mediana
de casi 15 afios de seguimiento. Se estimaron los HR y los intervalos de confianza al
95% para calcular el riesgo de céncer colorrectal a partir de las extrapolaciones de

nitrosilhemo.

Tras ajustar por factores de confusion (altura, peso, circunferencia de cintura, habito
de fumar, nivel de actividad fisica, nivel educativo, consumo de fibra, calcio e ingesta

de alcohol a lo largo de la vida), no encontramos ninguna asociacion significativa entre
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la ingesta de nitrosilhemo especifica por sexo y el riesgo de cancer colorrectal (HR T3
vs. T;: 1.01; 95% IC= 0.93-1.09), ni por los subtipos tumorales. Separando los analisis por
sexo, se observd una asociacidén positiva no estadisticamente significativa entre la
ingesta de nitrosilhemo y riesgo de cadncer colorrectal, colon distal y cancer de colon en
mujeres (HR Tsvs. T;: 1.06, 95% IC= 0.94-1.18; HR T3vs. Tq: 1.13, 95% IC= 0.91-1.40; HR
Tz vs. Ty 1.08, 95% IC= 0.94-1.24, respectivamente). En hombres, se encontrdé una
asociacion positiva no estadisticamente significativa entre la ingesta de nitrosilhemo y
el riesgo de cancer rectal, con asociaciones mas fuertes a menores ingestas (HR T, vs.
Ty: 1.17, 95% IC= 0.97-1.41). Ademas, se realizaron pruebas de Wald para evaluar la
posible homogeneidad de la asociacidon entre los subtipos de localizacién y no se
observaron diferencias significativas en las asociaciones entre la ingesta diaria de
nitrosilhemo especifica para sexo y el riesgo de cancer de colon en comparacién con el

cancer rectal, ni entre el cancer de colon distal y proximal.

Tras realizar andlisis de sensibilidad excluyendo los cinco primeros afios de
seguimiento, asi como a los participantes de Reino Unido (mayormente vegetarianos),

nuestros resultados se mantuvieron sin cambios.

En conclusién, no encontramos evidencia para confirmar una asociacién significativa

entre la ingesta de nitrosilhemo y el riesgo de cancer colorrectal.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer globally, with over 1.93
million cases and 935,000 deaths each year. It is also the second leading cause of
cancer-related deaths worldwide for both men and women (1). Its incidence is expected
to increase, mainly in people under 50 years of age, in the coming years, particularly in
high-income countries (2). In 2015, the International Agency for Research on Cancer
classified processed meat (PM) as a carcinogen for humans and concluded that each 50-

gram serving of PM consumed daily increases the risk of CRC by 18% (3).

Most epidemiological and experimental evidence on the potential compounds from PMs
supports a significant role of heme iron in promoting CRC associated with both red and
PM (4-6). However, in PM, by adding nitrite and/or nitrate salts, the heme molecule is
nitrosylated, promoting the formation of nitrosyl-heme, which is released from
myoglobin during cooking and/or curing (7). The nitrosylation of heme iron could

possibly explain the greater carcinogenic effects found compared to red meat (7, 8).

One of the leading hypothesis for explaining how nitrosyl-heme contributes to the
promotion of CRC carcinogenesis is that this compound, combined with the high levels
of N-nitroso compound precursors in PM, increases exposure to N-nitroso compounds,
which are formed both externally and within the body (8). This combination could be
the cause behind the more pronounced carcinogenic effects in PM compared to red

meat.
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Despite heme iron and the risk of CRC research has been extensively studied, research
on nitrosyl-heme remains scarce, especially concerning evidence from cohort studies.
Only two prospective studies have attempted to examine the relationship between
nitrosyl-heme intake and CRC risk. One such study, conducted in a French cohort,
found positive associations with the proximal colon cancer subtype. However, this study
used a fixed coefficient (0.67) to estimate nitrosyl-heme content across all PM products
(9). In contrast, the second study (10), conducted by our group within the EPIC-Spain
cohort, used direct laboratory measurements of nitrosyl-heme in PM products to
extrapolate its intake in the cohort. This study found no overall association between
nitrosyl-heme and 577 CRC cases in Spanish subjects, nor when analysed by cancer

subtypes.

Given the biological plausibility of a link between nitrosyl-heme intake and CRC risk
observed in vivo (11), in animal studies (12), and in human research (13), we found it
important to investigate further in a larger and heterogeneous population. So, the aim of
this study was to investigate the relationship between nitrosyl-heme intake and the risk

of CRC in men and women from the EPIC Europe cohort.

Materials and Methods

Study population

The EPIC cohort is a multicentre prospective study designed to examine the relationship
between lifestyle factors and cancer in Europe, including diet. The study involved over
500,000 million volunteers (mostly aged 35-70 years and approximately two-thirds
were women) who were recruited between 1992 and 1999 from 23 centres in 10
European countries (Spain, France, Italy, Denmark, Germany, Norway, Sweden, the
Netherlands, Greece and UK) (12-13). The rationale, data collection and study
population were described by Riboli et al. 1997 (12).

The following exclusions were made: 1) Participants who had cancer other than non-
melanoma skin cancer when the study began, or those whose diagnosis date is unknown
or who have incomplete follow-up data (n=29,331). 2) Subjects with no dietary
information (i.e. did not complete the questionnaire) or extreme ranking on the ratio
energy intake/energy requirement (top and bottom 1%) (n=13,281). 3) Participants from

Greece, Sweden and Norway due to data restriction issues (n=111,248). In total,
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153,860 participants were excluded. The final number of EPIC cohort participants
available for this analysis was 367,463 (109,120 men and 258,343 women).

Ethical approval was secured from both the IARC Ethical Committee and the local
ethics committees associated with each EPIC centre (reference number 20-02). Every

participant in the cohort provided written informed consent before enrolment.

Dietary and lifestyle factors assessment

Questionnaire information on sociodemographic characteristics, lifestyle factors, and
medical history was gathered during personal interviews through the use of a lifestyle
questionnaire. In Oxford and France, participants provided self-reported values for
baseline weight and standing height. For participants from other locations, these
measurements were measured directly. Regular physical activity (PA) was assessed
using the validated EPIC-PAQ questionnaire (16). Dietary intake was assessed through
country-specific validated questionnaires, with most countries employing extensive
quantitative or semiquantitative food-frequency questionnaires (FFQs) (15).
Additionally, all participants completed questionnaires on education, alcohol intake,

smoking status, reproductive health, and previous disease history.

Nitrosyl-heme was expressed as hemin form (651.94 g/mol molecular weight). To
assess its exposure, we employed food composition data obtained in our prior study (17)
concerning nitrosyl-heme levels. Our study included a total of 52 food items derived
from the EPIC-DH questionnaires. We estimated food and nutrient intake, including
consumption of PMs using the EPIC Nutrient Database (ENDB), and we calculated the
daily intake of nitrosyl-heme by multiplying the intake of each PM item (in grams/day)
by its assigned content in nitrosyl-heme and then adding up the estimated intakes from
all PM items together. Finally, we extrapolated data on nitrosyl-heme, obtained from the
52 Spanish PMs, to PMs obtained in each country from the EPIC questionnaires. In
order to carry out this extrapolation more rigorously, the ingredients of each PM were
taken into account according to the country, as well as the addition of nitrate salts in the
items or lack thereof. We used a direct approach for items that showed similarity in
ingredients, recipes, and available literature, while an indirect approach was utilised in
cases where a direct approximation was not feasible. This indirect approach was based
on: 1. Averages of two or more items with similar ingredients or recipes; 2. The median
of all Spanish items in cases where the generic item lacked specific information; and 3.
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The most consumed item by the country when estimating a generic item was
challenging. Ultimately, extrapolation was conducted for a total of 157 European PMs,
with 138 items being extrapolated using a direct approach (87.90%).

PMs information regarding nitrosyl-heme was added into the EPIC food composition
database (16).

Follow-up for cancer incidence

The identification of new cancer cases was done by linking records with cancer
registries or using a mix of health data sources such as health insurance records,
pathology registries, or actively following up with participants and their relatives. We
defined CRC based on the definitions by the International Classification of Diseases for
Oncology (ICD-O; codes: C18 (for colon cancer) and C19-C20 (for rectal cancer)).
Proximal colon cancer included those tumours of the area of the splenic flexure (cecum,
transverse colon and ascending colon) and were coded as C18.0-C18.5. Distal colon
cancers were classified when tumours originated in the descending (C18.6) or sigmoid
colon (C18.7). For overlapping tumours were categorised as C18.8 and for those with
unspecified location as C18.9. For colon cancer the latter three were included in its
definition (proximal, distal and overlapping). Rectal cancer comprised new tumours
occurring from the rectosigmoid junction to the rectum (C19: rectosigmoid junction,
C20: rectum).

Statistical analyses
For descriptive analyses, frequencies for categorical variables of baseline characteristics
were calculated. Because nitrosyl-heme content was right-skewed, median and its

respective range interquartile was reported.

We used restricted cubic splines (RCS) to evaluate linearity in the trend in the CRC
with dietary nitrosyl-heme intake by sex. Despite testing various transformations
(logarithm, square root), the relationship remained nonlinear. Finally, we used the
Akaike Information Criterion to select the best representation of the relationship
between dietary nitrosyl-heme intake and CRC risk, favouring the three knots.
Analyses were conducted using Cox regression to estimate Hazard ratios(HRs) and 95%
confidence intervals(Cls) separately for the associations between sex-specific tertiles of
nitrosyl-heme and CRC risk. Additional analyses separating men and women were also
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conducted. HRs were determined by comparison with the lowest tertile of intake. Age
served as the time scale, and different models were run: Model 1: stratified by age at
recruitment in 10-year categories and centre with adjustments for sex and energy
intake; Model 2: was model 1 additionally adjusted by height, weight, waist
circumference, education, smoking status, PA, lifetime alcohol consumption, dietary
fibre and calcium. Family CRC history was not included in the model because it was

not available in all centres.

For Model 2, a sensitivity analysis was conducted excluding the first five years of
follow-up in order to assess the potential influence of reverse causality, which describes
how the outcome can influence the proposed exposure variables, thus altering the
direction of their relationship.

We also performed an additional sensitivity analysis by removing participants from the
UK (mostly vegetarians in the EPIC-Oxford centre). We assessed interactions with
smoking, BMI, PA, fibre and calcium intake, energy and alcohol consumption. Finally,
we ran homogeneity of location subtype risk using Wald tests.

Rstudio (4.1.3) was used for analyses, with significance set at p<0.05.

Results

Among the 367,463 participants included in this analysis (258,343 women), 5,115
subjects were diagnosed with incident CRC (2,887 women) after a median of follow-up
of almost 15 years. Table 1 summarises the baseline characteristics of both men and
women. In both sexes, higher BMI and waist circumference showed, on average, higher

intakes of nitrosyl-heme., as well as in current smokers and in German subjects.
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Table 1. Population characteristics according nitrosyl-heme intake in the European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition study

Nitrosyl-heme intake (pg/d)

N (%) p25 Median p75
Total 367,463 239.20 659.26 1,445.11
Sex
Men 109,120 (29.7) 379.73 1,006.80 2,047.18
Women 258,343 (70.3) 208.56 559.25 1,205.15
Age (y)
<33 17,227 (4.7) 2.996 58.20 497.53
>33-<44 59,890 (16.3) 173.00 610.98 1,466.00
>44 - <54 139,629 (38.0) 305.73 746.0 1,554.68
>54- <64 121,426 (33.0) 300.00 729.27 1,518.21
>64 29,291 (8.0) 181.86 458.49 974.99
BMI (kg/m2)
<25 191,966 (52.2) 187.71 571.82 1,297.76
>25-30 127,652 (34.7) 301.60 742.35 1,568.57
>30 47,845 (13.0) 328.57 800.18 1,726.04
Country
France 67,403 (18.3) 406.71 883.86 1,689.43
Italy 44,545 (12.1) 196.99 412.48 766.32
Spain 39,989 (10.9) 242.00 603.77 1,218.80
UK 75,416 (20.5) 21.40 181.86 431.69
The Netherlands 36,539 (9.9) 348.74 797.21 1,519.65
Germany 48,557 (13.2) 1,002.37 1,888.89 3,030.28
Denmark 55,014 (15.0) 494.03 1,018.92 1,783.28
Waist circumference
(cm)*
Normal 249,985 (68.0) 197.05 575.23 1,320.12
High 69,886 (19.0) 341.49 803.62 1,672.99
Missing/Unknown 47,592 (13.0) 409.89 896.97 1,716.81
Cambridge Physical Activity
Index (Met-h/week)
Inactive 76,536 (20.8) 201.03 532.98 1,208.60
Moderately Inactive 125,365 (34.1) 239.71 654.83 1,419.98
Moderately Active 88,121 (24.0) 261.95 715.68 1,531.78
Active 70,697 (19.2) 263.37 745.71 1,603.73
Missing/Unknown 6,744 (1.8) 307.80 780.75 1,559.92
Educational level
None 14,874 (4.0) 205.09 549.65 1,157.88
Primary School 86,998 (23.7) 325.53 746.76 1,561.17
Technical, 80,035 (21.8)  286.08 753.23 1,617.91
professional
Secondary School 75,015 (20.4) 254.19 656.43 1,364.08
Longer Education 93,882 (25.5) 165.00 603.65 1,464.21
Not specified 16,659 (4.5) 61.19 309.78 707.92
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Smoking status

Never 183,880 (50.0) 205.82 583.17 1,303.24
Former 99,571 (27.1) 245.71 678.08 1,496.41
Current 77,838 (21.2) 343.07 834.39 1,727.81
Missing/Unknown 6,174 (1.7) 279.52 678.35 1,380.55
Alcohol lifetime (g/day)®
Non alcohol 24,396 (6.6) 171.43 442.83 942.86
Never heavy 32,945 (89.7) 245.79 674.85 1,465.78
Heavy 13,610 (3.7) 300.35 879.82 1,953.99
Family history of
colorectal cancer
Yes 12,120 (30.5) 281.57 655.24 1,316.68
No 9,300 (2.5) 286.14 664.64 1,319.19
Not specified 246,043 (67.0) 220.79 662.18 1,521.6
Calcium (mg/day)®
Very Low 91,863 (25.0) 227.08 642.33 1,454.05
Low 106,118 (28.9) 248.95 654.90 1,422.57
Normal 169,482 (46.1) 240.00 673.44 1,454.52
Fibre (g/day)
<30 301,493 (82.0) 257.14 662.75 1,417.94
>30 65,970 (18.0) 141.91 642.01 1,583.51

Waist circumference (cm) (normal: <88 cm in women & <102 in men; high >88cm in women & >102 in men; missing/unknown).

®Alcohol lifetime (g/day) (0=no alcohol in the past, i.e. at all ages in the past the alcohol use is 0; 1=never heavy (all past points in
time g/d alcohol <60 (men) or <30 (women)) as the reference; 2=heavy alcohol use in the past (=60 (men) or >30 (women) at least
at one age in the past).

“Categorization of calcium intake was performed based on the population distribution in the calcium variable (continuous) and
according to the daily intake recommendations found in the following document: https://ods.od.nih.gov/factsheets/Calcium-
DatosEnEspanol/: (very low: <743.68 mg/day; low: >743.68mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

BMI body mass index

In men, nitrosyl-heme daily intake consumption seemed to be higher with elevated
levels of PA and in heavy alcohol intake (Supplementary Table 1). Among women, the

group classified as moderately active in PA exhibited the highest nitrosyl-heme intake,

as well as those who reported never consuming

(Supplementary Table 2).
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Table 2. Multivariable HR (95% CI) of colorectal adenomas by site according to sex-specific tertile of

nitrosyl-heme intake

Tertiles of nitrosyl-heme intake*®

HR (95% CI) HR (95% CI) HR (95% CI) p- Continuous (per 400 AICT
Tl T2 T3 trend ug increment)°

Colorectal
Cancer
N Cases 1,630 1,894 1,591 5,115
Modell Referent 1.01 (0.94-1.08)  1.03 (0.95-1.11)  0.52 1.01 (1.00-1.02) 63,976.9
Model2

Referent 0.99 (0.93-1.06)  1.01 (0.93-1.09)  0.87 1.00 (0.99-1.01)

63,806.8

Distal colon
Cancer®
N Cases 455 514 427 1,396
Modell Referent 1.02 (0.89-1.16)  1.02 (0.87-1.20)  0.77 1.00 (0.98-1.02) 17,405.9
Model2

Referent 1.01 (0.88-1.15)  1.02 (0.87-1.20)  0.83 0.99 (0.97-1.01) 17,339.0
Proximal
colon
Cancer®
N Cases 487 531 410 1,428
Modell Referent 1.04 (0.91-1.19)  1.00 (0.85-1.17)  0.98 0.99 (0.97-1.01) 17,713.9
Model2

Referent 1.03 (0.90-1.17)  0.97 (0.83-1.14)  0.74 0.98 (0.96-1.01) 17,651.4
Colon
Cancer®
N Cases 1,018 1,131 908 3,057
Modell Referent 1.04 (0.95-1.14)  1.03(0.93-1.15)  0.55 1.00 (0.99-1.02) 38,042.1
Model2

Referent 1.02 (0.93-1.12)  1.01 (0.90-1.13)  0.86 0.99 (0.98-1.01) 37,901.8
Rectal | 489 610 531 1,630
Cancer
N Cases
Modell Referent 1.06 (0.93-1.20)  0.97 (0.84-1.12)  0.64 1.01 (1.00-1.03) 20,665.2
Model2 Referent 1.04 (0.91-1.18)  0.95(0.82-1.10)  0.48 1.01 (0.99-1.02) 20,639.3

*The analyses were run using sex-specific tertiles. Nitrosyl-heme (ug/day) for women: T1, 0-<307.49; T2, >307.49-<927.92; T3:
>927.92; Nitrosyl-heme (pg/day) for men: T1, 0-<560.80; T2, >560.80-<1,620.57; T3:>1,620.57.

®Person-years by nitrosyl-heme tertiles: T1, 1,784881.17 person-years; T2, 1,725064.45 person-years and T3, 1,595336.01 person-
years.

Model 1 stratified by age and centre, and adjusted for sex and energy intake.

Model 2: Model 1 and further adjusted by: height (in cm), weight (in kg), education level (none, primary school,
technical/professional school, secondary school, longer education, and unknown), smoking status (never, former, and current), waist
circumference (low: <88 cm in women & <102 cm in men; high: >88cm in women & >102cm in men), physical activity (inactive,
moderately inactive, moderately active, active, unknown/missing), lifetime alcohol consumption (as continuous variable), fibre (as
continuous variable), calcium (very low: <743.68 mg/day; low: >743.68mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

“Continuos variables: the HR (95% CI) corresponds to an increase of: 400 pg/day for nitrosyl-heme

P homogeneity proximal vs. distal colon cancer = 0.16 for nitrosyl-heme iron intake.

°P homogeneity colon vs. rectum cancer = 0.32 for nitrosyl-heme iron intake.

There were 233 and 184 overlapping /non-specified colon or in situ cancer cases in men and women, respectively.

AIC Akaike information criterion
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Associations between nitrosyl-heme intake and CRC risk by site are reported in Table
2. There was no statistically significant association between nitrosyl-heme and CRC
risk (Model2:, HRT3vsT1 1.01, 95% CI = 0.93-1.09). Additionally, no evidence of an
association was found when analysing distal and proximal colon adenomas and
(HRT3vsT1=1.02, 95CI%: 0.87-1.20); P-trend = 0.83, and (HRT3vsT1 = 0.97, 95C1%:
0.83-1.14); P-trend = 0.74, respectively. Regarding colon and rectal cancer, no
association was found either (HRT3vsT1 = 1.01, 95C1%: 0.90-1.13); P-trend= 0.86 and
(HRT3vsT1 =0.95, 95CI%: 0.82-1.10); P-trend= 0.48, respectively.

For Model2, Wald tests showed no significant differences in the association between
daily sex-specific nitrosyl-heme intake and the risk of colon versus rectal cancer, or
between distal versus proximal colon cancer (Table 2). In women, there were
significant differences between distal and proximal colon cancer but not between colon
and rectal cancer (Supplementary Table 3). In men, no significant differences were

found for any tumour subtypes (Supplementary Table 4).

We tested for potential interactions between sex-specific tertiles of nitrosyl-heme intake
and CRC risk; however, the tests for interactions were not statistically significant
(Table 3). Analyses excluding participants with <5 years of follow-up did not
materially change the associations. In addition, excluding participants from the UK
(health-conscious) from the regression models also did not materially change the
findings (Supplementary Table 5).
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Table 3. Interactions between sex-specific tertiles of nitrosyl-heme intake and confounders in relation to
colorectal cancer risk

Sex-specific tertiles of nitrosyl-heme intake®?

Colorectal Cancer Cases (%0) HR (95% CI) HR (95% CI) HR (95% CI) . .
p-interaction
T1 T2 T3
N Cases 5,115 1,630 1,894 1,591
BMI (kg/m?)°
Model2 5115
(100.0) Referent 1.43 (0.93-2.19) 1.00 (0.65-1.54) 0.1457
Fibre (g/day)*
Model2
5,115 (100.0) Referent 1.18 (0.96-1.45) 1.12 (0.89-1.40) 0.3452
Calcium (mg/day)°
Model2
5,115 (100.0) Referent 1.08 (0.95-1.24) 1.01 (0.87-1.17) 0.8499
Cambridge Physical Activity
Index (Met-h/week)
Model2
0.8683
Inactive 1,288 (25.2) Referent 0.94 (0.82-1.08) 0.98 (0.83-1.16)
Moderately Inactive 1,686 (33.0) Referent 0.98 (0.87-1.11) 0.94 (0.81-1.09)
Moderately Active 1,061 (20.7) Referent 1.01 (0.86-1.18) 0.95 (0.79-1.15)
Active 989 (19.3) Referent 1.02 (0.86-1.21) 0.98 (0.81-1.19)
Missing/Unknown 91 (1.8) Referent 1.18 (0.70-1.99) 0.79 (0.42-1.50)
Smoking Status
Model2
0.7176
Never 2,119 (41.4) Referent 1.04 (0.96-1.17) 1.02 (0.89-1.16)
Former 1,688 (33.0) Referent 0.95 (0.84-1.08) 0.96 (0.83-1.11)
Current 1,240 (24.2) Referent 1.02 (0.88-1.18) 0.95 (0.80-1.12)
Missing/Unknown 68 (1.3) Referent 0.73 (0.37-1.41) 0.91 (0.44-1.87)
Energy intake
(kcal/day)®
Model2
5,115 (100.0) Referent 1.22 (0.96-1.56) 1.18 (0.91-1.53) 0.259
Alcohol lifetime (g/day)™
Model2
5,115 (100.0) Referent 0.96 (0.73-1.26) 0.84 (0.60-1.17) 0.7544

*The analyses were run using sex-specific tertiles. Nitrosyl-heme intake (ug/day) for women: T1, 0-<307.49; T2, >307.49-<927.92;
T3: >927.92; Nitrosyl-heme intake (ug/day) for men: T1, 0-<560.80; T2, >560.80-<1,620.57; T3:>1,620.57.

®Person-years by nitrosyl-heme tertiles: T1, 1,784881.17 person-years; T2, 1,725064.45 person-years and T3, 1,595336.01 person-
years.

Model 1 stratified by age and centre, and adjusted for sex and energy intake.

Model 2: Model 1 and further adjusted by: height (in cm), weight (in kg), education level (none, primary school,
technical/professional school, secondary school, longer education, and unknown), smoking status (never, former, and current), waist
circumference (low: <88 cm in women & <102 cm in men; high: >=88cm in women &>=102cm in men), physical activity (inactive,
moderately inactive, moderately active, active, unknown/missing), lifetime alcohol consumption (as continuous variable), fibre (as
continuous variable), calcium (very low: <743.68 mg/day; low: >743.68mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

© Expressed as a continuous variable.
9Alcohol lifetime (g/day) (0=no alcohol in the past, i.e. at all ages in the past the alcohol use is 0; 1=never heavy (all past points in

time g/d alcohol <60 (men) as the reference;2=heavy alcohol use in the past (=60 (men) at least at one age in the past).
BMI body mass index
All p-interactions were >0.05
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Discussion

This study is the first to extrapolate nitrosyl-heme values for a wide range of European
PMs using data from nitrosyl-heme levels in Spanish PMs. In this prospective European
cohort, no significant association was observed between nitrosyl-heme intake and CRC

risk, either overall or by tumour subtypes.

Our findings contrast with those of Bastide et al. (2016) (9), who have examined the
relationship between nitrosyl-heme intake and CRC risk. Bastide's study found a
significant positive association between nitrosyl-heme intake and proximal colon cancer
(comparing the highest to the lowest quartile) among women in a French cohort.
However, in our study, although the observations did not reach statistical significance, a
trend towards a higher risk of distal colon cancer in women was observed, as well as a
trend towards a greater risk of both colon and CRC, though these associations
diminished at higher intake levels. Several methodological differences may account for
our differing results. Bastide et al. used a fixed coefficient for nitrosyl-heme content
across all PM products, potentially resulting in less precise estimations. In contrast, our
approach involved direct laboratory measurements of nitrosyl-heme in Spanish PMs, to

provide more accurate assessments.

Despite potential mechanisms linking nitrosyl-heme intake to CRC risk (18-23), our
findings suggest nitrosyl-heme intake in this cohort might not significantly increase
CRC risk. Although the EPIC study has identified a positive association between CRC
risk and PM intake (24), the overall lack of significant impact on CRC risk suggests that
other factors may play a more crucial role in the development of this type of cancer.
This may be due to a combination of factors, including complex interactions between
dietary compounds such as fibre and calcium. Additionally, the presence of other
substances like nitrates/nitrites or carcinogens resulting from different cooking methods
might also be influencing the risk. Moreover, the lack of information regarding timing
and eating occasions could affect additional non studied interactions among relevant

factors.

Our study has some limitations. First, dietary intakes were collected only once at
baseline which may not fully capture changes over time. Second, the EPIC study sample
is not representative of the entire European population. Additionally, the dietary data

from the 1990s may not reflect current consumption trends, which could affect the
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accuracy of PM intake reported after years of follow-up. However, issues that could
affect the representativeness of the current samples were considered, such as changes in
ingredients or procedures. Finally, although we aimed to provide an accurate estimation
of nitrosyl-heme content in European PMs, the lack of validation for these estimates,
represents a limitation of the study. Nevertheless, the large number of PMs analysed
through direct extrapolation strengthens our findings, mitigating the impact of regional

variations.

This study's strengths include its prospective design within the EPIC study, minimising
selection and recall biases. Its large sample size and extended follow-up bolster the
reliability and applicability of findings across diverse European populations.
Additionally, robust adjustments for numerous confounders related to diet, lifestyle, and
health status were incorporated into the statistical models. Laboratory measurements
using the HPLC method to quantify nitrosyl-heme levels in Spanish PMs further
strengthen the study's methodology.

Conclusion

Given the biological plausibility between nitrosyl-heme and CRC risk, and despite not
finding an association, these findings emphasise the need for further research, including
repeated measurements of PM intake, timing and eating occasion data, and precise

assessments of nitrosyl-heme in typical/regional PMs to confirm these results.
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Supplementarial Material

Supplementary Table 1. Population characteristics according nitrosyl-heme intake in men within

European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition

Men
Nitrosyl-heme intake (pg/d)
N (%) p25 Median p75
Total 109,120 (29.7) 379.73  1,006.80 2,047.18
Age (y)
<33 4,272 (3.9) 21.40 269.01 1,443.62
>33-<44 17,156 (15.7) 280.83 910.87 2,101.7
>44 - <54 38,751 (35.5) 430.44 1,071.93  2,100.53
>54- <64 40,003 (36.7) 492.22 1,161.93 2,157.32
>64 8,938 (8.2) 215.97 555.24  1,208.10
BMI (kg/m2)
<25 38,461 (35.2) 249.83 800.74  1,861.44
>25-30 53,779 (49.3) 43192  1,064.96 2,075.50
>30 16,880 (15.5) 543.17 1,237.59  2,352.82
Country
France / / / /
Italy 14,032 (12.9) 279.711 537.94 952.01
Spain 15,139 (13.9) 385.71 894.77 1,637.71
UK 22,850 (20.9) 42.80 254.16 598.63
The Netherlands 9,627 (8.8) 686.25 1,415.98 2,472.02
Germany 21,178 (19.4) 1,395.43 2,368.99 3,832.29
Denmark 26,294 (24.1) 882.44 1,467.05 2,284.12
Waist circumference (cm)?
Normal 85,274 (78.1) 338.96 930.36 1,955.65
High 23,846 (21.9) 563.98 126181  2,337.58
Cambridge Physical Activity
Index (Met-h/week)
Inactive 18,357 (16.8) 300.00 771.43 1,814.27
Moderately Inactive 32,821 (30.1) 371.38 961.58 1,968.52
Moderately Active 25,955 (23.8) 392.92 1,042.76  2,064.67
Active 28,984 (26.6) 450.30 1,164.42  2,215.86
Missing/Unknown 3,003 (2.8) 435.21 1,116.60 2,068.44
Educational level
None 4,183 (3.8) 377.79 910.03 1,728.62
Primary School 29,610 (27.1) 531.15 1,195.79  2,250.46
;fgfzrs"s‘i:g:;al 27,851 (25.5) 475.02  1,172.77  2,260.60
Secondary School 12,736 (11.7) 302.10 735.77 1,512.72
Longer Education 31,008 (28.4) 280.47 952.73 2,042.84
Not specified 3,732 (3.4) 61.19 314.64 690.07
Smoking status
Never 34,402 (31.5) 269.01 821.37 860.96
Former 41,094 (37.7) 375.48 978.91 2,013.54
Current 32,452 (27.7) 551.36  1,239.25  2,277.27
Missing/Unknown 1,172 (1.1) 217.56 497.25 867.39
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Alcohol lifetime (g/day)®

Family history of
colorectal cancer

Calcium (mg/day)®

Fibre (g/day)

Non alcohol
Never heavy
Heavy

Yes
No
Not specified

Very Low
Low

Normal

<30

>30

1,301 (1.2)
100,239 (91.9)
7,580 (6.9)

23,974 (22.0)
1,611 (1.5)
83,535 (76.6)

28,357 (26.0)
29,510 (27.0)
51,253 (47.0)

82,449 (75.6)

26,671 (24.4)

222.94
373.38
537.00

274.29
271.74
435.03

411.17
387.92
360.71

393.12

321.03

589.22
995.68
1,235.03

639.23
610.20
1,179.18

1,107.29
1,013.57
950.24

982.03

1,095.46

1,319.46
2,028.75
2,380.76

1,247.57
1,138.11
2,278.2

2,155.87
2,057.43
1,975.18

1,986.72

2,213.78

*Waist circumference (cm) (normal: <102 cm; high: >102 cm)

®Alcohol lifetime (g/day) (0=no alcohol in the past, i.e. at all ages in the past the alcohol use is 0; 1=never heavy (all past points in
time g/d alcohol <60 (men) as the reference;2=heavy alcohol use in the past (>60 (men) at least at one age in the past).

“Categorization of calcium intake was performed based on the population distribution in the calcium variable (continuous) and
according to the daily intake recommendations found in the following document: https://ods.od.nih.gov/factsheets/Calcium-
DatosEnEspanol/ (very low: <743.68 mg/day; low: >743.68mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

BMI body mass index
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Supplementary Table 2. Population characteristics according nitrosyl-heme intake in women within
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition

Women
Nitrosyl-heme intake (ug/d)
N (%) p25 Median p75
Total 258,343 (70.3)  208.56 559.25 1,205.15
Age (y)
<33 12,955 (5.0) 3.00 42.8 312.49
>33-<44 42,734 (16.5) 146.03 512.83 1,244.08
>44 - <54 100,878 (39.0)  270.30 661.37 1,359.94
>54- <64 81,423 (31.5)  246.96 585.39 1,190.79
>64 20,353 (7.9) 169.88 423.54 890.16
BMI (kg/m2)
<25 153,505 (59.4)  178.73 527.80 1,177.77
>25-30 73,873 (28.6) 239.20 583.13 1,209.21
>30 30,965 (12.0) 260.57 638.58 1,343.0
Country
France 67,403 (26.1) 406.71 883.86 1,689.43
Italy 30,513 (11.8) 168.61 363.85 677.77
Spain 24,850 (9.6) 189.18 485.18 952.74
UK 52,566 (20.3) 21.40 141.91 388.88
The Netherlands 26,912 (10.4) 282.84 677.98 1,268.69
Germany 27,379 (10.6) 798.63  1,555.27 2,526.11
Denmark 28,720 (11.1) 363.05 687.67 1,161.48
Waist circumference (cm)?
Normal 164,711 (63.8)  146.94 448.67 1,026.12
High 46,040 (17.8) 272.57 641.80 1,309.33
Missing/Unknown 47,592 (18.4) 409.89 896.97 1,716.80
Cambridge Physical Activity
Index (Met-h/week)
Inactive 58,179 (22.5) 181.86 471.98 1,057.04
Moderately Inactive 92,544 (35.8) 217.48 571.87 1,231.51
Moderately Active 62,166 (24.1) 230.96 620.00 1,316.27
Active 41,713 (16.1) 196.39 559.39 1,177.02
Missing/Unknown 3,741 (1.4) 238.92 647.80 1,282.47
Educational level
None 10,691 (4.1) 171.43 458.57 934.01
Primary School 57,388 (22.2) 266.16 593.24 1,207.89
Technical, professional 52,184 (20.2) 231.77 602.46 1,264.28
Secondary School 62,279 (24.1) 247.26 641.00 1,332.04
Longer Education 62,874 (24.3) 128.92 477.82 1,191.12
Not specified 12,927 (5.0) 61.19 307.64 709.16
Smoking status
Never 149,478 (57.9)  193.94 541.75 1,190.21
Former 58,477 (22.6) 188.42 528.79 1,159.99
Current 45,386 (17.6) 258.33 630.05 1,288.73
Missing/Unknown 5,002 (1.9) 299.04 744.78 1,496.63
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Alcohol lifetime (g/day)®
Non alcohol
Never heavy

Heavy

Family history of
colorectal cancer

Yes

No

Not specified
Calcium (mg/day)*

Very Low

Low

Normal
Fibre (g/day)

<30

>30

23,095 (8.9)
229,218 (88.7)
6,030 (2.3)

88,146 (34.1)
7,689 (3.0)
162,508 (62.9)

63,506 (24.6)
76,608 (29.7)
118,229 (45.8)

219,044 (84.8)

39,299 (15.2)

168.39
216.09
112.92

282.64
290.95
158.48

183.96
219.79
215.47

224.97

79.60

437.14
574.08
523.18

662.32
675.87
491.82

512.40
562.88
581.92

575.52

436.67

927.23
1,231.17
1,307.85

1,336.23
1,365.71
1,129.5

1,147.10
1,197.35
1,242.03

1,214.54

1,149.70

*Waist circumference (cm) (normal: <88cm ; high: >88cm; missing/unknown).

®Alcohol lifetime (g/day) (0=no alcohol in the past, i.e. at all ages in the past the alcohol use is 0; 1=never heavy (all past points in
time g/d alcohol <30 (women)) as the reference;2=heavy alcohol use in the past (=30 (women) at least at one age in the past).

“Categorization of calcium intake was performed based on the population distribution in the calcium variable (continuous) and
according to the daily intake recommendations found in the following document: https://ods.od.nih.gov/factsheets/Calcium-
DatosEnEspanol/ (very low: <743.68 mg/day; low: >743.68mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

BMI body mass index
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Supplementary Table 3. Multivariable HR (95% CI) of colorectal adenomas by site according to tertile
of nitrosyl-heme intake in men

Tertiles of nitrosyl-heme intake®?

HR (95% ClI) HR (95% ClI) HR (95% CI) p-trend Continuous AICT
T1 T2 T3 (per 400 pg
increment)®

Colorectal
Cancer
N Cases 717 814 697 2,228
Modell Referent 1.04 (0.93-1.16) 1.03 (0.90-1.17) 0.69 1.00 (0.99-1.02)  24,628.9
Model2

Referent 0.98 (0.88-1.09) 0.94 (0.82-1.08) 0.40 0.99 (0.98-1.01)  23,920.0
Distal colon
Cancer®
N Cases 211 225 185 621
Modell Referent 0.99 (0.81-1.22) 1.06 (0.82-1.35) 0.68 1.00 (0.97-1.02)  6,678.5
Model2

Referent 0.93 (0.76-1.14) 0.95 (0.74-1.23) 0.72 0.98 (0.96-1.01)  6,597.7
Proximal
colon Cancer®
N Cases 190 178 149 517
Modell Referent 0.94 (0.75-1.18)  0.96 (0.72-1.26) 0.73 0.99 (0.96-1.02)  5,667,9
Model2

Referent 0.89 (0.71-1.12) 0.89 (0.67-1.17) 0.38 0.98 (0.95-1.01)  5,440,6
Colon
Cancer®
N Cases 717 814 697 1,242
Modell Referent 097 (0.84-1.13)  1.02 (0.85-1.21) 0.88 1.00 (0.98-1.02) 135983
Model2 13,4925

Referent 0.92 (0.79-1.06) 0.93 (0.78-1.11) 0.40 0.99 (0.97-1.01) e
Rectal
Cancer®
N Cases 225 324 274 823
Modell Referent 1.23 (1.02-1.48) 1.10 (0.88-1.37) 0.48 1.00 (0.98-1.03)  9,285.0
Model2 Referent 1.17 (0.97-1.41) 1.02 (0.81-1.27) 0.97 1.00 (0.98-1.02)  9,260.5

# Nitrosyl-heme intake (ug/day) for men: T1, 0-<560.80; T2, >560.80-<1,620.57; T3:>1,620.57.

®Person-years by nitrosyl-heme tertiles: T1, 1784881.17 person-years; T2, 1725064.45 person-years and T3, 1595336.01 person-
years.

Model 1 stratified by age and centre, and adjusted for energy intake.

Model 2: Model 1 and further adjusted by: height (in cm), weight (in kg), education level (none, primary school,
technical/professional school, secondary school, longer education, and unknown), smoking status (never, former, and current), waist
circumference (low: <102 cm in men; high: >=102cm in men), physical activity (inactive, moderately inactive, moderately active,
active, unknown/missing), lifetime alcohol consumption (as continuous variable), fibre (as continuous variable), calcium (very low:
< 734.50 mg/day; low: >734.50 mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

“Continuos variables: the HR (95% CI) corresponds to an increase of: 400 pg/day for nitrosyl-heme
9p homogeneity proximal vs. distal colon cancer = 0.29 for nitrosyl-heme iron intake.

P homogeneity colon vs. rectum cancer = 0.10 for nitrosyl-heme iron intake.

There were 66 and 51 overlapping /non-specified colon or in situ cancer cases in women, respectively

TAIC Akaike information criterion
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Supplementary Table 4. Multivariable HR (95% CI) of colorectal adenomas by site according to tertile
of nitrosyl-heme intake in women

Tertiles of nitrosyl-heme intake®?

HR (95% CI) HR (95% CI) HR (95% CI) p-trend Continuous (per AICT
T1 T2 T3 400 pg
increment)®
Colorectal
Cancer
N Cases 913 1,080 894 2,887
Modell Referent 110 (1.00-1.21)  1.11 (1.00-1.24) 0.045*  1.02(1.00-1.03)  33,804.5
Model2
Referent
1.07 (0.98-1.18)  1.06 (0.94-1.18) 0.33 1.01 (0.99-1.02)  33,261.2
Distal colon
Cancer®
N Cases 244 289 242 775
Modell Referent  110(0.92-1.32)  1.16 (0.95-1.43) 015  1.02(0.99-1.03)  9,090.3
Model2
Referent 9,092.3
1.09 (0.91-1.31)  1.13 (0.91-1.40) 0.26 1.01 (0.98-1.05)
Proximal colon
Cancer®
N Cases 297 353 261 911
Modell Referent 117 (0.95-1.31)  1.04 (0.86-1.27) 0.60  1.00(0.96-1.03) 10,532.8
Model2
Referent
1.10 (0.93-1.29)  1.00 (0.82-1.21) 0.98 0.99 (0.95-1.02)  10,525.1
Colon Cancer®
N Cases 581 692 542 1,815
Modell Referent  113(1.00-1.26)  1.13 (0.99-1.30) 0.07 1.01 (0.99-1.03)  21,106.0
Model2
Referent
1.09 (0.96-1.23)  1.08 (0.94-1.24) 0.28 1.00 (0.98-1.05)  20,780.5
Rectal Cancer®
N Cases 264 286 257 807
Model1 Referent .99 (0.83-1.18)  1.03 (0.84-1.26) 0.75 1.03 (1.00-1.06)  9,621.1
Model2 Referent 097 (0.81-1.16)  0.99 (0.8-1.22) 0.90 1.03 (1.00-1.06)  9,636.4

Nitrosyl-heme intake (ug/day) for women: T1, 0-<307.49; T2, >307.49-<927.92; T3: >927.92

®Person-years by nitrosyl-heme tertiles: T1, 1784881.17 person-years; T2, 1725064.45 person-years and T3, 1595336.01 person-

years.

Model 1 stratified by age and centre, and adjusted for energy intake.

Model 2: Model 1 and further adjusted by: height (in cm), weight (in kg), education level (none, primary school,
technical/professional school, secondary school, longer education, and unknown), smoking status (never, former, and current), waist
circumference (low: <88 ¢cm in women; high: >=88cm), physical activity (inactive, moderately inactive, moderately active, active,
unknown/missing), lifetime alcohol consumption (as continuous variable), fibre (as continuous variable), calcium (very low: <
747.61 mg/day; low: >747.61mg/day—<1,000 mg/day and normal: >1,000 mg/day).

“Continuos variables: the HR (95% CI) corresponds to an increase of: 400 mcg/day for nitrosyl-heme

P homogeneity proximal vs. distal colon cancer = 0.02 for nitrosyl-heme iron intake.

°P homogeneity colon vs. rectum cancer = 0.10 for nitrosyl-heme iron intake.

There were 129 and 130 overlapping /non-specified colon or in situ cancer cases in women, respectively.

fAIC Akaike information criterion
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Supplementary Table 5. Risk of colorectal cancer and tumour subtypes from nitrosyl-heme intake:
hazard ratios and 95% CI, EPIC study sensitivity analyses

Sex-specific tertiles of nitrosyl-heme intake

N o o o Continuous
cases Hgl)(Q_?l/o HR (9_I5_2/o ch HR (??3@ ch p-trend  (per 400 pg AICP
increment)?
Colorectal Cancer
Excluding the first 5 years
of follow-up
Model Referent 1.04 (0.96-1.13 1.01 (0.92-1.11) 0.86 1.01 (1.00-1.02)  48,795.8
1 3,928
Model Referent ~ 1.03 (0.95-1.11) 0.99 (0.90-1.09) 0.83 1.00 (0.99-1.01) 48,662.2
2
Additional excluding
participants from UK®
Model Referent ~ 1.03 (0.95-1.13) 0.98 (0.89-1.09) 0.79 1.00 (0.99-1.01)  38,937.0
1 3,131
Model Referent ~ 1.02 (0.93-1.11) 0.97 (0.88- 1.08) 0.66 1.00 (0.98-1.01) 38,833.1
2
Distal Colon Cancer
Excluding the first 5 years
of follow-up
Model 105 Referent  0.99(0.85-1.16) 1.01 (0.84-1.21) 0.92 1.01 (0.98-1.03)  12,991.1
l ’
Model ! Referent 0.99 (0.54-1.15) 1.00 (0.84-1.21 0.93 1.00 (0.97-1.02) 12,936.4
2
Additional excluding
participants from UK®
Model Referent  1.00 (0.85-1.18) 0.97 (0.80-1.17) 0.79 1.00 (0.98-1.02)  10,799.2
1 876
Model Referent ~ 1.00 (0.85-1.18) 0.98 (0.81-1.19) 0.86 0.99 (0.97-1.02)  10,759.6
2
Proximal Colon Cancer
Excluding the first 5 years
of follow-up
Model Referent  1.05(0.91-1.22) 1.01 (0.85-1.20) 0.89 0.99 (0.97-1.02)  13,954.0
1 1,134
Model Referent ~ 1.04 (0.90-1.20) 0.98 (0.82-1.17) 0.84 0.98 (0.96-1.01)  13,908.2
2
Additional excluding
participants from UK?
Model Referent ~ 1.08 (0.92-1.27) 1.04 (0.85-1.26) 0.67 0.99 (0.96-1.01) 10,679.8
1 865
Model Referent ~ 1.06 (0.90-1.26) 1.01 (0.83-1.22) 0.79 0.98 (0.95-1.01)  10,644.5
2
Colon Cancer
Excluding the first 5 years
of follow-up
Model Referent ~ 1.03 (0.93-1.14) 1.04 (0.92-1.17) 0.53 1.00 (0.99-1.02)  29,051.3
1 2,351
Model Referent ~ 1.02 (0.92-1.13) 1.02 (0.90-1.15) 0.79 0.99 (0.98-1.01)  28,936.6
2
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Additional excluding
participants from UK®

Model Referent
1 1,871

Model Referent
2

Rectal Cancer

Excluding the first 5 years

of follow-up

Model Referent
1 1,222

Model Referent
2

Additional excluding
participants from UK®

Model Referent
1 980

Model Referent
2

1.07 (0.96-1.20)

1.06 (0.94-1.18)

1.07 (0.93-1.24)

1.05 (0.90-1.21)

1.00 (0.85-1.17)

0.98 (0.84-1.15)

1.04 (0.91-1.18)

1.02 (0.90-1.17)

0.93 (0.79-1.11)

0.91 (0.77-1.09)

0.94 (0.79-1.12)

0.94 (0.78-1.13)

0.51

0.68

0.42

0.31

0.51

0.25

1.00 (0.98-1.02)

0.99 (0.97-1.01)

1.01 (0.99-1.03)

1.00 (0.98-1.02)

1.01 (0.99-1.03)

1.00 (0.98-1.02)

23,133.9

23,0434

15,360.6

15,350.4

12,320.9

12,319.3

‘Models were run per 400ug of increment of nitrosyl-heme intake. Models were adjusted for sex, height, weight,
education, physical activity, smoking, calcium intake, fibre intake, alcohol lifetime consumption and for energy

intakes and stratified by age at recruitment and centre.

*AIC Akaike information criterion

‘Mostly vegetarians
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5. DISCUSION

Esta tesis doctoral se centrd en investigar en profundidad el papel del nitrosilhemo en
el riesgo de céncer colorrectal. Este compuesto, que se forma durante la elaboracién
de ciertas carnes procesadas, ha sido recientemente identificado como un posible
factor clave en la asociacién entre el consumo de dichas carnes y el riesgo de
desarrollar este tipo de cancer. Adicionalmente, se estudié el rol del hierro hemo, otro
compuesto ampliamente relacionado con el cancer colorrectal. Dado que los datos
disponibles sobre ambos compuestos en carnes procesadas son limitados y la
evidencia cientifica sobre la relacién entre la ingesta de nitrosilhemo y el riesgo de
cancer colorrectal es alin escasa, los articulos presentados en esta tesis representan un
avance significativo en la investigacién de los compuestos presentes en la carne
procesada y su posible impacto en el riesgo de esta enfermedad. Dada la plausibilidad
del mecanismo bioldgico entre la ingesta de nitrosilhemo, hierro hemo vy el riesgo de
cancer colorrectal, es necesaria la realizacién de investigaciones adicionales que
incluyan cohortes mas heterogéneas, de distintas etnias y regiones geogréficas.
Ademas, estos hallazgos podrian servir como punto de partida para futuros estudios a
largo plazo e investigaciones que exploren su posible asociacidon con otros tipos de

tumores.

Los articulos presentados en esta tesis cuentan con una seccion de discusion
proporcionando una interpretacién de los resultados encontrados en cada articulo. No
obstante, algunos temas no fueron discutidos con tanto detalle en los mismos, por lo

tanto, seran analizados con mas profundidad en esta seccion.
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5.1 Determinacion de hierro hemo y nitrosilhemo en carnes
procesadas

Tanto el nitrosilhemo como el hierro hemo han sido sefialados como posibles
responsables de la asociaciéon entre la ingesta de carnes procesadas y el cancer
colorrectal. Para poder estudiar esta relacidén, es esencial contar con datos sobre sus

niveles en carnes procesadas con el fin de proporcionar evidencia sdlida.

Para estimar sus niveles de exposicion, se han seguido diferentes enfoques: el hierro
hemo ha sido expresado en estudios previos como porcentaje del hierro total
disponible en productos carnicos (215) o mediante el uso de tablas de composicion de
alimentos (216). Ademads, existen bases de datos sobre hierro hemo en paises como
Tailandia (213) y Estados Unidos (214). Por otro lado, hasta la fecha, el nitrosilhemo ha
sido analizado en estudios previos pero solo para tipos especificos de carnes
procesadas (217-220) o como resultado de una multiplicaciéon por un factor fijo para
todas las carnes procesadas (221). Sin embargo, la disponibilidad de datos sobre
carnes procesadas en Europa, abarcando ambos compuestos, es limitada.
Considerando lo anterior, el articulo | de esta tesis proporciona una base de datos
representativa y fiable que puede ser utilizada para realizar una evaluacién mas
precisa de la ingesta de estos compuestos en la poblacién espaiola, ofreciendo
estimaciones mas exactas que las encontradas en la literatura previa para poblaciones
europeas. En el articulo |, se presenta, ademas, la comparativa de dos métodos

analiticos: el método clasico de Hornsey y el método por HPLC.

Los resultados indican una buena concordancia entre las dos metodologias para la
determinaciéon de hierro hemo y nitrosilhemo. Sin embargo, se recomienda el método
cromatografico, ya que algunos compuestos pueden interferir y causar una
sobreestimacion al usar la determinacién espectrofotométrica clasica. Por ejemplo,
algunos derivados carnicos que incluyen ingredientes como la paprika (que contiene
carotenoides, azorrubina y carmin) pueden ser la causa de la discrepancia en los
resultados entre los dos métodos de determinacion. Por lo tanto, el uso del método
por HPLC puede ser mas critico y mas aconsejable en muestras de jamon curado donde
podemos encontrar Cinc-Protoporfirinas, muestras con pimentén/paprika (como la

“sobrasada” y “chistorra”) y muestras con mucho hierro hemo (embutidos con sangre
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o higado). Por otro lado, la variabilidad observada en el contenido de hierro hemo y
nitrosilhemo incluso dentro del mismo tipo de producto refuerza la idea de que la
formulaciéon (tipo de animal y musculo), el procesamiento y las condiciones de
almacenamiento pueden ser determinantes. En relacién con el primer objetivo
planteado, este estudio representa la primera vez que los niveles de nitrosilhemo vy
hierro hemo han sido medidos en una gran cantidad de derivados carnicos

comparando dos métodos analiticos.

5.2 Estimacion de la ingesta de hierro hemo y nitrosilhemo
en carnes procesadas a nivel espanol y europeo

La evidencia disponible hasta el momento sobre el consumo de nitrosilhemo en
cohortes prospectivas es escasa (221,222). En contraste, hay mas investigaciones
disponibles sobre la ingesta del hierro hemo (223-225). Sin embargo, hasta donde
sabemos, ningun estudio previo ha investigado conjuntamente la estimacién de la

ingesta de ambos compuestos mediante la determinacion directa por el método HPLC.

El Unico estudio previo al nuestro que ha reportado estimaciones de ingesta de ambos
compuestos es la submuestra francesa del estudio EPIC (estudio E3N) liderado por el

grupo de Bastide et al., (2016) (221).

Hierro hemo

El articulo Il presentado en esta tesis reportd valores de ingesta de hierro hemo mas
altos (226) en comparacién con los reportados por Bastide et al., (2016) (221). No
obstante, cabe destacar que las metodologias para estimar la ingesta de este
compuesto fueron diferentes en ambos estudios. El grupo de Bastide et al., (2016)
siguio la metodologia descrita por Balder et al., (2006) (227), en el que el contenido de
hierro hemo se calculé multiplicando el contenido de hierro (en mg/g) del alimento
por un porcentaje especifico segun el tipo de carne. En cambio, nuestro estudio
presentd mediciones mediante la determinacion directa por el método HPLC,
ofreciendo estimaciones mas precisas. Ademas, hay que considerar que la cohorte de
Bastide et al., (2016) estaba formada Unicamente por mujeres, quienes tienden a tener

una menor ingesta de carne y derivados carnicos.
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En relacion a la ingesta de hierro hemo, mas investigaciones han estudiado su posible
asociacion con diversas enfermedades (205,215,228). En una reciente publicacién de
Aglago EK, et al., (2023) (225) sobre el consumo de hierro hemo vy el riesgo de cancer
colorrectal para la cohorte europea EPIC, se obtuvieron ingestas ligeramente
superiores a las encontradas en nuestro estudio. No obstante, es importante
considerar que el enfoque de estimacién utilizado por el grupo de Aglago EK et al.,
(2023) (225), sigue la misma metodologia que el grupo de Bastide et al., (2016) (221),
basada en lo descrito por Balder et al., (2006) (227).

Nitrosilhemo

Aunque el consumo medio de carne procesada al dia fue similar para el grupo de
Bastide et al., (2016) (222) y nuestro estudio (226), los resultados sobre la ingesta de
nitrosilhemo del articulo Il presentan algunas discrepancias con los observados en los

de este grupo.

Estas diferencias no solo se presentan en los resultados, sino también en la
metodologia empleada por ambos estudios. El grupo de Bastide et al., (2016) (221)
obtuvo los datos de ingesta alimentaria mediante un cuestionario de frecuencia
alimentaria, una metodologia que tiende a generar sobreestimaciones. Ademas, la
estimacion del nitrosilhemo se realizé6 multiplicando el contenido de hierro hemo por
un factor fijo de 0,67 para todas las carnes procesadas, suponiendo una estimacién
menos precisa, considerando la variabilidad observada de este compuesto incluso en
productos similares. Asimismo, este factor fijo corresponde a una eficiencia de curado
del 67%, un valor que estd muy por encima de las eficiencias de curado calculadas con

nuestros datos mediante el método HPLC.

Es posible que las diferencias de ingesta observadas en cuanto al nitrosilhemo se
deban a que, mas alla del tipo de formulacién y procesamiento tenga un embutido, en
la cohorte francesa se hace una doble estimacién: primero del hierro hemo y luego del

nitrosilhemo, lo que podria generar resultados menos precisos que los nuestros.

De acuerdo con nuestra hipétesis lll, los resultados del articulo Il mostraron que el

consumo de estos compuestos variaron segun diferencias sociodemograficas,
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regionales y de estilo de vida. Observamos que la media geométrica diaria de la ingesta
de nitrosilhemo y hierro hemo fue mayor en hombres, personas con un IMC alto (225-
30 kg/m?), fumadores o exfumadores (para hierro hemo vy nitrosilhemo,
respectivamente), personas con una educacién prolongada (para nitrosilhemo) o
técnica/profesional (para hierro hemo), asi como aquellos con niveles mas altos de

actividad fisica, donde el consumo diario de estos compuestos parecia aumentar.

Estimacion de los datos Europeos: “Matching alimentario”

Dado que la cohorte EPIC no disponia de informacion sobre los niveles de nitrosilhemo
en derivados cdrnicos europeos, se implementd el concepto de "Matching
alimentario”. Este término se refiere al sistema de correspondencia que empareja los
niveles de nitrosilhemo de carnes procesadas espafiolas con los de carnes procesadas a
nivel europeo. En este sentido, se extrapolaron los niveles de nitrosilhemo obtenidos
en los derivados carnicos espafioles a los derivados cdrnicos europeos registrados en
los cuestionarios especificos de cada pais dentro del estudio EPIC. Para realizar esta
extrapolacidn, se tuvo en cuenta la formulacién, ingredientes y coccién de las carnes
procesadas europeas para poder garantizar una buena aproximacién con sus

respectivos derivados carnicos espafioles.

Como resultado de esta extrapolacidn, la submuestra francesa del articulo IV muestra
ingestas considerablemente superiores a las reportadas en la cohorte francesa del
grupo de Bastide et al., (2016). Estas diferencias también pueden atribuirse a que en
nuestro estudio se incluyen tanto hombres como mujeres, a diferencia de la cohorte
francesa, que solo incluye mujeres. Sin embargo, es fundamental considerar las
diferencias metodoldgicas entre ambos estudios, especialmente debido a las
significativas variaciones en la determinacién del nitrosilhemo, tal como se ha

discutido anteriormente.
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Biomarcadores de la ingesta alimentaria

Dada la variabilidad en los niveles de nitrosilhemo y hierro hemo en las carnes
procesadas, y las limitaciones de los cuestionarios dietéticos para evaluar con precisiéon
su consumo, es fundamental explorar métodos alternativos, como el uso de
biomarcadores alimentarios. Los cuestionarios dietéticos presentan varias limitaciones,
entre ellas la falta de detalles especificos sobre los derivados carnicos procesados y las
imprecisiones en las mediciones de ingesta debido al sesgo de memoria de los
participantes. Ademas, considerando la evolucién en las tendencias de consumo de
estos alimentos y el largo periodo de seguimiento del estudio EPIC, los biomarcadores
alimentarios podrian ofrecer una evaluacién mas precisa de la exposicién a estos

compuestos y su relacidn con el riesgo de céncer.

En este contexto, se han identificado biomarcadores para la ingesta de carne ahumada
como metabolitos alcaloides de la pimienta, en el que destaca la piperina (229). Estos
biomarcadores se han encontrado tras la ingesta de salami y salchichas fritas, tanto en
sangre como en orina, demostrando que la piperina es ampliamente metabolizada y
conjugada en los tejidos humanos (229). Otros prometedores biomarcadores de la
ingesta de carne ahumada son los sulfatos de siringol (230). Estos compuestos son el
resultado de la combustion de ligninas, que se encuentran principalmente en el
condensado del humo de la madera (230). La identificacién de biomarcadores
especificos de la ingesta de carnes procesadas depende tanto de la naturaleza como
de la cantidad de ingredientes utilizados en su elaboracién. Este enfoque es
determinante para mejorar la evaluacién de la ingesta de estos alimentos en estudios
epidemioldgicos. No obstante, son necesarios biomarcadores adicionales para otros

tipos de carnes procesadas, por lo que es necesario profundizar en este campo.

Considerando que nuestro estudio, junto con el de Bastide et al., (2016) (221), son de
los pocos que reportan conjuntamente el consumo de nitrosilhemo y hierro hemo en
cohortes prospectivas hasta la fecha, creemos que es importante tener en cuenta no
solo la metodologia utilizada para determinar el contenido de de estos compuestos en
carnes procesadas, sino también para recopilar la informacién dietética. Este hecho
subraya la necesidad de llevar a cabo mas investigaciones en diversas cohortes para
mejorar nuestra comprension sobre la posible asociacidon entre estos compuestos vy el
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riesgo de cancer colorrectal, enfocdndose especialmente en la incorporacion de
nuevos biomarcadores de la ingesta de carnes procesadas que puedan mejorar la

metodologia utilizada hasta el momento.

5.3 El papel de la ingesta de hierro hemo y nitrosilhemo en
el riesgo de cancer colorrectal

Hierro hemo

El equipo liderado por Lee DH. et al., (2004) (231) reportd una asociacién positiva y
estadisticamente significativa entre el hierro hemo y el cancer de colon proximal,
mostrando que las mujeres que consumieron alcohol en comparacion con aquellas que
no lo hicieron, tuvieron un incremento de mas del doble de riesgo. Siguiendo estos
resultados, Larsson SC. et al., (2005) (232) analizaron esta asociacién en una cohorte
Sueca, y encontraron también una asociacidn positiva con el cancer de colon, pero
Unicamente en mujeres que consumian al menos 20 gramos de alcohol por semana,
con un incremento del riesgo del 129% al comparar los quintiles superiores e inferiores
de ingesta de hierro hemo. Asimismo, un metaanalisis de cinco estudios prospectivos
(233), encontré un aumento significativo en el riesgo de cancer colorrectal del 8% por

cada aumento de 1 mg en la ingesta de hierro hemo.

Por otro lado, otro estudio prospectivo encontré asociaciones positivas no
estadisticamente significativas entre la ingesta de hierro hemo vy el riesgo de este tipo
de céncer (227). En contraste, el grupo de Zhang X. et al., (2011) (224) no encontrd
ningun tipo de asociacidon entre la ingesta de hierro hemo y el riesgo de cancer
colorrectal en mujeres. Asi mismo, el ultimo estudio de la cohorte EPIC publicado al
respecto (225) mostrd resultados diferentes segin sexo y localizacién tumoral. En
dicho estudio, la ingesta de hierro hemo en hombres mostré una asociacién
estadisticamente no significativa con el riesgo de céncer colorrectal; mientras que en
mujeres no se asocid con mas riesgo. No obstante, en hombres, los analisis por subtipo
tumoral sugirieron una asociacion positiva mas fuerte con el hierro hemo en el colon
proximal en comparacién con el colon distal, asi como una asociacidn positiva
estadisticamente significativa en el recto. En mujeres no se observod diferencia en la

asociacion de riesgo entre los diferentes subtipos tumorales. A diferencia de lo
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reportado por Aglago EK, et al. (2023) el articulo Ill que se incluye en esta tesis (234),
no mostrd ningun tipo de asociacion entre la ingesta de hierro hemo y el riesgo de

cancer colorrectal independientemente del sexo y la localizacién tumoral.

Diferentes hipdétesis han surgido como posible explicacion de la asociacidon entre la
ingesta de hierro hemo vy el riesgo de cancer colorrectal. La mayoria de ellas basadas
en la formacién endégena de NOCs (93), los cuales podrian contribuir indirectamente a
aumentar el riesgo de cancer colorrectal al generar radicales de perdxido lipidico y
aumentar la produccién de nitrosaminas carcinogénicas en el colon. Los mecanismos
mediante los cuales se ha vinculado estos compuestos con un mayor riesgo de cancer
colorrectal se centran en la creacion de nuevos aductos de ADN, lo que podria

provocar mutaciones y dar inicio al proceso de cancer (179,180).

No se comprenden bien las variaciones en la forma en que el riesgo de céncer
colorrectal se relaciona con las diferentes localizaciones tumorales, especialmente en
el colon. Una explicacion plausible del por qué puede observarse esta asociacién
puede ser las acciones del microbioma y sus interacciones con el hierro disponible en
el colon. La microbiota del colon se ve significativamente afectada por la cantidad de
hierro disponible. El hierro juega un papel fundamental en el crecimiento y las
funciones bacterianas en esta area, pero niveles elevados de hierro hemo pueden

favorecer el crecimiento de bacterias patégenas (235,236).

El centro de la molécula hemo, donde se encuentra el hierro, puede convertir el nitrito
en oxido nitrico. Este dxido nitrico, junto con los nitritos presentes en la carne, puede
contribuir a la formacidn de nitrosaminas durante la digestién (237). Se ha demostrado
gue una mayor ingesta de carne roja procesada aumenta los niveles de algunos
aductos de ADN, los cuales pueden causar mutaciones durante la divisidn celular (195).
Concretamente, el O6-metil-2-desoxiguanosina derivado de las nitrosaminas en el
colon distal (238), se ha encontrado en biopsias rectales humanas (239), lo que indica
gue es posible que las acciones mutagénicas de las nitrosaminas puedan potenciarse
también en el recto. Es probable que la produccién de estos compuestos sea un factor

importante en el desarrollo del cancer colorrectal (225).
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Si bien existen una gran cantidad de investigaciones sobre el consumo de hierro hemo
y el riesgo de cancer colorrectal (174,233), la mayoria de ellos recogen la informacion
dietética a través de cuestionarios de frecuencia alimentaria (172,224,231,232), el
hierro hemo es estimado mediante un factor fijo (223,231) o se basa en valores

medidos en carnes mediante el método espectrofotométrico cldsico de Hornsey (240).

Dado que la evidencia sobre la asociacién entre la ingesta del hierro hemo y el riesgo
de cancer colorrectal sigue siendo limitada (10) y, considerando que el método
espectrofotométrico clasico de Hornsey puede tener interferencias al medir este
compuesto en algunos derivados cdrnicos, es importante destacar la relevancia de
utilizar los datos obtenidos por el método HPLC. Este método ofrece estimaciones mas
precisas de los niveles de hierro hemo en carnes procesadas. Contar con estos datos
permitiria evaluar de manera mas especifica la ingesta de este compuesto en la
poblacién y estudiar con mayor rigor su relacién con posibles efectos adversos en la

salud, contribuyendo a abordar las limitaciones actuales de la evidencia.

Nitrosilhemo

Se ha propuesto una hipdtesis en relacidn a la ingesta de nitrosilhemo y el riesgo de
cancer colorrectal. El grupo de Pierre FH et al., (2008) (182) evalud la hipdtesis que
planteaba que el nitrosilhemo presente en la carne procesada presentaba una mayor
toxicidad en comparaciéon con el hierro hemo encontrado en la carne fresca. Sus
hallazgos confirmaron que el consumo de carne curada puede inducir la carcinogénesis
de colon en ratas (209) y que es la adicién de un grupo nitroso al hierro hemo, lo que
juega un papel fundamental en el desarrollo de estos efectos adversos (210). Por otro
lado, el grupo de Hughes R et al., (2001) (184) descubrié que el método para detectar
los NOCs, incluia la deteccion de nitrosilhemo y S-nitrosotioles, ademas de
nitrosaminas y nitrosamidas. Todos estos compuestos son conocidos como
compuestos N-nitrosos totales aparentes (ATNC, por sus siglas en inglés). En este
contexto, el grupo de Kunhle et al., (2007) planteé la posibilidad de que los
compuestos de nitrosilhemo y los S-nitrosotioles podrian estar implicados en el
potencial cancerigeno de la dieta (241). Un estudio observd que los participantes que

consumieron una dieta rica en carne roja excretaron una cantidad considerablemente
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mayor de ATNC en sus heces en comparacion con los controles que consumieron poca
0 ninguna carne roja, o solo carne blanca (185,242). Ademads, otro estudio observé que
la concentracidn fecal de ATNC en los individuos que ingirieron carne curada fue 60
veces superior a la observada en aquellos que siguieron una dieta vegetariana (243).
En esta misma linea, el grupo de Mirvish SS, et al., (2001) observé que los hot dogs
contienen 10 veces mas compuestos N-nitrosos que la carne roja fresca (186), lo que
sugiere la posibilidad de que el procesamiento de la carne esté involucrado en este

fendmeno.

La abundante presencia de precursores de compuestos N-nitrosos ya presentes en la
carne procesada, junto con el nitrosilhemo, podria conducir a una mayor exposicién a
compuestos N-nitrosos, tanto los formados exégenamente como los formados
enddégenamente. Esta combinacion podria ser la causa detrds de los efectos
cancerigenos mads pronunciados en la carne procesada en comparacién con la carne

roja (182,194,195).

En este contexto, los estudios prospectivos realizados hasta el momento son escasos
(Bastide, et al., 2016) (221). Tal y como se ha comentado y comparado anteriormente,
el tipo de estimaciones realizadas en nuestros estudios y en el mencionado son
diferentes. A partir de aqui, el grupo de Bastide et al., (2016) obtuvo una asociacién
positiva entre la ingesta de nitrosilhemo con el riesgo de cancer de colon proximal
(221). Respecto al riesgo de cancer colorrectal y los demds subtipos tumorales, se
observaron asociaciones positivas no estadisticamente significativas. Los resultados del
articulo Ill mostraron una relacion no lineal entre la ingesta de nitrosilhemo y el riesgo
de céncer colorrectal, con asociaciones mas débiles en ingestas mas altas (234). A
pesar de que no se observé heterogeneidad en las asociaciones entre la ingesta de
nitrosilhemo y el riesgo de cancer colorrectal por subtipo de tumor, se observd una
asociacién positiva no estadisticamente significativa entre la ingesta de nitrosilhemo y
el cancer de colon proximal y recto. Tras la extrapolacion realizada de carnes
procesadas espafiolas a carnes procesadas europeas (con sus respectivos valores de
nitrosilhemo), los resultados del articulo IV tampoco mostraron ninglun tipo de
asociacidn significativa entre la ingesta de nitrosilhemo especifica por sexo y el cancer

colorrectal, ni por ninguno de los subtipos tumorales. Separando los andlisis por sexo,
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las mujeres presentaron una asociacién positiva no estadisticamente significativa entre
la ingesta de nitrosilhemo y el riesgo de cancer colorrectal, colon distal y cancer de
colon. Por otro lado, los hombres presentaron una asociacion positiva no

estadisticamente significativa con el cancer de recto.

Es importante destacar que existe poca evidencia al respecto, ya que solo un estudio
ha investigado esta asociacién y Unicamente en mujeres (221). Teniendo en cuenta
que las metodologias utilizadas para estimar el nitrosilhemo son diferentes en ambos
estudios, la plausibilidad bioldgica existente, y la alta variabilidad observada en los
niveles de nitrosilhemo en la carne procesada, es crucial disponer de tablas de
composicion especificas de carnes procesadas tipicas de cada pais y realizar
investigaciones adicionales no sélo con cohortes heterogéneas sino que también
incorporen otros métodos para estimar la ingesta dietética, especialmente destacando

el uso de biomarcadores.

Por otro lado, en el estudio EPIC se ha observado un aumento del riesgo de céncer
colorrectal asociado al consumo de carnes procesadas (244). A pesar de la alta
correlacién entre el nitrosilhemo y estas carnes, la falta de influencia significativa en
este riesgo sugiere que otros factores podrian estar desempefiando un papel mas
importante en el desarrollo de este tipo de cancer. Entre estos factores se incluyen
otros compuestos presentes en las carnes procesadas, como los nitratos/nitritos,
contaminantes ambientales o carcindégenos provenientes de los diferentes métodos de
preparacion (como el ahumado, la fritura o el asado a altas temperaturas). Ademas, la
influencia protectora de nutrientes como la fibra y el calcio, podrian contrarrestar el
efecto potencialmente negativo del nitrosilhemo. En resumen, la falta de una
influencia significativa del nitrosilhemo podria ser el resultado de una combinacion de
factores, incluyendo otros que en este caso no han sido estudiados como el horario y la

ocasion de ingesta.

La plausibilidad biolégica subyacente entre el nitrosilhemo y el riesgo de céncer
colorrectal, como se ha observado en estudios in vivo (241), estudios en animales
(209) y estudios en humanos (184), hace que consideremos explorar el uso de
biomarcadores para estimar la ingesta de carne procesada, lo que podria proporcionar

datos mas precisos sobre el consumo actual de este tipo de alimentos. Ademas, la
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medicion del nitrosilhemo en las carnes procesadas tipicas de cada pais proporciona
datos mas exactos de los niveles de este compuesto en los derivados carnicos
tradicionales, permitiendo obtener una evaluacién mas completa de su impacto en la

salud.

Asimismo, considerando que los datos dietéticos fueron recopilados en los afios 90 y
los cambios en las tendencias alimentarias desde entonces, seria importante realizar
estudios adicionales. Estos estudios deberian abordar estas cuestiones para
comprender mejor la posible relacidon entre el nitrosilhemo y el riesgo de cancer

colorrectal, asi como para confirmar nuestros hallazgos.

5.4 De las carnes procesadas a sus alternativas vegetales:
nuevas tendencias alimentarias

Los derivados cdrnicos estdn presentes en el consumo habitual de una parte
importante de la poblacién europea. Dentro del estudio EPIC (245), Noruega y
Alemania son los paises que mas consumo de carne procesada presentan, mientras
gue Grecia y Reino Unido son los paises que presentan menos. Adema3s, las cohortes
de EPIC en Paises Bajos, Alemania, Dinamarca, Suecia y Noruega presentan patrones
de consumo similares, con una alta ingesta de carne procesada y un menor consumo
de carne de ave en comparacion con los centros mediterrdaneos y del Reino Unido

(246).

No obstante, es importante tener en cuenta que las tendencias alimentarias han
variado desde los afios 90 hasta la actualidad (247-249). No solo por la aparicion de los
conocidos como UPFs (cuya categorizacion aparece en 2009) (95), sino también tras la
clasificacién en 2015 de las carnes procesadas como cancerigenas (grupo 1) para los
seres humanos por el WCRF/AICR (53). Los motivos por los que la poblacién ha ido
reduciendo el consumo de carnes procesadas se basan principalmente en la
preocupacion por la salud, la sostenibilidad y el bienestar animal (110). Ademas, el
consumo de carne procesada varia segln el estatus socioeconémico, como el ingreso o
la educacién (247). En este contexto, ha ido aumentando el nUmero de personas que
eliminan la carne de sus dietas, o al menos reducen su consumo, y/o buscan productos

alternativos (110,111). En consecuencia, ha habido una necesidad considerable de
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aumentar la oferta de PBMAs para complacer a los consumidores. Sin embargo, estos
productos suelen presentar una larga lista de ingredientes y valores nutricionales que
varian considerablemente en comparacidn con sus contrapartes de origen animal. Un
estudio realizado por Pointke et al., (2022) (250) en Alemania, reveld diferencias
significativas en la clasificacion de los PBMAs segun el sistema NutriScore. De manera
similar, en Suecia, el grupo de Bryngelsson S. et al. (2022) (251) confirmd Ia
heterogeneidad en la calidad nutricional de estos productos. En un estudio realizado
por nuestro grupo de investigacién (123) sobre PBMAs espanoles, se observdo que
estos productos presentaban un alto contenido de sal y la gran mayoria se clasificaron
como UPFs segln el sistema NOVA, cuyo sistema de clasificacidn tiene en cuenta el
grado de procesamiento del producto. Estos hallazgos resaltan la necesidad de evaluar
criticamente la calidad nutricional de los PBMAs, ya que, a pesar de su creciente

popularidad, pueden no ser siempre la opcidn mas saludable.

Asi como la ingesta de carnes procesadas ha mostrado una asociacién positiva con el
aumento del riesgo del cancer colorrectal (118,153), la asociacion entre el consumo de
UPFs y el riesgo de este tipo de cdncer ha sido estudiado durante los ultimos afios,
mostrando un aumento del riesgo a ingestas mas altas de UPFs (102,103). Algunos de
los potenciales mecanismos que pueden explicar esta asociacidn incluyen: su relacién
con un mayor aumento de peso y obesidad, ambos factores de riesgo bien conocidos
para este tipo de cdncer (97); su alto contenido en azlcares y grasas afadidas que
puede alterar la microbiota intestinal, un factor clave en el desarrollo del cancer
colorrectal (252); algunos aditivos alimentarios como el didxido de titanio, el cual estd
actualmente evaluado por la OMS y la IARC como "probablemente carcinogénico para
los humanos" en relacién con el cancer (grupo 2B) (253). Asi como el contenido de
algunas sustancias cancerigenas provenientes del plastico que entran en contacto con
los alimentos, como el bisfenol A. Este ultimo ha sido clasificado como "una sustancia

de muy alta preocupacion” por la Agencia Europea de Productos Quimicos (254).

Dado el cambio en las tendencias alimentarias hacia una reduccién del consumo de
carnes procesadas y un aumento en el consumo de PBMAs (110,111), se hace evidente
que la interaccion compleja entre diversos alimentos y nutrientes en la dieta dificulta

evaluar el efecto de un solo factor dietético. Esta complejidad es un desafio para los
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estudios que se centran en factores individuales. Por ello, examinar los patrones
dietéticos en su conjunto en relacién con los resultados de enfermedades se presenta
como un enfoque complementario fundamental. Recientemente, han surgido patrones
alimentarios que consideran el grado de adherencia a una dieta que priorice el
consumo de alimentos de origen vegetal, evaluando la calidad nutricional de este tipo
de alimentos y clasificdndolos como saludables o no saludables. Todos ellos penalizan
la ingesta de alimentos de origen animal, pero valoran de manera diferente los
alimentos vegetales segun su calidad nutricional. Asi, algunos estudios han comenzado
a investigar la asociacién entre estos patrones y el riesgo de cancer colorrectal
(122,255,256), entre otros tumores y patologias. En ellos, se observa que los individuos
que tienen una mayor adherencia a un patrén dietético basado en alimentos de origen
vegetal poco saludable, presentaron una mayor incidencia de cancer colorrectal. Por
otro lado, un patrén dietético basado en alimentos de origen vegetal saludable, se
asocia con una menor incidencia de este tipo de cancer (122,255,256). Sin embargo, el
informe del WCRF y AICR de 2018 indicé que, aunque se dispone de evidencia
convincente o probable sobre la relacidn entre ciertos factores dietéticos individuales
y el riesgo de cancer colorrectal, las pruebas acerca de la asociacion entre los patrones
alimentarios y este tipo de cancer son, por ahora, insuficientes y poco concluyentes
(10), posiblemente debido a que es una linea de investigacion reciente y seran
necesarios mas anos de seguimiento para valorar dichos efectos. Por otro lado, hasta
la fecha la comunidad cientifica no ha evaluado especificamente el impacto de las
alternativas vegetales a la carne con el riesgo de cdncer colorrectal, por motivos
similares a los comentados anteriormente. Serdn necesarios nuevos estudios para
entender los efectos a largo plazo de este cambio en las tendencias alimentarias y su

impacto en la salud.
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5.5 Fortalezas y limitaciones

Fortalezas

Los articulos presentados en esta tesis representan algunas de las primeras
investigaciones que estudian la asociacidon entre el riesgo de cancer colorrectal y la
ingesta de nitrosilhemo. Estos hallazgos son de gran interés para la comunidad
cientifica que investiga la epidemiologia nutricional y el cancer. El presente trabajo

tiene importantes fortalezas que se destacan a continuacion.

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, esta es la primera vez que los contenidos
de hierro hemo y nitrosilhemo se han medido en una gran cantidad de derivados
carnicos empleando el método HPLC, proporcionando asi datos mas precisos para la
evaluaciéon del consumo de estos compuestos que los encontrados en la literatura
previa para poblaciones europeas. Ademds, es importante resaltar el disefio del
estudio EPIC, que se caracteriza por incluir a un gran nimero de participantes y por
seguirlos durante un extenso periodo de tiempo. Asimismo, la naturaleza prospectiva
del estudio EPIC aborda de manera efectiva los posibles sesgos de seleccion y

memoria, reforzando la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Otra fortaleza es que, para la estimacién de la ingesta alimentaria habitual, se llevd a
cabo una combinacién de métodos que incluyen diferentes cuestionarios dietéticos
validados. La ingesta de alimentos y de nutrientes, incluido el consumo de carnes
procesadas, se estimo utilizando la base de datos de nutrientes EPIC (ENDB, por sus
siglas en inglés). A partir de estas estimaciones de ingesta, se calcularon las cantidades
de nitrosilhemo y hierro hemo, basandose no sélo en el consumo estimado de carnes
procesadas por sujeto, sino que también mediante analisis directos de laboratorio

(Método HPLC).

Por otro lado, la extrapolacion realizada de los niveles de nitrosilhemo en carnes
procesadas espafiolas a carnes procesadas a nivel europeo, representa la primera vez
en obtener una estimacion del contenido de estos compuestos basados en su
determinaciéon a partir de items espafioles. Hasta el momento, la determinacion de

este compuesto para su utilizacion en estudios prospectivos se ha basado en la
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multiplicacién del hierro hemo por un coeficiente fijo (0.67) para todas las carnes
procesadas (221). Teniendo en cuenta las diferencias encontradas respecto a los
niveles de este compuesto en los diferentes derivados carnicos, obtener estimaciones
mas precisas del contenido de nitrosilhemo en varios tipos de carnes procesadas segun
el pais, podria conducir a estimaciones mas exactas del riesgo en futuros estudios

epidemioldgicos.

La extrapolacion abarca una gran variedad de derivados carnicos procesados
consumidos en diferentes paises europeos. De esta manera, cabe sefalar que, dado
que el objetivo era obtener datos representativos confiables para estimar la ingesta
utilizando registros dietéticos obtenidos en los anos 90, se tuvieron en cuenta aspectos
qgue podrian afectar la representatividad de las muestras actuales, como cambios en
ingredientes o procesamiento. Es importante sefialar que muchos de estos productos
son tradicionales y, segin nuestra comprension, han mantenido una estabilidad
notable a lo largo de las décadas. Por ejemplo, se espera que los métodos de
elaboraciéon de jamones curados en seco apenas hayan cambiado, ya que implican
simplemente la salazédn de piezas enteras de musculo. Actualmente, el control y
seguimiento del procesamiento de estos productos es mas preciso y uniforme,
mejorando la calidad y reduciendo pérdidas. Sin embargo, el producto en si sigue
siendo el mismo. Estas aproximaciones podrian ser utilizadas en cohortes de otros

paises, mas grandes o heterogéneas.

Limitaciones

Es importante tener en cuenta que los articulos mencionados en esta tesis tienen
limitaciones especificas que han sido discutidas en cada uno de ellos. No obstante, en

esta seccidn se ofrece un resumen de las limitaciones mas relevantes.

La principal limitacién radica en la sensibilidad del nitrosilhemo y el hierro hemo a una
variedad de factores durante su formacion y composicion. Esto impacta en la precisiéon
de los resultados y la fiabilidad de las estimaciones, dificultando la evaluacién exacta
de su concentracion y su papel en procesos fisioldgicos o patoldgicos. Esta variabilidad
puede ser atribuida a diversos aspectos: Por un lado, el tipo de animal y el musculo

utilizado. Los productos elaborados con carne roja no son iguales que los elaborados
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con carne blanca en términos de contenido de nitrosilhemo, donde pueden surgir
diferencias debido al uso de carne de res (mas rica en proteinas de hemo), en lugar de

carne de cerdo.

Por otro lado, las condiciones de procesamiento y almacenamiento desempefian un
papel importante. Por ejemplo, el método de coccion, especialmente la temperatura a
la que se somete el producto, asi como el tiempo de exposicién, la exposicidn a la
oxigenacion durante el proceso, y las condiciones de conservacién y transporte,
también pueden afectar a estos compuestos. Respecto al ahumado al que se someten
algunos de estos derivados carnicos, es la temperatura la que puede propiciar el
aumento de nitrosilacién. En este sentido, esto sucederia en aquellos derivados
carnicos sometidos a un ahumado tradicional. Para aquellos derivados cdrnicos
sometidos a ahumados liquidos aromatizados (mas comunmente utilizados en la
actualidad), este aumento de nitrosilacion no sucederia debido a que no alcanzan
temperaturas elevadas y, por ende, no favorecen este proceso. Sin embargo, este
estudio no dispone de un porcentaje exacto de productos analizados sometidos a

ahumado tradicional frente al ahumado liquido, lo que representa una limitacion.

Es importante destacar que el nitrosilhemo puede encontrarse en cantidades
considerables en diversos derivados carnicos, incluso sin la adicion de nitrito como
aditivo, lo que resalta aun mas la influencia de las condiciones de produccién en la
formacién de este compuesto. Ademads, considerando que los andlisis se llevaron a
cabo especificamente en derivados carnicos de origen espaiol, seria apropiado
replicar estas evaluaciones en muestras de carnes procesadas tipicas/tradicionales de

diversas procedencias geograficas para corroborar y enriquecer los resultados.

Por otro lado, debido a que el estudio EPIC es de naturaleza observacional, no se
puede descartar la posibilidad de que haya factores adicionales que influyan en los
resultados y que no hayan sido considerados. Asimismo, el estudio EPIC se basd en un
muestreo no representativo de la poblacién general europea. Por lo tanto, estos
resultados no se pueden extrapolar a grupos de personas de diferentes origenes

étnicos o geograficos.
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Ademas, las variables de dieta y de estilo de vida se midieron sélo al inicio; por lo que
no se pudieron evaluar los cambios durante el seguimiento de mas de 15 afos.
Preferiblemente, se deberian haber tomado varias mediciones a intervalos regulares
hasta el desarrollo del cancer, ya que pueden verse alteradas segun las condiciones
individuales especificas. Sin embargo, al evaluar la dieta antes del periodo entre el
inicio del cancer y su diagndstico, es mas probable que la informacidn dietética refleje
la ventana de tiempo etioldgica que presumimos precede al inicio de la enfermedad.
En este sentido, se realizaron analisis de sensibilidad excluyendo los primeros tres y

cinco afios de seguimiento, pero los resultados se mantuvieron sin cambio.

Otra limitacién importante radica en la extrapolaciéon del nitrosilhemo de carnes
procesadas espanolas a europeas. Aunque se procurd establecer la mayor
correspondencia posible entre los items de cada pais, las diferencias en los procesos
de produccidn, los ingredientes utilizados y las preferencias culinarias en diversos
paises europeos constituyen una limitacion significativa. Estos factores resaltan
nuevamente la variabilidad de estos compuestos y subrayan la importancia de replicar
estos andlisis en carnes procesadas tipicas/tradicionales de otros paises europeos para

obtener resultados mas representativos y generalizables.

5.6 Aportaciones, aplicabilidad y lineas de investigacion
futura

Esta tesis doctoral proporciona datos fiables sobre el contenido de nitrosilhemo vy
hierro hemo en una gran cantidad y variedad de carnes procesadas. Ademas, aporta
evidencia relevante y novedosa a nivel epidemioldgico en relacién entre su ingesta y el

riesgo de cancer colorrectal.

Hasta el momento, en la mayoria de los estudios epidemioldgicos, la ingesta de carnes
procesadas se clasificaba segun el tratamiento recibido (productos crudos-curados y
productos tratados por el calor). Sin embargo, los mismos no solian considerar los
ingredientes o aditivos utilizados, ni algunos tratamientos que podrian generar
productos potencialmente cancerigenos, como el ahumado o la fritura. Mediante la
medicion del contenido de nitrosilhemo y hierro hemo en carnes procesadas, esta tesis

aporta nueva evidencia sobre los niveles de estos compuestos en los diferentes
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derivados cdarnicos. Estas determinaciones facilitaran la realizacion de estudios mas
especificos, los cuales podran ayudar a comprender mejor los mecanismos implicados
detrds de la posible asociacién entre los diferentes tipos de cdncer asociados al
consumo de carnes procesadas, como el cancer colorrectal (257), el cancer gdstrico
(258) y el cancer de pancreas (259), entre otras patologias. Ademas, permitiran
establecer una definicién mas precisa de las carnes procesadas para futuros estudios y

servir como base para futuras investigaciones.

A partir de los resultados expuestos en esta tesis, identificamos varios puntos

importantes en los que seria relevante profundizar para investigaciones futuras:

® El metabolismo y la regulacion del hierro es un mecanismo complejo en el que
intervienen diversos factores, por lo que nuevos estudios que incluyan
informacién relevante y complementaria sobre la interaccién entre el
nitrosilhemo y el hierro hemo con otros compuestos y alimentos, asi como
aspectos vinculados al horario y ocasién de ingesta, permitirian profundizar

estos hallazgos.

e La variabilidad observada en el nitrosilhemo y el hierro hemo en las carnes
procesadas, incluso entre productos similares, subraya la importancia de llevar
a cabo mas determinaciones sobre los niveles de estos compuestos en los
derivados cdrnicos. Ademas, es importante realizar estas determinaciones en
productos carnicos tradicionales de diversas regiones geograficas con la
finalidad de obtener datos mds representativos. Asimismo, seria de especial
interés utilizar el método HPLC, el cual ha demostrado proporcionar

evaluaciones mas precisas.

e Gracias a la colaboracién con la Universidad de Plymouth, Inglaterra, adquiri
conocimientos y colaboré en estudios centrados en la determinacion de
nitratos y nitritos en alimentos mediante la técnica de HPLC. Teniendo en
cuenta la evidencia sobre el papel de los nitratos/nitritos en los tumores
gastrointestinales, asi como en otras patologias, profundizar en este aspecto

podria abrir una futura linea de investigacion sobre la exposicion de estos
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compuestos en la poblacion, contribuyendo a mejorar la precisién de los datos
recopilados y, a seguir estudiando suimpacto en la salud para establecer

recomendaciones dietéticas.

e Para lograr una generalizacion de los hallazgos a la poblacién en su conjunto, es
determinante realizar estudios prospectivos amplios y heterogéneos, abriendo
la posibilidad de explorar nuevos métodos para la evaluaciéon de la ingesta
dietética de estos compuestos, incluyendo el uso de biomarcadores. Estos
estudios deberdn incluir participantes de distintas regiones geograficas vy
patrones alimentarios, ya que las investigaciones previas se han centrado
principalmente en individuos de ascendencia europea blanca con dietas y
habitos de estilo de vida relativamente similares.

e Considerando las nuevas tendencias alimentarias, surge la necesidad de
explorar su asociacion de los PBMAs y otros productos ultraprocesados de
origen vegetal con el riesgo del cancer colorrectal. Esto podria abrir una nueva
linea de investigacidn entre nuevos factores de riesgo y este tipo de cancer. Sin
embargo, seran necesarios nuevos estudios que se desarrollaran en un futuro
préoximo ya que son necesarios periodos de seguimiento mas largos y donde
los métodos de recogida de dieta sean actualizados e incluyan preguntas sobre

el consumo de estos nuevos alimentos.

Dado que las carnes procesadas abarcan un grupo amplio y heterogéneo, que a
menudo no se registra adecuadamente en los cuestionarios alimentarios, es evidente
la necesidad de profundizar en este campo de investigacién. Esto es importante no
solo desde el punto de vista etioldgico, sino también para que la evidencia se traduzca
en recomendaciones dietéticas de prevencién del cancer especificas y claras para la

poblacién.
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6. CONCLUSIONS

The main conclusions are:

Conclusion I:

The HPLC method provides more accurate measurements of nitrosyl-heme and heme
iron than the Hornsey method, which may lead to an overestimation of heme
compounds due to the potential interference of substances such as Zn-protoporphyrin

or paprika.

Conclusion II:
The observed variability in nitrosyl-heme and heme iron in processed meats, even
among similar products, supports the idea that formulation, processing, and storage

conditions can be determining factors.

Conclusion lll:
Intakes of nitrosyl-heme and heme iron vary according to different sociodemographic

and lifestyle variables, such as sex, study centre, energy intake, and educational level.

Conclusion IV:
Our results did not show evidence supporting a relationship between the intake of
nitrosyl-heme and heme iron from processed meats and the risk of colorectal cancer in

EPIC study subjects.

No significant associations were observed when analysing tumour subtypes, and there
was no effect modification by other variables relevant to colorectal cancer such as
dietary fibre, calcium, alcohol and energy intake, physical activity levels, sex, BMI, or
smoking status. However, although statistical significance was not achieved, some
trends were observed in relation to sex and tumour location that may warrant further

investigation.
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CONCLUSIONS

Given the limited current evidence on this topic and the plausibility of the biological
mechanism between nitrosyl-heme and colorectal cancer, more extensive research is
needed. Such research should include direct measurements of nitrosyl-heme levels in
typical/traditional processed meats for each country, as well as repeated
measurements and information on the timing of intake, in order to obtain more
comprehensive and representative results. In addition, it would be valuable to identify
biomarkers of their consumption. These combined strategies will contribute to

providing stronger evidence on the role of nitrosyl-heme in colorectal carcinogenesis.
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CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones son:

Conclusion I:

El método HPLC ofrece mediciones de nitrosilhemo y hierro hemo mas precisas que el
método de Hornsey, el cual puede conducir a una sobreestimacion de los compuestos
de hemo por la posible interferencia de compuestos como Cinc-protoporfirinas o

pimentdn/paprika.

Conclusion II:

La variabilidad observada en el nitrosilhemo y el hierro hemo en las carnes procesadas,
incluso entre productos similares, refuerza la idea de que la formulacién, el
procesamiento y las condiciones de almacenamiento pueden ser factores

determinantes.

Conclusion lll:
Las ingestas de nitrosilhemo y hierro hemo varian segun diferentes variables
sociodemograficas y de estilo de vida, tales como el sexo, centro, energia y el nivel

educativo.

Conclusion IV:
Los resultados de nuestro estudio no mostraron evidencia que respalde una relacion
entre la ingesta de nitrosilhemo y hierro hemo de las carnes procesadas con el riesgo

de cancer colorrectal en sujetos del estudio EPIC.

Tampoco se observaron asociaciones significativas cuando se analizaron los subtitpos
tumorales, ni la modificacion del efecto de otras variables relevantes para el cancer
colorrectal, como el consumo de fibra, calcio, alcohol, ingesta energética, niveles de
actividad fisica, sexo, IMC o habito de fumar. A pesar de ello, y aunque no obtuvieron
significacion estadistica, en algunos casos se observaron algunas tendencias con

respecto al sexo y localizacion tumoral, que podrian requerir mayor investigacion.
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CONCLUSIONES

Dado que la evidencia actual sobre este tema es limitada y la plausibilidad del
mecanismo bioldgico entre el nitrosilhemo y el cdncer colorrectal, se requieren
investigaciones mds exhaustivas. Estas investigaciones deberian incluir mediciones
directas de los niveles de nitrosilhemo en las carnes procesadas tipicas/tradicionales
de cada pais, asi como mediciones repetidas e informacién sobre el horario de ingesta,
con el fin de obtener resultados mas completos y representativos. Ademas, seria
interesante contar con la identificacion de biomarcadores del consumo de las mismas.
Estas estrategias combinadas contribuirdn a aportar una evidencia mds sélida sobre el

rol del nitrosilhemo en la carcinogénesis colorrectal.
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