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Resumen

El cdncer de mama es uno de los tumores mas frecuentes en la poblacién
femenina, estableciéndose una prevalencia global en los paises occidentales
alrededor del 12,5%, es decir, aproximadamente una de cada ocho mujeres
padecera cancer de mama a lo largo de su vida.

En la lucha por la reduccion del impacto de esta enfermedad en la sociedad y
en las entidades sanitarias publicas, en los ultimos afios se han desarrollado
diferentes propuestas, siendo la estratificacién de la poblacién general uno de
dichos métodos. Estos sistemas de estratificacion permiten clasificar a la
poblacion general en funcion del riesgo a padecer cancer de mama de manera

individual usando diferentes variables genéticas, fenotipicas o ambientales.

En la presente tesis, partiendo de una cohorte caso — control retrospectivo,
basado en poblacion espafiola femenina, se aplicaran diferentes modelos
matematicos utilizando variables genéticas, fenotipicas y combinando ambas.
Estos modelos permitiran la estratificacion de la poblacion general femenina en

funcién del riesgo individual a padecer cancer de mama esporadico.

En un primer estudio se evaluaron las variables genéticas como factor
discriminante en la cohorte caso — control estudiado. Estas variables son
variantes genéticas puntuales denominados SNPs (single nucleotide
polymorphism). Estas variantes fueron seleccionadas mediante estudios GWAs
(genome-wide association study) basados en cohortes casos-control,
asociados a cancer de mama esporadico y usando miles de mujeres de
poblacibn general Caucéasica. Estas alteraciones, estadisticamente
significativas y asociadas a fenotipo, tienen escaso efecto funcional, poca
penetrancia, son relativamente frecuentes en la poblacion y con asociacion

individual a un riesgo bajo o moderado a padecer cancer de mama.

En la presente tesis, se utilizaron inicialmente 121 de estos SNPs descritos
anteriormente y combinados mediante modelos “polygenic risk score” (PRS)
para evaluar su poder discriminante en funcién del riesgo individual a padecer
cancer de mama esporadico en una cohorte caso-control representativa de la

poblacién espafiola



En un segundo estudio se evaluaron las variables fenotipicas como factores
discriminantes de la cohorte caso- control estudiado. Los factores de riesgo
fenotipicos seleccionados se obtuvieron a partir de bibliografia cientifica
mayoritariamente de poblacion espafiola y son; la densidad mamaria, el estatus
de menopausia, la edad de la mujer, la edad de menarquia, edad el primer hijo
nacido vivo y los posibles antecedentes familiares.

En un tercer estudio se evalué la significancia y el poder discriminante
utilizando un modelo logistico que combina las variables genéticas agrupadas
mediante un PRS, las variables fenotipicas, y la interaccion de algunas de
estas variables. Se evaluo la posible utilidad del modelo para la clasificacion de
la cohorte representativa de la poblacion espafiola en funcién del riesgo

individual a padecer cancer de mama esporadico.

En la presente tesis se presenta un modelo matematico que combina factores
genéticos y fenotipicos de riesgo a padecer cancer de mama esporadico. En
este estudio se demuestra la sinergia y la ausencia de colinealidad entre este
tipo de variables, permitiendo obtener una capacidad discriminante entre las
mujeres que desarrollaron cancer de mama esporadico durante los siguientes
cinco afos después de la toma de los datos y mujeres sanas que no lo
desarrollaron. Esta capacidad discriminante obtenida mediante estos modelos
combinados de los factores de riesgo es mayor que la obtenida usando
modelos basados solo en los factores de riesgo individuales. También permite,
como prueba de concepto, valorar su posible utilidad en un sistema de cribado
mediante la clasificacion de la poblacion general en diferentes categorias en

funcidn de su riesgo a padecer cancer de mama esporadico.



Summary

Breast cancer is one of the most common tumours in the female population,
with a global worldwide incidence around 12.5%, that is, this means there is a 1
in 8 chance will suffer breast cancer throughout the live.

In the investigation to reduce the impact of this disease on society and public
health entities, in last years, different proposals have been developed, where
the stratification of the general population being one of these methods. These
stratification systems allow the general population to be classified based on the
risk of suffering from breast cancer individually using different genetic,

phenotypic or environmental variables.

Was started from a retrospective case-control cohort based on the Spanish
female population, different mathematical models will be applied using genetic
and phenotypic variables and combining both of them. These models will allow
the stratification of the general female population based on the individual risk of

suffering sporadic breast cancer.

In a first study, genetic variables were evaluated as a discriminating factor.
These variables are genetic punctual variants called SNPs (single nucleotide
polymorphism). These variants were selected using GWA (genome-wide
association study) studies based on case-control cohorts, associated with
sporadic breast cancer and using thousands of women from the general
Caucasian population. These alterations, statistically significant and associated
with phenotype, present modest functional effect, low penetrance, modest risk
to development breast cancer and are relatively frequent in the general

population.

In this study, 121 of these previously described SNPs were initially used and
combined using “polygenic risk score” (PRS) models to evaluate their
discriminating capacity based on the individual risk of suffering sporadic breast

cancer in a representative case-control cohort of the Spanish population.

In a second part of the study, the phenotypic variables are evaluated as
discriminating factors of the case-control cohort studied. The selected

phenotypic risk factors were obtained from scientific literature, mainly from the
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Spanish population, and are: breast density, menopause status, age of the
woman, age of menarche, age of first live birth and family history.

In a third study, the significance and discriminant capacity were evaluated using
a logistic model that combines the genetic variables grouped through a PRS
score, the phenotypic variables, and the interaction of some of these variables.
The possible usefulness of the model was evaluated for the classification of the
representative cohort of the Spanish population based on the individual risk of

suffering sporadic breast cancer.

In this thesis, a mathematical model is presented where combines genetic and
phenotypic risk factors for sporadic breast cancer. This study demonstrates the
synergy and absence of collinearity between this type of variables, allowing
obtaining a discriminant capacity between women who developed sporadic
breast cancer during the following five years after data collection and healthy
women. This discriminant capacity obtained using these combined models are
greater than that obtained using models based only on the individual risk
factors. It also allows, as a proof of concept, to assess its possible usefulness in
a screening system by classifying the general population into different

categories based on their risk of suffering sporadic breast cancer.



Resum

El cancer de mama és un dels tumors més frequents en la poblacié femenina,
establint-se una prevalenca global als paisos occidentals al voltant del 12,5%,
és a dir, aproximadament una de cada huit dones patira cancer de mama al

llarg de la seua vida.

En la lluita per la reducci6 de l'impacte d'esta malaltia en la societat i en les
entitats sanitaries publiques, en els Ultims anys s'han desenvolupat diferents
propostes, sent I'estratificacio de la poblacio general un d'estos meétodes. Estos
sistemes d'estratificacié permeten classificar a la poblacié general en funcié del
risc a patir cancer de mama de manera individual usant diferents variables

genetiques, fenotipiques o ambientals.

En la present tesi, partint d'una cohort cas — control retrospectiu, basat en
poblacié espanyola femenina, s'aplicaran diferents models matematics utilitzant
variables genetiques, fenotipiques i combinant ambdues. Estos models
permetran l'estratificacio de la poblacié general femenina en funcié del risc

individual a patir cancer de mama esporadic.

En un primer estudi es van avaluar les variables genetiques com a factor
discriminant en la cohort case — control estudiat. Estes variables son variants
genetiques puntuals denominats SNPs (single nucleotide polymorphism). Estes
variants van ser seleccionades mitjancant estudis GWAs (genome-wide
association study) basats en cohorts casos-control, associats a cancer de
mama esporadic i usant milers de dones de poblacié general Caucasica. Estes
alteracions, estadisticament significatives i associades a fenotip, tenen escas
efecte funcional, poca penetrancia, sén relativament frequients en la poblacio i

amb associaci6 individual a un risc baix o0 moderat a patir cancer de mama.

En la present tesi, es van utilitzar inicialment 121 d'estos SNPs descrits
anteriorment i combinats mitjangant models “polygenic risk score” (PRS) per a
avaluar el seu poder discriminant en funcié del risc individual a patir cancer de
mama esporadic en una cohort cas-control representativa de la poblacié

espanyola



En un segon estudi es van avaluar les variables fenotipiques com a factors
discriminants de la cohort case- control estudiat. Els factors de risc fenotipics
seleccionats es van obtindre a partir de bibliografia cientifica majoritariament de
poblacié espanyola i son; la densitat mamaria, l'estatus de menopausa, I'edat
de la dona, l'edat de menarquia, edat el primer fill nascut viu i els possibles

antecedents familiars.

En un tercer estudi es va avaluar la significanca i el poder discriminant utilitzant
un model logistic que combina les variables genétiques agrupades mitjancant
un PRS, les variables fenotipiques, i la interaccié d'algunes d'estes variables.
Es va avaluar la possible utilitat del model per a la classificaci6 de la cohort
representativa de la poblacié espanyola en funcié del risc individual a patir

cancer de mama esporadic.

En la present tesi es presenta un model matematic que combina factors
genetics i fenotipics de risc a patir cancer de mama esporadic. En este estudi
es demostra la sinergia i l'abséncia de colinealidad entre esta mena de
variables, permetent obtindre una capacitat discriminant entre les dones que
van desenvolupar cancer de mama esporadic durant els seguents cinc anys
després de la presa de les dades i dones sanes que no ho van desenvolupar.
Esta capacitat discriminant obtinguda mitjancant estos models combinats dels
factors de risc és major que l'obtinguda usant models basats només en els
factors de risc individuals. També permet, com a prova de concepte, valorar la
seua possible utilitat en un sistema de cribratge mitjancant la classificacio de la
poblacié general en diferents categories en funcio del seu risc a patir cancer de

mama esporadic.



Abreviaturas

e SNPs: Single nucleotide polymorphism.

e PRS: Polygenic risk score.

e ADN: Acido desoxirribonucleico

e GWAs: Genome-wide association study.

e OR: Odds Ratio.

e MAFF: Frecuencia alélica minima

e DM: Densidad mamaria.

¢ ROC: Receiver Operating Characteristic.

e AUC: area under curve

e COGS: European Collaborative Oncological Gene Environment Study.

¢ CNIO: Centro Nacional de Investigacion Oncolégicas.

¢ PRS: Polygenic risk score.

e DM: Mammographic density.

e COGS: European Collaborative Oncological Gene Environment Study.
e LRT: Likelihood ratio test.

e CI: Confidence interval.

e SD: Standard deviation.

e SEER: Surveillance, Epidemiology, and End Results.

e NCI: National Cancer Institute.

e CEGEN: Centro Nacional de Genotipado.

e COGS: Collaborative Oncological Gene-environment Study.
e VEP: Ensembl Variant Effect Predictor

e SEOM: Sociedad espafiola de oncologia médica.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Introduccién al cadncer de mama

Segun los datos de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer, en Espafia se
diagnostica alrededor de 35.000 casos de cancer de mama al afio. Este valor,
segun el informe anual de la sociedad espafiola de oncologia médica (SEOM)
en 2022, representa casi el 30% de todos los tumores diagnosticados en
poblacion femenina. La media nacional de incidencias para esta enfermedad se
eleva a 50,9 casos cada 100.000 habitantes. A nivel global, se estima que en
todo el mundo se diagnostican 1,3 millones de casos al afio, con lo que una de
cada doce mujeres padecera un cancer a lo largo de su vida. Esta prevalencia
gue representa alrededor del 12,5% en los paises occidentales genera una
gran problemética, no solo desde el punto de vista emocional de las pacientes
sino también en el econdmico, asociado al diagnostico, seguimiento y

tratamiento de la enfermedad por las entidades publicas.

El cancer de mama es una enfermedad compleja y multifactorial donde se ven
involucrados diferentes tipos de factores [1], entre los mas importantes
destacan los factores de riesgos genéticos y fenotipicos. De todos los casos de
cancer de mama se calcula que aproximadamente entre un 5% y un 10% son
hereditarios [2]. Este tipo de cancer aparece cuando se transmiten cambios
genéticos de naturaleza patologica dentro de una misma familia. Los
principales genes asociados al cancer de mama hereditario por su importancia
son BRCA1 y BRCA2 [2]. El resto son esporadicos o casos con agregacion
familiar no asociados a mutacion en los genes BRCAs. En estos casos el
cancer parece ser debido a otros multiples factores, tanto de naturaleza
genética como de naturaleza fenotipica, que combinados puede generar la
alteracion del ADN (&cido desoxirribonucleico) de una unica célula, adquiriendo
las capacidades propias de los tumores, como la proliferacion y la invasion [1].
Este tipo de cancer, que se puede desarrollar a lo largo de la vida de la mujer,
no tienen factores de riesgo obvios ni antecedentes familiares concordantes
con un modelo de cancer hereditario, por lo tanto, es necesario estudios o
revisiones médicas periddicas como mamografias. Este estudio radiolodgico del

seno permite a menudo detectar tumores demasiado pequefios para ser
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palpados, permitiendo la posible identificacion del tumor en un estadio

temprano.

El diagnoéstico precoz tiene una influencia positiva en la probabilidad de
supervivencia de las pacientes [3]. Diferentes estudios sugieren que la
deteccion temprana junto con un correcto tratamiento podria reducir la
mortalidad significativamente a largo plazo [4]. La tasa de supervivencia es la
probabilidad de que una mujer con cancer de mama pueda sobrevivir durante
los 5 afios posteriores al diagnostico. La tasa de supervivencias es controladas
y contenidas en bases de datos como SEER (Surveillance, Epidemiology, and
End Results) [5]. Esta base de datos estratifica los tumores de mama:

e Localizado: cuando el cancer no se ha propagado fuera de la mama

e regional: cuando se disemina fuera del seno a estructuras cercanas o
ganglios linfaticos

e distante: cuando se propaga a otras partes del cuerpo, como el higado,

los pulmones o los huesos

Segun las estadisticas proporcionadas por National Cancer Institute (NCI)

(https://www.cancer.qov/) la tasa de supervivencia media a 5 afos es del

90,3%. Este dato es considerando todas las estratificaciones mencionadas
anteriormente. Estos datos desglosados por los grupos definidos anteriormente
presentan diferencias significativas. La tasa de supervivencia a 5 afios para las
mujeres con cancer de mama localizado es del 99%, mientras que este

estadistico se reduce al 86% para canceres regionales y 29% para distantes.

Segun los datos, existe una alta correlacion entre la tasa de supervivencia a 5
afios y el diagnostico temprano del cancer de mama. Por esta correlacion,
actualmente y para controlar y disminuir el desarrollo e impacto de esta
enfermedad, se aplican diferentes estrategias preventivas como los programas
de cribado. En estos programas se trata de identificar, en un estadio temprano
el cancer de mama mediante técnicas de imagen (mamografias) o los
tratamientos endocrinos para la reduccién del riesgo. Por ejemplo, se ha
identificado que los programas de cribado basados en densidad mamaria
podrian reducir la mortalidad en un rango que va desde el 20% al 25% en
mujeres mayores de 50 afos [6]. Estos procedimientos presentan desventajas

13


https://www.cancer.gov/

relacionadas con posibles efectos secundarios, elevados costes econémicos de
estos programas o0 basados solo en pautas generales de actuacion sin
considerar el perfil de riesgo individualizado de cada mujer estudiada [7].

En este sentido, el Consejo de la Union Europea publicé en el afio 2003 unas
recomendaciones sobre la deteccidén precoz de cancer de mama aplicado a
mujeres de rango de edad desde 50 hasta los 69 afos empleando
mamografias cada dos afios. Dichas recomendaciones han sido revisadas y
confirmadas por la Agencia Internacional de investigacion sobre el Céancer.
Esta prueba de cribado adaptada por la mayoria de los paises europeos

presenta una serie de limitaciones:

e Fasos positivos y/o sobrediagnostico: Se ha establecido que la tasa de
falsos positivos esta definida en un rango desde el 20% hasta el 50% [8].
El sobrediagnostico hace referencia a la deteccion de tumores
asintomaticos que no tienen un impacto en la salud de la mujer

e Falsos negativos:

El estandar actual de atencion para la deteccidon del cancer de mama ofrece a
las mujeres de la poblacion objetivo una estrategia homogénea basada
Unicamente en la edad, en este sentido, esta estrategia puede resultar
insuficiente para una eficiente estratificacion de la poblacion en cuanto al riesgo
de padecer cancer de mama. En este punto, diferentes autores proponen
definir estrategias personalizadas donde la calidad de los hallazgos es muy

importante.

La comunidad cientifica no ha validado la eficacia real de estas estrategias
basadas en riesgos personalizados, por lo que se debe ampliar el conocimiento
con estudios de cohortes amplias para calcular el impacto y la aceptacion en

rutina clinica.

1.2 Factores de riesgo del cancer de mama.

La incidencia o la probabilidad de padecer cancer de mama viene
condicionadas por diversos factores, englobandose en tres tipos; genéticos,

ambientales y fenotipicos.
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Segun la comunidad cientifica (breastcancer.org) los factores de riesgos mas

reconocidos e importantes son:

e Genero. La mujer tiene asociado un mayor riesgo de cancer de mama

respecto al varon.

e Edad. El riesgo de padecer cancer de mama aumenta a medida que la
edad de la mujer avanza. Casi dos terceras partes los canceres de

mama invasivos ocurren en mujeres mayores de 55 afos.

e Densidad mamaria. Es uno de los factores mas estudiados. Se ha
establecido que los senos densos tienen el doble de probabilidad de
padecer cancer de mama respecto a los no densos [9].

e Lactancia. La lactancia maternal esta definida como un factor de

proteccion frente al fenotipo [10].

e Menopausia. Es uno de los factores mas documentados e influyentes
[11].

e Historia Familiar. Las mujeres cuyos parientes cercanos presentan
cancer de mama tienen un mayor riesgo de padecer la enfermedad. Este
riesgo se incrementa sensiblemente si la pariente es de primer grado. Es
uno de los factores mas estudiados por la comunidad cientifica [12]. En
este punto hay que diferenciarlo del cancer de mama hereditario, porque
a pesar de que esté presente en la familia, incluso en parientes de
primer grado, no presenta mutacion en los genes de alta o moderada
penetrancia o la distribucion el fenotipo dentro de la familia no concuerda

exactamente con el cancer hereditario.

e Componente Genético. Este factor de riesgo esta asociado tanto a
cancer de mama hereditario como esporadico. El primer caso esta
asociado a mutaciones en genes de alta o moderada penetrancia
mientras que los esporadicos estdn mas asociados a genes de baja

susceptibilidad y a modelos poligénicos.

e Historia Personal. Las mujeres que ya han sido diagnosticada con
cancer de mama previamente tienen un riesgo entre 3 y 4 veces mayor

gue una mujer de la misma condicién sin histérico positivo.
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e Afecciones mamarias previas. Las afecciones mamarias, aunque sean

benignas puede ser un factor de riesgo.

e Etnia. Aunque no existan grandes diferencias, las mujeres de raza
caucdsica podrian tener un mayor riesgo respecto a mujeres de otra
etnia, como la hispanica o la asiatica. Por otro lado, las mujeres
afroamericanas podrian tener un mayor riesgo a padecer cancer de

mama mas agresivo.

e Sobrepeso. Las mujeres con sobrepeso podrian tener una mayor
probabilidad de desarrollar el tumor, especialmente después de la

menopausia.

e Edad del primer hijo. Se ha observado que los factores reproductivos
son factores importantes para la estimacion de los riesgos de la mujer.
Las mujeres que no han tenido hijos o que han tenido el primer hijo

después de los 30 afos presentan un mayor riesgo.

e Historia menstrual. Las mujeres con menstruacion antes de los 12 afios

tienen un mayor riego a padecer cancer de mama.

Ademas de los factores de riesgos descritos anteriormente, de manera
periddica, aparecen otros nuevos asociados al cancer de mama esporadico en
la literatura cientifica. Sin embargo, normalmente estos factores no presentan
un peso importante ya que aun las evidencias cientificas no estan muy
consolidadas bien por la validacién en un nimero elevado de mujeres o bien

gestionados por consorcios importantes [13].

Por otro lado, existen otro tipo de factores como los ambientales donde existe
un nivel alto de incertidumbre en la precision de la toma de los datos de las
mujeres estudiadas. Esto genera una enrome variabilidad e incertidumbre en el
célculo cuantitativos de estos riesgos. Algunos ejemplos de estos factores son
la exposicion a quimicos, la presencia de bajos niveles de vitamina D o el
tabaquismo [14], [15].

El componente genético es uno de los factores mas estudiados cuyo riesgo se

describe en la literatura cientifica. Se estima que entre el 5 % y el 10 % de los
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canceres de mama son hereditarios, es decir, causados por mutaciones
germinales en genes importantes para el fenotipo y transmitidos de padres a
hijos. Por ejemplo, se estima que el riesgo de enfermedad en mujeres con
antecedentes familiares es el doble respecto al de mujeres sin historia familiar
[16]. La mayoria de los canceres de mama hereditarios estan ocasionados por
mutaciones en los genes BRCAL1 y BRCA2. Estos genes son considerados
como genes supresores de tumores cuya funcion es reparar el dafio del DNA 'y
controlar el ciclo celular [17]. Mutaciones en este tipo de genes aumentan el
riesgo a padecer cancer ya que se ve alterada la capacidad de la célula de
reparar el dafio producido al DNA [18], pero no se conoce aun en profundidad
el motivo por el cual las alteraciones en estos genes generan cancer de mama
y ovario de manera preferente. En los ultimos afios, juntos con los genes
BRCA1 y BRCAZ2 se han ido identificando nuevos genes funcionalmente
relacionados con la ruta de BRCA cuya mutacion también genera un factor de
riesgo importante a padecer cancer de mama [19]. Algunos de estos genes
cuya relevancia clinica es mayor son ATM, PALB2 y CHECK?2 [20], tal y como
se puede observar en la Figural [19], son genes reguladores de procesos

asociados con los mecanismos patoldgicos del cancer.
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Figural. Ruta de los genes BRCAs [19].

Por ejemplo, mutaciones patoldgicas en el gen ATM (ataxia-telangiectasia
mutated) esta descrito que puede aumentar el riesgo a padecer cancer de
mama en una media de 2,8 [21] y podria estar mutado en torno al 8,5 % en los
canceres descritos en edad temprana [22]. Otro gen interesante es el CHECK2,
donde se describe que podria estar mutado en un 5% de las mujeres con una
fuerte historia familiar de cancer de mama y ovario y sin embargo fueron
negativos en mutaciones BRCA1 y BRCA2 [23]. La importancia de estas
nuevas dianas ha crecido en los ultimos afios y se han utilizado en diferentes

métodos de estratificacién basados en el componente genético [24], [25].

Segun lo comentado anteriormente, entre el 5y el 10 % de los canceres de
mama descritos son hereditarios, por lo que el 90% restante se denominan
canceres esporadicos, sin mutacion descrita que explique el mayor riesgo de la
mujer. En este tipo de cancer también esta descrito que existen factores de
riesgo genético, pero en este caso, normalmente estan asociados a modelos
poligénicos [26]. EI modelo poligénico puede ser descrito como un valor que

resume o aglutina el efecto acumulativo de mdaltiples variantes genéticas de
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prevalencia alta 0 moderada en la poblacion general y que presentan un riesgo
relativo bajo pero que estadisticamente estan asociado al fenotipo [27], [28],
[29], tal y como puede observarse en la Figura2. Este modelo se ha estudiado
ampliamente y también se asocia a otras enfermedades complejas [30]. La
identificacion y el calculo del riesgo de los SNPs son obtenidos mediante
estudios masivos basados en asociacion genomica (GWAS).
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Figura2: Relacion entre frecuencia alélica dentro de la poblacién y el riesgo relativo de

los SNPs presentes en los diferentes genes dianas asociados a cancer de mama [6].

La agrupacion de los riesgos de estos SNPs en un unico valor denominado
PRS ha sido validada como una variable informativa importante del riesgo de
padecer cancer de mama esporadico en diferentes poblaciones [31], [32]. En
este sentido, estudios basados en PRS compuesto de 76 SNPs
estadisticamente significativos y basados en la poblacion esparfiola demuestran
gue las mujeres clasificadas como de bajo riesgo presentan la mitad de
probabilidad de padecer cancer de mama respecto a la poblacion general. Por
otro lado, las mujeres clasificadas como de alto riesgo presentan 2,5 veces
mas probabilidad de padecer cancer de mama respecto a la poblacion general
[33].
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En los ultimos afos, la comunidad cientifica esti realizando cada vez mas
experimentos de este tipo, permitiendo la identificacion de mayor niamero de
SNPs significativos asociados a cancer de mama esporadico y generando
valores PRS mas precisos para su uso a través de nuevos modelos. En el
mismo sentido, cada vez son mas las poblaciones estudiadas con estos
métodos, identificando las posibles similitudes y diferencias, acerca el uso de

estas estrategias en una rutina clinica [34], [35].

Ademas de los factores genéticos existen diferentes factores fenotipicos que
son descritos y consolidados por la comunidad cientifica como factores de
riesgo de cancer de mama esporadico. Uno de los mas importantes es la edad
[36]. Segun la literatura cientifica, el 80% de los canceres esporadicos se
diagnostican en mujeres mayores de 50 afios, sobre todo en los rangos de
edad entre los 50 y los 69 afios. Este intervalo de edad podria ser importante
ya que, como media, la mujer entra en menopausia en torno a los 55 afios [37].
Por otro lado, la incidencia en mujeres menores de 40 afos es

significativamente mas baja respecto a mujeres de otro rango de edad [38] [39].

Otro grupo importante de factores fenotipicos de riesgo a padecer cancer de
mama esporadico son los factores reproductivos, especialmente la edad de la
menopausia, la menarquia y la edad del primer hijo nacido con vida. Estos
factores miden el numero de afios que la mujer ha estado expuesto a

estroégenos a lo largo de su vida [40].

Otro de los factores fenotipicos cuya asociacion a cancer de mama es
ampliamente estudiado es la densidad mamaria (DM). Normalmente, la
densidad mamaria se clasifica en 4 categorias que van desde el tejido
practicamente graso hasta el tejido extremadamente denso y con muy poca
grasa. El radidlogo decide de manera relativamente subjetiva cual de las 4
categorias se asocia cada seno. Esta clasificacion se denomina BI-RADS [41]
.Las mujeres que tienen tejido mamario denso tienen un mayor riesgo de
padecer cancer de mama en comparacion con las mujeres con tejido mamario

menos denso.

Otro factor de riesgo fenotipico considerado relevante son las biopsias de

senos hechas previamente por la mujer.
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1.3 Otros modelos de prediccién del riesgo individual de padecer
cancer de mama

El cribado de cancer de mama se incluye en la cartera de servicios comunes
del Sistema Nacional de Salud desde el 2006 [42]. Actualmente todas las
comunidades autdbnomas (CCAA) cuentan con un programa de cribado de
cancer de mama (PCCM) coordinado a través de la Red de Programas de
Cribado de Cancer y por el Ministerio de Sanidad [43]. En el 2008 el
parlamento europeo lanza una iniciativa para el desarrollo de nuevas guias
sobre el cribado y diagnéstico del cancer de mama a nivel europeo. Esta
iniciativa, basada en un comité de expertos multidisciplinar apoyado por
revisiones sistematicas de evidencias cientificas, proporciona seguridad y
robustez a las guias propuestas. Actualmente, las recomendaciones incluyen
usar la mamografia de las mujeres en los programas de cribado y, para
mujeres con alta densidad mamograéfica, realizar una mamografia digital [44]. A
pesar de que la mamografia cuenta con altos niveles de sensibilidad (70-96%)
y especificidad (90-95%) [45], existen diferentes problemas asociados que
ponen de manifiesto las limitaciones del uso exclusivo de la mamografia como
variable discriminatoria del riesgo a padecer cancer de mama en los sistemas
de cribado [46]. En este punto, en los Ultimos afios, se han desarrollado
diferentes modelos utilizando otras fuentes de origen genético y fenotipico
como variables de prediccion y estratificacion, entre los mas importantes estan
BOADICEA, modelo multifactorial basado en factores genéticos y fenotipicos o

el modelo de Gail, modelo que incluyen la etnia de las mujeres [47].
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Capitulo2. Objetivos:

2.1 Objetivos generales

El principal objetivo de la presente tesis es el disefio, desarrollo y

evaluacién de un modelo matematico que permita estratificar a la poblacion

general espafiola femenina en funcion del riesgo individual a padecer cancer de

mama esporadico (BRCAL /2 negativo). Dicho modelo esta basado en factores

de riesgos genéticos, fenotipicos y la interaccién entre ambos.

Para alcanzar este objetivo principal se definen los siguientes objetivos

especificos

. Evaluacion del poder discriminante del estimador PRS

basado en 121 SNPs significativos aplicado a una cohorte
caso —control de poblacion general espafiola femenina
(BRCA1/BRCAZ2 negativo).

. Evaluacion del poder discriminante de los diferentes

factores de riesgo fenotipicos definidos en el estudio
aplicado a una cohorte caso —control de poblacién general
espafiola femenina (BRCA1/BRCA2 negativo.). Los
factores fenotipicos seleccionados fueron basados en la
literatura cientifica mayoritariamente de poblacion
espafiola, y son la edad de la mujer, antecedentes
familiares, densidad mamaria, edad de la menopausia,

primer hijo y menarquia y la presencia de biopsia.

. Estudio de las posibles interacciones entre variables

genéticas y fenotipicas y su influencia en el aumento de la

capacidad discriminante del modelo.

. Definicién y evaluacion del modelo, y evaluar su posible

incorporacion a la rutina de cribado en poblacion general

esparfiola femenina.
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2.2 Contribucién al conocimiento

Esta tesis presenta la definicion de un novedoso modelo donde se
integra en una misma estructura factores de riesgos de diferente naturaleza
como son los fenotipicos y los genéticos. Adicionalmente, el trabajo estudia las
posibles interacciones entre variables que permite obtener valores de
discriminacion mayor, entre otras, la interaccion entre la edad y la densidad

mamaria y la edad con la menopausia.

Adicionalmente, tanto la definicion del método como su evaluacion estan
basadas en una poblacién pobremente estudiada por la comunidad cientifica
como es la poblacion general espafiola femenina, definiendo poblacion general
como aquella que no tiene ninguna mutacién portadora en los genes de alta
penetrancia para el cancer de mama, es decir, para los genes BRCAL y
BRCA2. Esta cohorte permite una evaluacion realista de la posible capacidad
del método descrito y su posible interés en la incorporacion en diferentes

programas de cribado dentro de la rutina clinica.
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Capitulo 3. Materiales y Métodos:

3.1 Descripcion de la cohorte

El estudio descrito en la presente tesis fue revisado y aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario de
Valencia y fue acorde con la declaracion de Helsinki [48]. La cohorte se basa
en un estudio caso/control, donde los casos son mujeres con diagnéstico de
cancer de mama en el momento de la toma de los datos y los controles son
mujeres que no desarrollan cancer de mama hasta al menos 5 afios después

de la toma de los datos.

El reclutamiento fue llevado a cabo desde enero del 2017 hasta diciembre del
2018 procedentes de dos localizaciones, el Hospital Clinico Universitario de

Valencia y el programa de cribado de la Comunidad Valenciana.

Un total de 867 mujeres sanas, denominadas controles, y 640 mujeres con
diagnostico de cancer de mama, denominadas casos fueron reclutadas. Los
rangos de edad fueron desde los 30 hasta los 70 afios. Las mujeres que
presentaron datos genéticos o fenotipicos incompletos fueron eliminadas de la
cohorte. Dentro de los casos, el 45% fueron tumores tipo Luminal A, 20%

Luminal B, 20% Her-2 positivos y 15% como triple negativo.

La informacion clinica de las mujeres se obtuvo en el reclutamiento. Esta
informacion fue la historia familiar respecto al cancer de mama, edad de la
mujer, edad del primer hijo (si los tuviera), edad de la menarquia, edad de la
menopausia y la densidad mamografica. Respecto a la densidad mamaria, se
practicé en todas las mujeres una mamografia bilateral en doble proyeccién
craneocaudal y oblicuo medio lateral llevado a cabo por radi6logos con mas de
10 aflos de experiencia. Dichos radidlogos utilizaron el formato de imagen
médica DICOM (General Electric GIMD) como visualizador y para la

clasificacion utilizaron la escala semicuantitativa Boyd’s [49].

El tamafio muestral se calcul6 con un nivel de confianza del 95 % (prueba de

dos colas), un poder estadistico del 80% (valor beta), una relacion de casos y
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controles de 1:3 y una prevalencia inicial de cancer de mama del 12%. Segun
estos datos, el numero total de mujeres necesarias para que los resultados
fueran estadisticamente significativos fue 1138. Este valor fue similar a la
cohorte de casos y controles usados en esta tesis, que finalmente fue de 1126

mujeres.

3.2 Procesamiento de muestras y genotipado

El genotipado de las mujeres que forman parte de la cohorte estudiada se basé

en una muestra de sangre obtenida en el momento de la toma de los datos.

Posteriormente, el ADN se extrajo de manera automatica utilizando un extractor
de ADN (MagNA Pure, Roche, Mannheim, Alemania). Posteriormente se
cuantific6 el ADN mediante la técnica fluorimétrica Picogreen y finalmente
fueron genotipificadas en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) del
CNIO, en Madrid, usando un array de genotipificacion de Openarray que
contiene 121 SNPs asociados a cancer de mama.

La seleccion de los primeros 76 SNPs se baso en estudios GWAs, casos-
control asociados a cancer de mama esporadico procedentes del estudio
Collaborative Oncological Gene-environment Study (COGS) [50]. Este
CONsOrcio es una propuesta europea cuyo principal objetivo es identificar a
personas con mayor riesgo de padecer diferentes tipos de canceres, entre
ellos, el cancer de mama, ovario o prostata. Para ello toma en consideracion

variables genéticas.

Los 76 primeros SNPs seleccionados se habian encontrado asociados a
cancer de mama esporadico en dichos estudios con un valor de pValue <5 x
10 -8, con una frecuencia alélica minima (MAF) > 1% y unos OR > 1,050 <
0,95.

Posteriormente se llevé a cabo una ampliacion de los SNPS significativamente
asociados a cancer de mama esporadico desde las 76 iniciales hasta los 121.
Estos SNPs adicionales fueron obtenidos del proyecto OncoArray [51] con las
mismas caracteristicas técnicas y poblacionales descritas anteriormente, y
afiadiendo factores fenotipicos y ambientales. Todos los SNPs con sus OR y
MAF estan descritos en la tablal. Como control de calidad se establecié que

aquellas muestras que presentaran una tasa de éxito en el genotipado inferior
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al 95%, es decir, que el genotipado tenga méas de 6 SNPs clasificado como
indefinido serian excluidas del estudio.

En los andlisis posteriores al tratarse exclusivamente de muestras femeninas y
por tanto presentar todos los SNPs diploidia, el genotipo de cada variante se
representd por el numero de copias del alelo de riesgo 0, 1, 2, es decir, como
ausente, heterocigoto y homocigoto para la variante, respectivamente.

SNP MAF Espafia OR Alelo May | Alelo Min
rs11196174 0,332 1,13 G C
rs11196175 0,322 1,12 C G
rs2290854 0,318 1,13 A T
rs6682208 0,341 1,12 T A
rs2736108 0,294 0,92 T A
rs2420946 0,402 1,27 T A

rs27633 0,449 1,14 G C
rs16886113 0,084 1,24 G C
rs9348512 0,336 0,85 A T
rs2253407 0,472 0,92 T A
rs4733664 0,444 1,10 T A
rs10965163 0,089 0,84 T A

rs183211 0,299 1,25 A T
rs9303542 0,262 1,12 G C

rs344008 0,047 1,21 A T
rs4691139 0,472 1,20 G C
rs10088218 0,107 0,86 A T
rs3814113 0,308 0,77 C G
rs67397200 0,266 1,16 G C

rs184577 0,276 0,85 A T
rs13039229 0,168 0,90 C G

rs619373 0,439 1,30 A C
rs13387042 0,463 1,20 A C
rs10941679 0,248 1,15 G C
rs2046210 0,397 1,11 A T

rs8170 0,140 1,26 A T
rs10771399 0,145 0,79 G C
rs10069690 0,276 1,06 T A
rs4973768 0,449 1,11 T A

rs614367 0,127 1,15 T A
rs3803662 0,252 1,20 A T
rs1292011 0,416 0,92 G C

rs865686 0,388 0,89 G C
rs10995190 0,192 0,86 A T
rs2981579 0,397 1,43 A T
rs11075995 0,178 1,03 T A

rs909116 0,486 1,17 T G
rs11249433 0,500 1,11 G C
rs58847541 0,159 1,08 A T

rs889312 0,248 1,13 C G
rs6001930 0,103 1,12 C G
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rs941764 0,383 1,03 G C
rs12443621 0,495 1,11 G C
rs6472903 0,145 0,94 G C
rs12710696 0,308 1,03 T A
rs9790879 0,388 1,10 C G
rs17356907 0,285 0,91 G C
rs6828523 0,084 0,91 A T
rs1045485 0,150 0,88 C G
rs8009944 0,262 0,88 C G
rs10931936 0,395 0,88 T A
rs2363956 0,463 1,19 T A
rs4849887 0,150 0,91 T A
rs7072776 0,308 1,05 A T
rs11552449 0,210 1,04 T A
rs6762644 0,313 1,05 G C
rs17631303 0,234 1,27 G C
rs3760982 0,495 1,05 A T
rs9790517 0,192 1,04 T A
rs10472076 0,360 1,03 C G
rs204247 0,444 1,04 G C
rs1436904 0,411 0,95 G C
rs11199914 0,299 0,96 T A
rs11820646 0,402 0,96 T A
rs527616 0,369 0,97 C G
rs3903072 0,435 0,97 T A
rs6504950 0,252 0,95 A T
rs1550623 0,187 0,94 G C
rs6815814 0,444 1,06 C G
rs720475 0,304 0,96 A T
rs10995201 0,187 0,90 G C
rs17817449 0,374 0,95 G C
rs1353747 0,075 0,96 G C
rs2304277 0,182 1,00 A T
rs1466785 0,416 1,00 T A
rs616488 0,322 0,94 G C
rs72755295 0,028 1,15 G C
rs4442975 0,481 0,89 T A
rs16857609 0,248 1,06 T A
rs1432679 0,491 1,08 C G
rs3757322 0,369 1,08 G C
rs9397437 0,089 1,17 A T
rs2747652 0,477 0,94 T A
rs11977670 0,355 1,06 A T
rs9693444 0,364 1,06 A T
rs13365225 0,145 0,91 G C
rs2943559 0,093 1,10 G C
rs13281615 0,486 1,11 G C
rs10816625 0,103 1,11 G C
rs13294895 0,178 1,06 T A
rs11814448 0,028 1,12 C G
rs704010 0,453 1,07 T A
rs554219 - 1,21 G C
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rs75915166 0,061 1,28 A T
rs12422552 0,313 1,06 C G
rs7297051 0,234 0,89 T A
rs11571833 0,014 1,35 T A
rs2236007 0,252 0,93 A T
rs2588809 0,243 1,06 T A
rs4784227 0,238 1,23 T A
rs13329835 0,229 1,07 G C
rs6507583 0,084 0,92 G C
rs4808801 0,336 0,93 G C
rs2823093 0,243 0,94 A T
rs10474352 0,159 0,94 T A
rs2290203 0,215 0,94 A T
rs2992756 0,481 1,06 T A
rs7529522 0,313 1,06 C G
rs13066793 0,107 0,94 G C
rs9833888 0,215 1,06 T A
rs72749841 0,243 0,93 C G
rs1895062 0,481 0,94 G C
rs72826962 0,014 1,20 T A
rs78269692 0,056 1,09 C G
rs16991615 0,079 1,10 A T
rs73161324 0,033 1,06 T A
rs676256 0,397 0,91 C G
rs113577745 0,093 1,08 G C
rs58058861 0,117 1,06 A T
rs45631563 0,042 0,81 T A

Tablal: SNPs utilizados para el calculo de PRS. Cada SNPs tienen asociado una
frecuencia en la poblacién espafiola, un OR o riesgo relativo y un alelo mayoritario y

minoritario.

3.3 Calculo del “PolyGenic Risk Score”, PRS

El valor PRS se baso en el efecto combinado de los 121 SNPs
estadisticamente asociados a cancer de mama esporadico descritos en la
tablal. Esta estrategia considera un efecto independiente de cada SNPs
ignorando un posible modelo multiplicativo [52]. El valor de PRS utilizado en el

estudio tiene la siguiente formula:

PRS = B1x1+p B2x2 + ... + Bkxk
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Donde los valores xk corresponden a los alelos de riesgos (0, 1 o 2) segun la
cigosidad de cada SNPs. Los valores Bk son los ORs de los alelos de riesgo
obtenidos de su asociacion a cancer de mama. Esta estrategia ha sido utilizada
en otros estudios similares. El valor obtenido es normalizado usando la

mediana del valor PRS de las mujeres sanas de la cohorte.

3.4 Estudio Estadistico

En el andlisis fenotipico, las categorias fueron transformadas en variables
cuantitativas usando los OR descritos en el estudio de Pollan [53], excepto la
historia familiar cuyos OR fueron basados en el estudio de Pharoa [12].
Ademas, la edad de la mujer (el diagndstico en casos y la de toma de los datos
en controles) se agruparon en 5 afios, como se ha propuesto en otros estudios

similares [54].

Para el estudio univariable, se aplicé una regresion logistica para cada factor
de riesgo ajustada por la edad y en el caso de la variable genética PRS fue
ajustada también por las 5 primeras componentes principales. Los coeficientes
de los modelos fueron estandarizados mediante la librearia de R reghelper [55].
La interaccion entre términos fue evaluada mediante el test LTR. Todos los
analisis fueron bajo la premisa de dos colas y con un umbral de pValue de
0,05.

Para confirmar la independencia entre las variables genéticas y fenotipicas se
empled la correlacion de Spearman usando solo los controles de la cohorte

estudiada.

Para el estudio multivariable se realizdé una regresion logistica utilizando todas
las variables estadisticamente significativas obtenidas en el apartado anterior,
incluida las interacciones entre términos. La historia familiar y la edad de la
menarquia también se incorporaron al analisis, aunque no fueron significativas,
por la fuerte relacién con el fenotipo descrito tras una exhaustiva revision
bibliografica. La significacion estadistica del modelo multivariable fue evaluada
mediante Wald Test [56].
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La precision de los modelos logisticos fue evaluada mediante el test de ajuste
de bondad Homer-Lemeshow usando deciles [57]. Para la evaluacion de la
capacidad discriminante entre casos y controles de los diferentes modelos se
evalud la curva ROC [58]. Este calculo se realizé usando la libreria de R pROC
[59]. Para evitar la sobreestimacion de los modelos se calcularon los intervalos
de confianza al 95% (Cl) mediante una estrategia de validacion cruzada [60].
Este paso se realizé mediante el uso de 1000 permutaciones con una seleccion
aleatoria del 90% de la cohorte para la formacion del modelo y el 10% restante

para su evaluacién como cohorte de testeo.

Finalmente, los valores de riesgos obtenidos del modelo multivariable para
cada mujer de la cohorte caso-control fue ordenado por deciles y se calculé el
OR de los deciles extremos frente al rango central del 40-60%.

3.5 Interpretacion bioldgica y funcional de los SNPs significativos

Los SNPs seleccionados como estadisticamente significativos para el estudio
de PRS fueron funcionalmente analizados mediante el método “Ensembl
Variant Effect Predictor” (VEP), version 103 [61]. Mediante este método se
obtiene informaciéon funcional asociada a las variantes. Entre los puntos mas
importantes esta el gen afectado, la consecuencia, el impacto en funcion de las
diferentes isoformas que conforman el gen o el dominio funcional de la proteina
gue puede verse afectada. En este ultimo punto, la informacion proporcionada
fue basada en las bases de datos “PHATHER” [62] y “PFAM” [63].

Otras fuentes de informacion funcional utilizadas en este andlisis fueron las
frecuencias descritas en diferentes poblacionales obtenidas del consorcio
gnomeAD [64], la relevancia clinica utilizando ClinVar [65], predictores de
patologia como SIFT [66] y POLYPHEN [67]. Ademas del posible efecto de las
variantes en la estabilidad de la proteina, también se evalu6é la posible
afectacion en zonas regulatorias, entre otras, los sitios de union de factores de

transcripcion.

Las funciones bioldgicas de los genes afectados fueron analizadas mediante la
ontologia Gene Ontology [68] y las rutas metabdlicas a la cual pertenecen
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fueron analizadas mediante las bases de datos KEGG [69] y Reactome [70]. El
estudio de enriquecimiento funcional fuera realizado mediante TopFunc [71] y

el estudio de redes mediante Cytoscape [72].
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Capitulo 4. Resultados:

4.1 Descripcién de la cohorte y edad como posible variable
cofundadora

La cohorte final estudiada la componen 1126 mujeres; 463 fueron casos y 663
se clasificaron como controles segun las especificaciones definidas en la
seccion de métodos. La cohorte caso control se define con una proporcion

1:1,4 aproximadamente.

La edad es uno de los factores de riesgo mas importante para la estratificacion
de la poblacion, por eso esta variable puede desviarse en la cohorte entre las
mujeres clasificadas como controles y como casos, pudiendo tener un efecto
cofundador. La cohorte presenta una distribucion de edades que van desde 25
hasta 78 afos teniendo una mediana de 51 afios. Debido a que las edades se
van a agrupar en diferentes categorias (en lustros), las colas 1% y 99%
percentil de edades son eliminadas del estudio. Este método de agrupamiento
tiene como finalidad definir grupos cuya representatividad sea homogénea.
Este caso, las mujeres menores de 25y mayores de 70 afos fueros eliminados
del estudio. La distribucion acumulativa y los umbrales se observan en la

Figura 3.
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Figura3. Distribucion de edades en afios en la cohorte. Las lineas verticales marcan los

umbrales de edad al 1% y al 99% que seran eliminados del estudio.

Para verificar que no existe desplazamiento respecto la edad en la cohorte
estudiada, tanto en controles como en casos, se realizo un test de Wilcoxon
utilizando las dos distribuciones numéricas de edades. El pValue obtenido fue
0,27, rechazandose la hipotesis alternativa y aceptando la hipotesis nula de
gue ambas distribuciones de edades, tanto en controles como en casos,

presentan la misma distribucion (ver Figura 4).
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Figura4. Distribuciones de edades en afios en la cohorte para Casos y Controles. Mediante un

test de Wilcoxon no se observan diferencias estadisticas.

Después, las edades de las mujeres se clasificaron en lustros, de 25-30 afios a
65-70. Las categorias adquieren un valor numérico creciente desde el valor 0
para las mujeres en rangos de edad entre 25-30 afios, hasta el valor 8 en
rangos 65-70. A partir de este punto, las edades trabajadas en el modelo se

basaran es esta variable numérica.
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4.2 Descripcién genotipica de la cohorte de validacion.

Los resultados sobre la frecuencia de los SNPS analizados estan descritos en
la tabla 2. En dicha tabla se puede observar la frecuencia del alelo mayoritario
(o més frecuente) dentro de la cohorte estudiada y el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Este estimador nos indica que la composicion genética de una
poblacion permanece en equilibrio mientras no actue la selecciéon natural ni
ningun otro factor y no se produzca ninguna mutacion. Si esto se cumple, las
frecuencias de las diferentes variantes estardn en un valor de equilibrio.
Normalmente, en los estudios GWAs, las variantes que no siguen esta ley
(pValue <=0,001) son eliminadas del estudio. En esta cohorte, ningin SNPs fue
eliminado debido a esta ley.

Adicionalmente se valoré el porcentaje de error del genotipado para los
diferentes alelos en la cohorte. Se observo que 10 SNPs dieron errores en

todas las muestras analizadas y fueron eliminados del estudio.
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ID Alelos Mayor_Freq HWE %Error
rs10816625 AIG 92,3 0,202955 0,8
rs10931936 CIT 72,3 0,231427 1
rs10941679 AIG 78,9 0,718949 0,7
rs10965163 CIT 91 0,140429 0,8
rs10995190 G/A 86,8 0,602154 0,5
rs10995201 AIG 86,3 0,899537 0,6
rs11075995 NA NA NA 100
rs11196174 AIG 67 0,588263 11
rs11196175 T/IC 68,2 0,534998 1
rs11199914 CIT 69,6 0,066396 0,7
rs11249433 AIG 56,9 0,465251 0,3

rs113577745 CIG 88,4 0 1
rs11552449 CIT 83,8 1 0,7
rs11571833 AIT 99 1 11
rs11814448 AIC 97,2 0,205525 0,5
rs11820646 CIT 63,1 0,519719 1.4
rs11977670 G/A 60,9 1 0,5
rs12422552 G/C 68 1 0,6
rs12443621 G/A 51,9 0,904724 0,8
rs12710696 CIT 64,9 0,049295 0,5

rs1292011 AIG 64,5 0,153844 8,3
rs13039229 AIC 81,1 0,062225 2,1
rs13066793 AIG 91,3 0,571431 0,9
rs13281615 AIG 52,5 0,308789 0,4
rs13294895 CIT 82,5 0,408708 0,5
rs13329835 AIG 74,8 0,936793 0,6
rs13365225 AIG 81,1 0,120338 0,1
rs13387042 AIG 56,8 0,426456 1,4
rs1353747 T/G 91,3 0,022829 0,4
rs1432679 CIT 50,4 0,082697 0,7
rs1436904 NA NA NA 100
rs1466785 CIT 58,1 0,295479 11
rs1550623 AIG 85,6 0,627699 1,2
rs16857609 CIT 73,9 0,351917 0,6
rs16886113 T/G 91,6 0,115621 1
rs16991615 G/A 90,8 1 0,5
rs17356907 AIG 71,4 0,826796 0,2
rs17631303 NA NA NA 100
rs17817449 T/G 59,5 0,710082 0,4
rs183211 NA NA NA 100
rs184577 G/A 72,2 0,501828 0,8
rs1895062 AIG 55,6 0,089941 0,6
rs204247 AIG 54 0,904172 0,7
rs2046210 G/A 60,9 0,130299 1,8
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rs2236007 G/A 77,7 0,434699 2
rs2253407 GIT 52,8 0,18487 15
rs2290203 G/A 80,1 0,091301 0,4
rs2290854 G/A 64,4 0,103045 0,8
rs2304277 G/A 80,1 0,512669 0,4
rs2363956 T/G 51,4 0,168079 0,9
rs2420946 CIT 56,8 0,329483 0,8
rs2588809 CIT 76,6 0,505315 0,5
rs2736108 CIT 73,2 0,170136 0,7
rs2747652 CIT 51,2 0,403077 0,5
rs27633 T/G 59 1 2,3
rs2823093 G/A 77,7 0,931144 0,6
rs2943559 AIG 90,2 0,017751 0,7
rs2981579 G/A 56,1 0,145255 0,5
rs2992756 CIT 50,6 0,629625 2,2
rs344008 NA NA NA 100
rs3757322 T/G 62,3 0,277976 11
rs3760982 G/A 53,6 0,0629 0,4
rs3803662 G/A 67 0,31122 0,3
rs3814113 NA NA NA 100
rs3903072 GIT 53,4 0,763551 11
rs4442975 GIT 54,3 1 0,6
rs45631563 AIT 94,1 0,424291 0,6
rs4691139 NA NA NA 100
rs4733664 CIT 51,1 0,857504 0,8
rs4784227 CIT 71 0,109957 0,7
rs4808801 AIG 66,3 0,0268 1,2
rs4849887 CIT 87,6 0,784784 0,8
rs4973768 T/IC 53 0,163862 2,3
rs527616 G/C 61,5 0,613379 0,6
rs554219 CIG 89,8 0,512606 1
rs58058861 G/A 83,6 0,299998 10,4
rs58847541 G/A 88,3 0,248154 0,4
rs6001930 T/IC 90,1 0,044223 0,9
rs614367 CIT 88,4 0,186909 0,5
rs616488 AIG 71,3 0,37584 2,8
rs619373 G/A 89 0,064838 0,1
rs6472903 T/G 87,2 0,593968 0,4
rs6504950 G/A 74 0,074293 0,4
rs6507583 AIG 91,2 0,452048 1,6
rs6682208 CIT 61,2 0,115162 0,7
rs67397200 NA NA NA 100
rs676256 NA NA NA 100
rs6762644 AIG 66,1 0,894228 0,3
rs6815814 AIC 60,2 0,150061 1,2
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rs6828523 C/IA 88,8 0,366973 0,4
rs704010 CIT 58,7 1 0,2
rs7072776 G/A 70,5 0,666493 0,5
rs720475 G/A 72,3 0,822017 15
rs72749841 T/IC 74,9 0,025742 0,4
rs72755295 AIG 97,6 1 0,2
rs72826962 CIT 98,6 1 1,2
rs7297051 CIT 77,4 0,087652 0,5
rs73161324 CIT 95,1 0,747372 1
rs7529522 T/IC 73,3 0,126049 0,5
rs75915166 C/IA 95,4 0,509239 0,1
rs78269692 T/IC 97,4 0,175233 0,3
rs8009944 AIC 72,7 0,019443 0,9
rs8170 G/A 82,3 0,182619 0,3
rs865686 T/G 62,7 0,002838 115
rs889312 AIC 67,8 0,836598 14
rs909116 T/IC 54 0,047404 0,3
rs9303542 NA NA NA 100
rs9348512 C/IA 70,9 0,612337 0,8
rs9397437 G/A 91,7 0,692953 0,3
rs941764 AIG 66,8 0,590312 0,5
rs9693444 C/IA 64,6 0,557365 0,4
rs9790517 CIT 81 0,62627 0,7
rs9790879 T/C 64,7 0,359586 0,6
rs9833888 GIT 81,9 0,26904 0,4

Tabla 2. Principales estimadores globales de los SNPs analizados en el PRS,

Adicionalmente, para evaluar la posible diferencia en la prevalencia de los
diferentes alelos entre los casos y los controles se realiz6 un estudio de
asociacion Caso/Control bajo diferentes modelos de herencia, como puede

observarse en la tabla 3.

38



ID codominant | dominant recessive | overdominant | log-additive
rs10069690 | 0,4121215 | 0,1852462 | 0,7755006 0,2348987 0,2495184
rs10088218 NA NA NA NA NA

rs1045485 NA NA NA NA NA
rs10472076 | 0,4436773 | 0,3034684 | 0,7092241 0,2047964 0,5923837
rs10474352 | 0,6771622 | 0,7607581 | 0,3797319 0,9882573 0,5977921
rs10771399 | 0,00428685 | 0,00096359 | 0,77403537 | 0,00103007 0,00109939
rs10816625 | 0,15511539 | 0,32561046 | 0,06531543 | 0,61442921 0,17735933
rs10931936 | 0,5180367 0,259363 0,9061104 0,2785554 0,33831
rs10941679 | 0,9958649 | 0,9924885 | 0,9284776 0,977335 0,9685604
rs10965163 | 0,2374645 | 0,5345024 | 0,1647113 0,3012066 0,8301625
rs10995190 | 0,9875185 | 0,8798123 | 0,9890379 0,8740889 0,8931304
rs10995201 | 0,6290834 | 0,3664113 | 0,9059617 0,3361879 0,4344632
rs11075995 NA NA NA NA NA
rs11196174 | 0,8762319 | 0,6406614 | 0,9505463 0,6140023 0,7467475
rs11196175 | 0,6404629 | 0,3538111 | 0,9114511 0,3876894 0,4481424
rs11199914 | 0,6455564 | 0,5538703 | 0,6288515 0,3661125 0,8235699
rs11249433 | 0,7976407 | 0,6198467 | 0,7864646 0,5024836 0,8543327
rs113577745 | 0,4387977 | 0,3466225 | 0,7462255 0,2055632 0,5715001
rs11552449 | 0,07575157 | 0,50786548 | 0,05141785 | 0,17639016 0,99483272
rs11571833 | 0,1260976 NA NA NA NA
rs11814448 | 0,5224881 0,254944 0,8028651 0,2673492 0,2588885
rs11820646 | 0,03192458 | 0,36132947 | 0,00868898 | 0,36336443 0,04978379
rs11977670 | 0,09154845 | 0,03033362 | 0,67814078 | 0,07354319 0,08392105
rs12422552 | 0,9077514 0,665798 0,8302351 0,7613733 0,6705912
rs12443621 | 0,6069376 | 0,7927495 | 0,4111874 0,3544334 0,7443175
rs12710696 | 0,19668944 | 0,45082023 | 0,07391261 0,7008605 0,1546009
rs1292011 0,540892 0,6842492 | 0,2677648 0,7195232 0,4012719
rs13039229 | 0,04573643 | 0,02417766 | 0,75352674 | 0,01300238 0,07961665
rs13066793 | 0,4391009 | 0,8798924 | 0,2257787 0,6365164 0,883139
rs13281615 | 0,8512644 | 0,6220515 | 0,9258378 0,6010253 0,7990695
rs13294895 | 0,5407261 | 0,4690163 | 0,3223931 0,6968137 0,346474
rs13329835 | 0,11870176 | 0,24417643 | 0,19836173 | 0,06557991 0,66569897
rs13365225 | 0,8316134 | 0,7403449 0,675906 0,6266582 0,8693738
rs13387042 | 0,01155227 | 0,00373778 | 0,09536713 | 0,15405305 0,00430574
rs1353747 0,2451791 | 0,2866028 | 0,3378962 0,1553486 0,4980067
rs1432679 | 0,01337568 | 0,08758605 | 0,00512157 | 0,37775991 0,0055392
rs1436904 NA NA NA NA NA
rs1466785 0,0453235 | 0,02920633 | 0,71601099 0,0179691 0,20462246
rs1550623 0,9564775 | 0,9630725 | 0,7845078 0,886778 0,9678177
rs16857609 | 0,5160024 | 0,2992275 | 0,8820894 0,2519569 0,4482632
rs16886113 0,42728 0,4592074 | 0,2218617 0,687278 0,323954
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rs16991615 | 0,7883433 | 0,4921905 | 0,8455606 0,5136996 0,493878
rs17356907 | 0,09198229 | 0,05747714 | 0,10794968 | 0,29754803 0,02978004
rs17631303 NA NA NA NA NA
rs17817449 | 0,7366269 | 0,9779843 | 0,4555301 0,5967671 0,6771022
rs183211 NA NA NA NA NA
rs184577 0,8566518 | 0,9060978 | 0,5792052 0,8638276 0,7465709
rs1895062 0,9033986 | 0,8609197 | 0,7442043 0,6671601 0,943616
rs204247 0,4051194 | 0,2526959 | 0,2946597 0,858306 0,1790275
rs2046210 0,5680499 | 0,2982319 | 0,5972634 0,5277366 0,3100464
rs2236007 0,8098458 | 0,7625036 | 0,6351907 0,6070061 0,9315807
rs2253407 0,2613226 | 0,3359817 | 0,1141305 0,639567 0,1249389
rs2290203 0,5201966 | 0,6588528 | 0,3581089 0,4282841 0,9249922
rs2290854 0,0827388 | 0,57555558 | 0,05707635 | 0,07944055 0,61980803
rs2304277 0,4645729 | 0,2704446 | 0,8183456 0,2160477 0,3989891
rs2363956 0,2116731 | 0,7378901 | 0,1339463 0,1103891 0,4900391
rs2420946 9,05E-05 | 0,00011882 | 0,0016236 0,2779773 1,73E-05
rs2588809 0,9036838 | 0,8259646 | 0,6614527 0,9802521 0,7294032
rs2736108 0,9976248 0,987408 0,9450797 0,985541 0,9678897
rs2747652 0,2186702 0,766773 0,1251546 0,1216714 0,4607756
rs27633 0,9747423 | 0,8239843 | 0,9109578 0,8979217 0,8317055
rs2823093 0,5561932 | 0,3644221 | 0,4088432 0,5808451 0,2897438
rs2943559 | 0,20537662 | 0,12038014 | 0,49783189 | 0,09619529 0,15778391
rs2981579 | 0,00189554 | 0,00138121 | 0,01101288 | 0,35464068 0,00043916
rs2992756 0,6407846 | 0,5857541 | 0,3629724 0,7567552 0,3747918
rs344008 NA NA NA NA NA
rs3757322 0,8917316 | 0,8471637 | 0,6338984 0,8914548 0,7044059
rs3760982 0,6508658 | 0,5503715 | 0,3814083 0,8524982 0,3760443
rs3803662 | 0,00376528 | 0,57237634 | 0,00099478 | 0,11401996 0,0469107
rs3g814113 NA NA NA NA NA
rs3903072 | 0,17511538 | 0,70599376 | 0,06427855 | 0,23584533 0,18411457
rs4442975 | 0,02796762 | 0,02611758 | 0,03258564 0,7563553 0,00749571
rs45631563 | 0,2543313 | 0,1617539 | 0,5156997 0,2113369 0,2543313
rs4691139 NA NA NA NA NA
rs4733664 | 0,13123319 | 0,04422969 | 0,43003702 0,2703152 0,08393439
rs4784227 | 0,00887257 | 0,14138946 | 0,00240245 | 0,74556712 0,01335619
rs4808801 0,4669194 | 0,2782547 | 0,3514502 0,6415157 0,2173498
rs4849887 | 0,04183502 | 0,03169957 | 0,44232588 | 0,01445939 0,08362183
rs4973768 | 0,01039465 | 0,00287474 | 0,63737415 | 0,02283687 0,02742427
rs527616 0,09089373 | 0,29323233 | 0,03121841 0,6315307 0,06469653
rs554219 0,00021901 | 0,00015652 | 0,02457654 | 0,00086033 5,75E-05
rs58058861 | 0,3485545 | 0,3496249 | 0,3845583 0,2152754 0,5548427
rs58847541 | 0,00788216 | 0,00310706 | 0,13352533 0,0082097 0,00195527
rs6001930 0,4111423 | 0,3206046 | 0,3116953 0,4027424 0,2640827
rs614367 0,00072886 | 0,00032882 | 0,06344519 | 0,00128629 0,00016298
rs616488 0,23718508 | 0,199726 | 0,51710876 | 0,09283433 0,47971633
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rs619373 0,6411363 | 0,4903576 | 0,4210114 0,6610242 0,3992088
rs6472903 | 0,09403209 | 0,06450234 | 0,47356925 | 0,03614009 0,13147673
rs6504950 0,8688076 0,624455 0,9738593 0,6005183 0,7125736
rs6507583 | 0,18467843 | 0,06664486 | 0,67646706 | 0,07577782 0,06781983
rs6682208 | 0,12166583 | 0,09847583 | 0,50565102 | 0,04080335 0,4016838
rs67397200 NA NA NA NA NA

rs676256 NA NA NA NA NA

rs6762644 0,6594531 | 0,9194996 | 0,3719179 0,6404678 0,6182946
rs6815814 0,2658005 | 0,5825017 | 0,1037175 0,5259548 0,2134396
rs6828523 0,2805605 | 0,3441073 | 0,3061633 0,1999507 0,5615635

rs704010 0,9248823 | 0,6952014 | 0,9366043 0,7546545 0,756235
rs7072776 0,7681271 | 0,6162678 | 0,7242761 0,4810455 0,8112194

rs720475 0,5634928 | 0,2841402 | 0,7535422 0,3561496 0,3263781
rs72749841 | 0,08427487 | 0,43755384 | 0,02686688 | 0,83739482 0,14039735
rs72755295 0,225525 NA NA NA NA
rs72826962 | 0,1559148 NA NA NA NA
rs7297051 | 0,10730767 | 0,22857249 | 0,04784914 | 0,67214198 0,08798103
rs73161324 | 0,9607762 | 0,9761888 | 0,7847778 0,9376072 0,9865193
rs7529522 | 0,01936122 | 0,45485419 | 0,01579596 | 0,05609616 0,7501886
rs75915166 | 0,6129726 | 0,4498202 1 0,3979656 0,6129726
rs78269692 0,670487 0,6878494 0,515269 0,8599899 0,670487
rs8009944 0,2790718 | 0,2089924 | 0,1751983 0,621463 0,1206815

rsg170 0,9291733 | 0,7405136 0,928963 0,703263 0,8033721

rs865686 0,5359875 | 0,3348126 | 0,3787138 0,7604248 0,2642749

rs889312 0,19160084 | 0,10720644 | 0,19373419 | 0,41248733 0,06917039

rs909116 0,4868494 0,294257 0,3813745 0,806084 0,2315649
rs9303542 NA NA NA NA NA
rs9348512 0,9387827 | 0,7968581 | 0,7562247 0,9290591 0,7375225
rs9397437 0,7739317 | 0,6320193 | 0,6576209 0,5646535 0,7108719

rs941764 0,7647693 | 0,8217891 | 0,5529733 0,5529251 0,9138823
rs9693444 | 0,19510332 | 0,28270908 | 0,31005958 | 0,07914358 0,78193096
rs9790517 | 0,12278665 | 0,06498586 | 0,69275475 | 0,04102543 0,14163338
rs9790879 0,5090419 | 0,2501653 | 0,8464104 0,3125079 0,3446578
rs9833888 0,4392184 | 0,4321069 | 0,2409632 0,7011176 0,2919721

Tabla 3. Valores de significancia estadistica de los diferentes SNPs en un estudio caso/control

bajo diferentes modelos de herencia,

Utilizando un umbral de significancia estadistica de un pValue de 0,05, se

obtienen bajo el modelo dominante un total de 14 SNPs como significativos,
estos son: rs10771399, rs11977670, rs13039229, rs13387042, rs1466785,
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rs2420946, rs2981579, rs4442975, rs4733664, rs4849887, rs4973768,
rs554219, rs58847541 y rs614367, Por otro lado, usando un modelo recesivo,
obtenemos 12 SNPS significativos, 8 exclusivos del modelo recesivo, Estos
son: rs11820646, rs1432679, rs3803662, rs4784227, rs527616, rs72749841,
rs7297051, rs7529522.

Estos resultados se pueden visualizar de forma global en la Figura 5.
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Figura 5. Valores de —log(pValue) frente a diferentes modelos de herencia de los SNPs
estadisticamente mas significativos.
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El valor PRS basado en todos los SNPs estudiados y que estan descritos en la
tabla 2 presenta en la cohorte estudiada un OR por 1 desviacion estandar (SD)
de 1,41, correspondiendo un intervalo de confianza al 95% de 1,24-161 y un
pValue en la regresion de 6,30 x10-8, Desglosando el valor de OR del PRS en
diferentes franjas del 5%, se observa que mujeres en el decil mas bajo (5%), la
distribucién PRS presenta un OR de media de 0,38 (95 CI 0,22-0,63 y pValue
de 0,0026) con respecto a las mujeres de los deciles medios (40%-60%), Este
resultado indica que las mujeres cuyo valor de PRS esté en el decil mas bajo
presenta, como media, 2,5 veces menos probabilidad de desarrollar cancer de
mama respecto a las mujeres cuyo PRS estan en los deciles centrales 40-60%,

Por otro lado, las mujeres con valores de PRS en el decil mas alto (95%)
exhiben un valor medio de OR de 1,87 (95% CI: 1,16 - 3,08, pValue 0,036),
Figura 6. Es decir, las mujeres cuyo PRS estan en el decil mas alto presenta
una media de 1,87 veces mas probabilidad de desarrollar cancer de mama

respecto a las mujeres cuyo PRS estan en los deciles intermedios 40-60%,

OR

5% 10% 20% 80% 90% 95%
deciles

Figura 6. OR basado en PRS dividido por deciles de 5%. Los valores de referencia fueron los obtenidos en el intervalo

40-60%. Las barras indican los intervalos de confianza a los 95% estimados mediante regresién logistica.
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Adicionalmente, el valor PRS presenté una capacidad discriminarte mediante
regresion logistica y curva ROC de 0,62, con un intervalo de confianza al 95%
de 0,56-0,66.

Respecto al analisis funcional de los SNPs que forman parte del calculo de
PRS, el enriguecimiento funcional de los genes en los cuales afecta dichos
SNPs utilizando Gene Ontology , KEGG y Reactome como base de datos de
referencia esta descrito en la Figura 7.
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Figura 7. Numero de genes observados asociados a los términos de Gene Ontoloy, KEGG y Reactome mas

significativos estadisticamente basados en la lista de genes que afecta los SNPs seleccionados para el calculo de PRS.

Las categorias funcionales mas significativas son la reparacion de DNA,
actividad catalitica y unién a microtubulos. Estas funciones estan directamente
relacionadas con el cancer de mama. Respecto a la categoria “reparacion de
DNA”, es observada en 11 de los 84 genes que hay en total, lo que
corresponde con un 13% del total del grupo. Es la categoria mas representativa
y pretende reparar el dafio de DNA que puede ser por causa de motivos

enddgenos y exdgenos.

La relaciéon funcional entre los genes afectados por los SNPs estadisticamente
significativos seleccionados en este trabajo se corrobora mediante el estudio de
redes de interaccion entre proteinas. Estudiando la posible relacion entre los
genes seleccionados mediante su posible interaccion fisica y su relacién con
rutas metabdlicas mediante la teoria de redes se observa una alta correlacion

fisica y funcional, Figura 8.
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Figura 8. Red de interaccién entre los genes afectados por los SNPs seleccionados. Las lineas rosas hacen

referencia a la interaccion proteina - proteina, Las lineas gris relacion proteina — ruta metabdlica.

En este estudio se puede observar una alta densidad de interaccion fisica y
funcional entre genes y rutas metabdlicas. La distribucion del numero de
conexiones obtenida en la red esta descrita en la Figura 9.
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Figura 9. Distribucién del nimero de conexiones por gen de interés.
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Se puede observar en la distribucion como la mayoria de los genes tiene un
namero bajo de conexiones mientras que un grupo pequefio de genes presenta
mayor conectividad, estos genes son los denominados “Hubs”. Esta
distribucién presenta una posible relacion exponencial que coincide con las
distribuciones descritas en la literatura para redes biolégicas mediante la “ley
de poder” [73]. Segun dicha ley, se podria considerar estos genes con alta
conectividad o “Hubs” como genes de alta importancia funcional y, por tanto,

con poca tolerancia a pérdida de funcion mediante alteraciones patologicas.

Los genes que presentan mayor conectividad son TERT, BRCA2, ESR1 y
XRCCS6, Estos genes presentan una fuerte relacion funcional entre si, estando
asociadas a la ruta de cancer de mama y a la regulacion de teldmeros, otro

proceso relacionado con el desarrollo tumoral, Figura 10.

BRCA2

Figura 10. Red de interaccion entre los genes con mayor conectividad, Lineas rosas hacen referencia a la

interaccion proteina - proteina, Linea gris relacién proteina — ruta metabdlica.

Respecto al estudio de las consecuencias sobre la proteinas de los SNPs
seleccionados, se puede observar como la gran mayoria de estas
consecuencias, utilizando todos los transcritos descritos en Ensembl version
103, afectan principalmente a regiones no codificantes, es decir, regiones

intronicas (50%), no codificantes (15%), regiones regulatorias “up/down stream”
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(18%) o posibles sitios de unidon a factores de transcripcion (5%) o incluso a
regiones no asociadas a ningun gen o intergénicas (3%),Figuralo.

El porcentaje de las variantes que afectan a la region codificante usando
cualquiera de los transcritos descritos en ensembl es menor al 2%. Estos
resultados son coherentes a lo esperado en SNPs asociado a susceptibilidad,
ya que debe tener una afectacion ligera o no altamente penetrante. Este tipo de
alteracion se asocia a zonas regulatorias 0 a leves alteraciones sobre la

estructura de la proteina, Figurall.

El 30 % fueron sinénimas en la distribucion de las variantes que afectan a la
parte codificante, es decir, no hay cambio entre los aminoacidos y, por tanto, es
neutral para la estructura de la proteina. Un 58% fueron variantes que
modificaron el aminoacido original de la proteina y por tanto tiene modificacion
de secuencia de la proteina original y un posible efecto estructural en la misma.
Finalmente, un 12% tuvieron un efecto aparentemente patolégico de alto

impacto al generar una posible proteina truncada.

( Consequences (all) | ( Coding consequences
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@ non_coding_transcript_variant: 15%
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Figurall, Distribucién de consecuencias asociadas a los SNP seleccionados en el célculo de PRS,

4.3 Descripcion fenotipica de la cohorte de validacién

Los resultados de significancia estadistica para las variables fenotipicas

usando la cohorte de validacién son descritos en la tabla 4.
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Factor de Categoria Descripcion Numero % NUmero % OR ORCI p-value
Riesgo Controles casos Casos 95%
controles
0 30-35 years 28 4,36 16 3,52
1 35-40 years 58 9,03 28 6,15
2 40-45 years 84 13,08 63 13,85
3 45-50 years 138 21,50 115 25,27
4 50-55 years 158 24,61 86 18,90
Edad 1,05 | 0,79- | 0,27
1,13
5 55-60 years 113 17,60 94 20,66
6 60-65 years 47 7,32 37 8,13
7 >65 years 16 2,49 16 3,52
0 From 0 to 10% 99 15,42 51 11,21
1 From 11 to 116 18,07 53 11,65
25%
2 From 26 to 185 28,82 116 25,49
Densidad 50% 1,46 | 1,21- | 1,64E-
1,71 07
Mamaria 3 From 51 to 181 28,19 133 29,23
75%
4 Greater than 61 9,50 102 22,42
75%
0 Less than 20 33 514 23 5,05
years
1 From 20 to 24 165 25,70 104 22,86
years
Edad al 2 From 25 to 29 203 31,62 107 23,52
primer years
embarazo 1,15 | 1,02- | 0,03
1,31
3 From 30 to 34 106 16,51 101 22,20
years
4 Greater than 56 8,72 50 10,99
34 years
5 Nulliparous 79 12,31 70 15,38
0 Less than 46 97 15,11 47 10,33

years
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Edad de
menopausia

From 46 to 50
years

147

22,90

102

22,42

Greater than
50 years

110

17,13

71

15,60

Premenopause

87

13,55

212

46,59

Menstruating

201

31,31

23

4,97

1,96

1,72-
2,24

2,20E-
16

Edad
Menarquia

Equal to or
greater than 15
years

34

5,30

34

7,47

14 years

115

17,91

85

18,68

13 years

178

27,73

100

21,98

12 years

140

21,81

110

24,18

Less than 12
years

175

27,26

123

27,03

Null

0,00

0,66

0,89

0,78-
1,04

0,061

Ant.

Familiar

No affected
relative

468

72,90

308

67,69

A first-degree
relative
diagnosed with
breast cancer
at age 50
years or older

52

8,10

43

9,45

A first-degree
relative
diagnosed with
breast cancer
younger than
50 years

25

3,89

18

3,96

1 affected
second-degree
relative

90

14,02

79

17,36

2 affected first-
degree
relatives

0,62

1,10

2 affected
second-degree
relatives

0,16

0,44

1,05

0,93-
1,19

0,34
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6 3 or more 2 0,31 0 0,00
affected
relatives

Tabla 4. Datos de prevalencia, OR vy significancias estadisticas de cada variable fenotipica
utilizada, Todos los riesgos fenotipicos se desglosaron en sus categorias definidas.

Desglosando los resultados para cada categoria se observa que no hay
diferencias estadisticas significativas respecto a la edad entre controles y casos
obteniendo un pValue utilizando la regresion logistica de 0,27. Estos datos
corroboran el test Wilcoxon realizado con anterioridad y excluye la edad como

variable de confusion.

Respecto a la densidad mamaria, se obtuvo un valor muy significativo entre
casos y controles con un pValue de 1 e-07 y un OR de 1,46, con un intervalo
de confianza del 95% de 1,21-1,71. Desglosado en las diferentes categorias
descritas se observa que la densidad mamaria baja (categorias 0 y 1) presenta
una mayor prevalencia en controles frente a los casos, en torno al 11%. Esa
tendencia cambia en las categorias de mayor densidad mamaria cuyo maximo
se alcanza en las mujeres cuya densidad mamaria se encuentra al 75%, donde
la prevalencia en casos es del 22,42% respecto al 9,50 en controles, es decir,
la densidad mamaria de mas alta categoria (categoria 4), tienen una
prevalencia de 2,36 veces mayor en mujeres que han desarrollado cancer

frente a las mujeres que no lo han desarrollado.

Respecto a la edad de la mujer al primer embarazo de un hijo vivo se obtuvo
una modesta significancia con un pValue asociado de 0,03 y un OR de 1,15
con intervalo de confianza al 95% de 1,02-1,31. En cuanto a las categorias,
hubo mayor diferencia en controles respecto a casos en mujeres con su primer
hijo a temprana edad (de 20 a 24 afios y 25 a 29) con una diferencia de 3 %y 8
% respectivamente. Estos datos confirman que las mujeres que tienen hijos a
edades tempranas tienen menos probabilidad de padecer cancer de mama.
Esa tendencia cambia segun aumenta la edad, por ejemplo, en las mujeres que
tuvieron el primer hijo de 30 a 34 afios, presentaron un 6 % mas de casos que

controles. En la misma tendencia, aquellas mujeres que no han tenido hijos
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presentan un 3% mas de prevalencia de cdncer de mama respecto a las que

han tenido hijos.

Otra de las variables fenotipicas mas significativas junto con la densidad
mamaria fue la edad de la menopausia con un pValue de 2,2 e-16 y un OR de
1,96, intervalo de confianza al 95% de 1,71-2,24. En esta categoria se observa
gue las diferencias son en las mujeres menstruantes con un 33,31 % de los
controles y solo el 4,97 % de los casos y en las con premenopausia, donde los
casos presentan una prevalencia del 46,59 % y los controles el 13,55 %. Como
la menopausia depende de la edad y estas prevalencias pueden afectar la
distribucién de edad de las mujeres en la cohorte en validacion, se estudi6 la
posible interaccion de esta variable con la edad para corregir cualquier

desviacion en este aspecto,

Otra variable reproductiva analizada fue la edad de la menarquia. En esta
variable se obtuvo una modesta significancia de 0,061 con un OR de 0,89 e
intervalos de confianza al 95% de 0,78-1,04. Segun el OR obtenido, esta
variable es protectora, encontrandose la mayor diferencia en 13 afos, donde la
prevalencia de los controles fue en torno a un 6%. Considerando que la edad
media de menarquia en la poblacion es a los 12 afios, las mujeres que
desarrollaron la menarquia un afo después presentaron menos probabilidad de
desarrollar cancer de mama, confirmando el factor protectivo. Estas diferencias
no se observaron a edades de 14 ,15 afios o superiores. Estos ultimos datos no
concuerdan con lo esperado y puede ser debido a algun sesgo de la cohorte de
validacion por lo que estudios independientes con nuevas cohortes deben ser

realizados en el futuro para corroborar dicha relacién.

Respecto a los antecedentes familiares no se encontré ninguna significancia
estadistica, pValue de 0,34 y OR de 1,05, intervalos de confianza al 95% de
0,93-1,19. Estos resultados no concuerdan con lo esperado en la literatura
cientifica. Observando las prevalencias se puede indicar como las mujeres que
presentan un familiar afecto de segundo grado representan un 17,36% de
casos respecto al 14,02 % en controles. En el resto de las categorias no se
observaron diferencias significativas, sin embargo, este hecho puede ser
debido al bajo numero de mujeres representativas de cada categoria en
nuestra cohorte de validacion, siendo necesario ampliar la cohorte para tratar
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de obtener mayor nimero de mujeres y tratar de verificar la relacion lo que esta

descrita en la literatura cientifica.

Todas las variables significativas fueron seleccionadas para su inclusién en el
modelo multivariable. Respecto a los antecedentes familiares, a pesar de no
ser significativa, debido a las evidencias cientificas observadas y después de

un consenso clinico, se decidi6 afadirla también al modelo.
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4.3 Capacidad discriminante de las variables analizadas

Adicionalmente, para cada una de las variantes fenotipicas y para la variable
genética PRS se calculé el poder discriminante mediante la evaluacién del area
bajo la curva ROC (AUC). En este estudio, cada variable, fue ajustada a la
edad de la mujer, lo que da una estimacion mas precisa. Los resultados se
describen en la tabla 5.

Model Median AUC 95% CI AUC p-value

Densidad mamaria 0,60 0,54-0,66 2,17E-03
Edad primer hijo 0,54 0,48-0,60 1,49E-01
Edad menopausia 0,64 0,58-0,70 5,40E-09
Antec, familiares 0,52 0,47-0,58 6,45E-01
Edad menarquia 0,53 0,48-0,59 2,80E-01
PRS 0,62 0,56-0,66 3,64E-03

Tabla5, Valores de significancia estadistica, intervalos de confianza y area bajo la curva ROC

(AUC) de los modelos univariables para cada factor de riesgo ajustado por la edad de la mujer,

Segun estos resultados, las variables utilizadas presentan un importante poder
discriminante, principalmente la edad de la menopausia, PRS y densidad
mamaria con valores de 0,64, 0,62 y 0,60 respectivamente. Por el contrario, tal
y como se ha observado en la seccion anterior, las variables antecedentes
familiares y edad de la menarquia presentan una modesta capacidad de
discriminacion entre casos y controles, siendo los valores de 0,52 y 0,53

respectivamente.
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4.4 Modelo multivariable para la estratificacion de la poblacion
general en funcién de la probabilidad de sufrir cancer de mama
esporadico

Como se ha descrito en la seccion 3,2, finalmente, se decidi6 incorporar
todas las variables significativas estadisticamente. En el caso de antecedentes
familiares, a pesar de que no fue significativa, se decidié incorporarlo al modelo
por recomendacion clinica al ser un factor de riesgo ampliamente asociado a

cancer de mama esporadico en la literatura cientifica.

Para la identificacion de posibles colinealidades entre variables se
realizé una correlacion de Spearman utilizando los controles de la cohorte a

estudiada. Los resultados se describen en la Figura 12.
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Figura 12. Valores de correlacion de Spearman entre las diferentes variables introducidas en el modelo

utilizando toda la cohorte de validacion.

Segun los resultados observados no se encontré ninguna colinealidad evidente
entre las variables analizadas utilizando un umbral de +/- 0,50 de correlacion
de Spearman. Por estos resultados se incorporaron todas las variables al
modelo multivariable. Los resultados del area bajo la curva ROC (AUC) para el
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modelo multivariable con y sin interacciones pueden ser observados en la

Figura 13.
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Figura 13. Valores de la curva ROC para el modelo multivariable con interacciones (azul) y sin

interacciones (rojo).

Los resultados obtenidos para el modelo multivariable sin interacciones son de
una media en la curva ROC (AUC) de 0,74, con un intervalo de confianza al
95% de 0,71-0,77 y un pValue inferior a 2,26 e-16. Por otro lado, el modelo
multivariable usando las diferentes interacciones genera un valor medio de
AUC de 0,80, con un intervalo de confianza al 95% de 0,77-0,83 y un pValue
inferior a 2,26 e-16.

Segun los resultados obtenidos se puede indicar que el modelo multivariable
tanto con interacciones como sin interacciones tiene una capacidad
discriminante superior a todos los modelos univariables analizados.
Adicionalmente, el modelo multivariable con interacciones presenta una
capacidad discriminante superior al modelo multivariable sin interacciones, con
una diferencia media del 6%. Ambos modelos presentaron una diferencia

significativa con un pValue de 5,375 e-09. Estos resultados presentan mayor
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capacidad discriminante que otros modelos publicados con anterioridad [74],
[75].

Adicionalmente se investigo el riesgo relativo tanto en los casos como en los
controles utilizando el modelo multivariable con interacciones descrito en el
apartado anterior. Los valores de OR y porcentajes desglosados por deciles
son descritos en la Figura 14 y tabla 6.

Type

e
| I

B cortrel
Control < 10%  Case < 10%  Control 10-20%  Cose 10-20%  Conbiol 20-40% Case20-4D%  Control 60-80%  Case 60-B0%  Control B0-90%  Case BO-90%  Conbrol >80%  Case 20%
Deciles

samples

Figura 14. Distribucién de casos y controles para cada decil del riesgo obtenido utilizando el

modelo multivariable con interacciones.
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Deciles OR OR 5% OR95% p-value % Controls | %Cases
<10% 0,097 0,046 0,184 1,86E-08 9,39 0,64
10-20% 0,209 0,121 0,345 8,12E-07 8,75 1,28
20-40% 0,402 0,282 0,570 1,99E-05 27,35 8,20
60-80% 1,803 1,313 2,481 2,30E-03 8,84 11,12
80-90% 3,071 2,057 4,634 5,31E-06 3,19 6,84
>90% 12,900 5,098 23,332 3,43E-07 1,00 9,02

Tabla 6. OR y frecuencias entre casos y controles para los diferentes deciles de las muestras de
la cohorte basados en el riesgo relativo obtenido del modelo multivariable con interacciones,

Segun los resultados, se puede observar como las mujeres que presentan un
riesgo dentro del decil mas bajo (<10%) tiene una proporciébn mayor de
controles respecto a casos, con una frecuencia del 9,39% y 0,64%
respectivamente, es decir, las mujeres que presentan un riesgo en este decil
presentan 14 veces mas probabilidad de no padecer cancer de mama. Esta
tendencia se mantiene en el siguiente decil (entre el 10%-20%) con un 8,75%
de controles respecto al 1,28% de los casos, es decir, la proporcién de

controles es 6,8 veces superior a los casos.

Por el contrario, la tendencia cambia para los deciles mayores, para el decil
>=90% se observa una frecuencia del 9% de los casos respecto al 1% de los
controles, presentando un OR de 12,9. El decil 80%-90% también presenta la
misma tendencia con un OR de 3,071, es decir, las mujeres que presentan un
riesgo dentro de este decil presentan 3 veces mas probabilidad de padecer

cancer de mama en los siguientes 5 afios respecto a la poblacion general.

Estos resultados demuestran la capacidad discriminante del modelo
multivariable con interacciones dentro de la cohorte a estudio. Todos los

deciles estudiados fueron estadisticamente significativos.
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Capitulo 5. Discusion:

En los dltimos afios ha habido diferentes propuestas donde utilizan modelos
matematicos multivariables para la estratificacion de las mujeres de la
poblacion general en funcion de un riesgo individual a padecer cancer de
mama esporadico. Este tipo de pruebas ha generado un alto interés por parte
de la comunidad cientifica ya que permite acercarnos al concepto de medicina
personalizada dentro del ambito de la prevencion.

Estos modelos utilizan diferentes marcadores cuya capacidad discriminante
respecto al fenotipo estudiado ha sido respaldada por la comunidad cientifica a
lo largo de los afos en diferentes consorcios y en diferentes poblaciones. Estos
marcadores o factores de riesgo generalmente se engloban en diferentes
categorias; factores fenotipicos, ambientales y genéticos. Los factores
genéticos son muy importantes en canceres de mama hereditarios y
esporadicos, aunque los modelos genéticos en los que se basan cambian
sustancialmente. En el caso del cancer de mama esporadico, la base genética
parece basarse en un modelo poligénico. Este modelo explicaria la naturaleza
compleja y multivariable del fenotipo donde no existe alteracion genética de
riesgo elevado, sino una acumulacion de alteraciones de riesgo bajo o
moderado independientes entre si que genera un riesgo global. Este tipo de
modelos parece adaptarse mejor a lo observado en los pacientes, ya que, por
regla general, el cancer de mama esporadico suele aparecer a partir de los 55
afnos, lo que significa que la mayor parte de la vida de la mujer esta libre de

cancer.

Este tipo de modelo poligénicos han sido validados en diferentes tipos de
enfermedades como la diabetes, el Parkinson y diferentes tipos de cancer,

entre los mas estudiados estan el cancer de colon, préstata y mama.

Para profundizar en este tipo de aproximacion es necesaria la identificacion de
nuevos SNPs o alteraciones genéticas estadisticamente significativas vy
asociadas al fenotipo estudiado, ademas del célculo robusto y preciso de su
riesgo individual (OR), que normalmente depende de la etnia estudiada, Es
decir, es necesario la formacion de grandes consorcios donde se pueda
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incorporar el analisis de GWAS de miles de pacientes teniendo en cuenta todas
las variables que puedan influir en este tipo de estudio, como la etnia, la edad
etc, Actualmente, existen consorcios importantes como “European
Collaborative Oncological Gene Environment Study (COGS)” en el ambito
oncoldgico que permite tener un conocimiento cada vez mas profundo de este

tipo de informacion.

Dentro del ambito del cancer de mama esporadico cada vez hay mas
consorcios y estudios independientes que permiten corroborar la informacién
existente e identificar nuevas alteraciones genéticas de interés, no solo en la
poblacion caucésica, sino en otras poblaciones menos estudiada como la
poblacion afroamericana, asiatica, latinoamericana o0 como en este estudio,

poblacion espafiola [76] y [77].

En este contexto, la seleccion de 121 SNPs estadisticamente significativos
obtenidos de los consorcios COGS y oncoArray y su validacion en una cohorte
independiente basada en poblacion espafiola tiene un interés clinico, ya que
cada vez hay mas evidencias cientificas de las mejoras que conlleva la
incorporacion de este tipo de informacion en los programas de cribado. En esta
validacion, analizando individualmente cada SNPs, se puede observar como la
gran mayoria de estas alteraciones tienen una frecuencia alta del alelo
mayoritario, corroborando el hecho de que son alteraciones relativamente
frecuentes en ambas poblaciones, la caucasica y nuestra cohorte estudiada
representativa de la poblacibn espafiola. Ademas, no encontrar
desplazamientos Hardy-Weinberg significativo también corrobora la
reproducibilidad de estas alteraciones entre ambas poblaciones,
Adicionalmente se observé problemas tecnoldgicos en la identificacion de 4 de
los SNPs, quedando finalmente 115 SNPs.

El estudio funcional de los 115 SNPs identifica genes asociados a dafio y
reparacion de DNA, Este tipo de mecanismo molecular, a los cuales pertenece
BRCAL1 y BRCA2, esta altamente asociado a cancer de mama. El fallo de dicha
maquinaria puede ocasionar la aparicion de errores en el proceso de

replicacion celular aumentando la probabilidad de mutaciones en
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protooncogenes o genes protectores de tumores. Este hecho podria explicar la

mayor probabilidad de tener cancer.

Otro tipo de funciones observadas, como la modulacion de la tubulina, esta
asociado a otros aspectos del cancer como la regulacién de la mitosis y el
arresto celular. Estudios mas completos utilizando la biologia de sistemas e
integrando diferentes capas de regulacion como la genética y la interaccion
fisica entre proteinas, permite identificar genes importantes asociados al cancer
de mama, organizacion de los telomeros o proliferacion celular, estos son
TERT, ESR1 y XRCCS6.

Por otro lado, el estudio de consecuencias sobre la proteina de los SNPs
seleccionados no identifica variantes claramente patoldgicas, sino que
principalmente estan asociados a elementos regulatorios e intronicos. Este tipo
de hallazgos son concordantes con lo obtenido en otros tipos de GWAs, donde
se espera alteraciones que generen modificaciones estructurales de bajo
impacto en la estructura y absorbibles por el organismo, ya que son variantes
relativamente frecuentes en la poblacién general y que de manera individual no

debe generar un riesgo alto sobre el fenotipo [78].

La Unica variante con posible consecuencia patolégica generando una posible
proteina truncada tiene como id rs11571833. Esta variante es un cambio A/T
gue afecta al ultimo exdn de los 4 transcritos descritos en el gene BRCA2, gen
asociado con alta penetrancia a cancer de mama hereditario ademas de ser
uno de los genes con mayor conectividad en la red de regulacion. Segun la
base de datos clinica Clinvar, esa variante es posiblemente benigna,
categorizacion que coincide con las guias ACMG de diagndstico clinico [79],
donde las variantes truncantes que afecta al Ultimo exon de los transcritos no
suelen ocasionar patologia, posiblemente debido a la poca afectacion

estructural.

Respecto a las otras variantes con posibles efectos patoldégicos en sus
consecuencias, es decir, aquellas descritas como “missense” en algunos de los
transcritos descritos en la base de datos Ensembl, fueron identificadas un

namero total de 3 variantes. Estas variantes afectan a los genes DCLRE1B,
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ANKLE1 y MCM8. Estos genes estan asociados a una actividad catalitica (GO:
0140097, “catalytic activity, acting on DNA”), con pvalue ajustado mediante
FDR de 1,014E-4. Sin embargo, no parecen afectar a ninguna ruta especifica.
Segun las predictores de patogenicidad segun propiedades fisicoquimicas, 2 de
las 3 variantes se consideraron benignas, es decir, el cambio de amino&cido no
altera significativamente la estructura y/o funcion de la proteina a nivel global.
En la dltima variante, que afecta al gen ANKLE1, es patogénica segun ambos
predictores utilizados, no obstante, segun el dominio de la proteina a la cual
afecta, es una region “ankyrin repeat’, PTHR46427. Este dominio es un
dominio repetitivo y poco conservado de unidades de entre 30-40 aminoacidos
principalmente asociadas a dominios de unién con otras proteinas. Estos datos
parecen indicar que esta variante, funcionalmente, no tiene un efecto relevante

en la estructura o la funcion final de la proteina asociada.

Respecto a variantes que afectan a elementos regulatorios, se encontraron 5
variantes que afectan a sitios de union de diferentes factores de transcripcion,
estos factores son ELF1, MAX y E2F8. El estudio de la posible patogenicidad
de este tipo de variantes es complejo y aun no bien definido por la comunidad
cientifica. Esto es debido a que los factores de transcripcion suelen
interaccionar con motivos de DNAs, normalmente denominado logos, que
funcionan como una matriz de probabilidad donde algunos cambios son mas
permitidos que otros [80]. Las variantes que afecta a estos sitios de union de
estos factores de transcripcion pueden afectar de diferentes maneras, haciendo
menos estable la interaccion y, por tanto, reduciendo la regulacion entre ambos
genes sin eliminarlas completamente [81]. Este hecho podria explicar la
susceptibilidad, pero se necesitan estudios mas profundos para confirmar dicha

hipétesis.

Mediante el estudio funcional se puede obtener una vision global de los
posibles efectos de los SNPs estadisticamente significativos utilizados para el
célculo de PRS. Como era de esperar, el efecto funcional y estructural es
minimo, no encontrandose evidencias de una fuerte patogenicidad en ninguna
de las variantes consideradas. No obstante, se observaron evidencias de

posible modulacion funcional en muchas de ellas. Respecto a los genes
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afectados, diferentes estudios estadisticos indican como son claramente
enriquecidos en rutas asociadas a cancer y mas concretamente a cancer de

mama.

Respecto a la reproducibilidad entre las cohortes de la significacion estadistica
y OR individual de cada SNP, se observo diferencias importantes. Basandose
en la cohorte de validacion, es decir, en la cohorte representativa de la
poblacion espafiola, solo 17 de los 115 (~14%) SNPs analizados presentaron
significacion estadistica en la cohorte bajo modelo dominante y/o recesivo. Este
namero aumenta a 26 (~22,5%) si consideramos otros modelos de herencia
como log-aditivo o codominante. La baja reproducibilidad puede ser debida al
bajo nUmero de mujeres analizadas en la cohorte estudiada para este tipo de
analisis estadistico, ademas de posibles sesgos en el criterio de seleccion de
las mujeres, por lo que nuevos estudios incorporando mayor numero de
mujeres de diferentes localizaciones es necesario para corroborar estos
resultados y estudiar en profundidad la posible concordancia entre cohortes en
base a los 115 SNPs.

Analizando los 10 SNPs mas significativos obtenidos en la cohorte espafiola
(pValue minimo de 0,0016), todos han sido asociados a cancer de mama en
otros estudios independientes [82]. Este hecho podria corroborar que estos
SNPs son alteraciones corroboradas. Funcionalmente, 2 de los 10 SNP afectan
a diferentes intrones del gen FGFR2, receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos, gen importante en la regulacion del crecimiento y diferenciacion
celular y estimula la angiogénesis, mecanismos moleculares asociados al

desarrollo de diferentes tipos de canceres [83].

A pesar de la baja reproducibilidad obtenida en la cohorte representativa de la
poblacién espafiola se decidid incorporar todos los SNPs al valor de PRS
manteniendo los OR obtenidos en los consorcios internacionales. El hecho de
gue cada SNPs tenga un peso relativamente pequefio dentro de este tipo de
modelo puede absorber las desviaciones puntuales observadas. Al contrastar
este valor de PRS, basado en 115 SNPs, con la cohorte representativa de la
poblacién espafiola, se obtuvo un nivel de significancia muy elevado de 6,30 E-
8, por lo que, a pesar de las diferencias puntuales observadas en los SNPs, el
modelo acumulativo aditivo si fue significativo estadisticamente por lo que se
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consider6 continuar con el PRS basado en los definitivos 115 SNPs. Este valor
genético representa para la cohorte estudiada, un factor de riesgo de 1,41 con
confianza al 95% de 1,24-1,61. Dividiendo la cohorte en diferentes segmentos
se observa como los valores extremos presentan valores de OR muy
diferentes, representando 0,38 (95 CI 0,22-0,63) el 5% con el valor de méas bajo
frente al 95% que present6 un OR de 1,87 (95% CI: 1,16 - 3,08, pValue 0,036).
Estos valores indican que el PRS basado en los 115 SNPs tiene la capacidad
de discriminar adecuadamente los extremos 5% de la cohorte estudiada. De la
misma manera, pero con significancia mas baja (datos no mostrados) para los
extremos 10%. Utilizando estimadores globales como AUC, aplicado a un
modelo caso control y usando este PRS se obtienen valores significativos de
0,62 (95% CI: 0,56-0,66, pValue 3,64E-03). Este valor es concordante con los
resultados obtenidos en la literatura cientifica basados en poblacion europea
(0,58-0,65) y en poblacién no europea (0,53-0,64) [84].

Ademas, comparado con los resultados obtenidos para otros riesgos
fenotipicos, este valor fue superior incluso a factores de riesgo estudiados por
la comunidad cientifica como la edad de la menarquia o la de la mujer al
nacimiento del primer hijo vivo. Estos resultados podrian corroborar la relacion
de estos SNPs seleccionados con el riesgo a padecer cancer de mama en la
cohorte representativa de la poblacién espafiola, cuya capacidad discriminante
es por si sola capaz de discriminar los valores extremos. Sin embargo, debido
al bajo numero de mujeres de la cohorte estudiada, estos resultados deben ser
consideramos como una prueba conceptual que abre la posibilidad de
incorporar este tipo de informacion al seguimiento de la mujer dentro de los
programas de cribado, pero es necesario incrementar el nUmero de mujeres y

ampliar el nimero de centros para tener valores mas robustos y detallados.

Dentro de los factores fenotipicos de riesgo a padecer cancer de mama
esporadico mas importantes son los factores reproductivos, especialmente la
edad de la menopausia y de la menarquia. Tener la menopausia después de
los 55 afios aumenta el riesgo de padecer cancer de mama y cancer de
endometrio. Probablemente se debe a que la mujer ha estado expuesta
durante un mayor numero de afios a estrogenos endégenos. Durante el ciclo

menstrual de una muijer, el estrégeno estimula el utero y el tejido mamario, por
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lo tanto, cuantos mas periodos menstruales tenga una mujer, mas tiempo
estaran expuestos estos tejidos al estrégeno enddégeno [85]. Los mecanismos
moleculares por el cual los estrogenos favorecen el desarrollo del cancer de
mama no estan bien definidos aun por la comunidad cientifica. La teoria mas
aceptada y mas respaldada por evidencias cientificas [86], [87] sostiene que los
efectos del estradiol (E2), actuando a través del receptor de estrogenos alfa
estimula la proliferacion celular e induce la posibilidad de incorporar mutaciones
durante el proceso replicativo del DNA [88]. Este efecto promocional inducido
por E2 apoya el crecimiento de estas células que albergan estas mutaciones

gue se acumulan hasta que se produce el cancer.

Otro de los principales factores de riesgo dentro de las variables reproductivas
es la edad del primer hijo nacido. Es conocido desde hace tiempo que el
embarazo protege contra el cancer de mama y que el nivel de proteccidon esta
directamente relacionado con el nimero de embarazos [89]. Esta proteccion se
observa con la edad de la madre cuando da a luz a su primer hijo [90], [91]. Por
ejemplo, las mujeres que dan a luz a su primer hijo antes de los 35 afos
presentan un menor riesgo de padecer cancer de mama [92]. También
presentan un menor riesgo las mujeres que han dado a luz respecto a las que

nunca han sido madre [93].

El motivo biolégico de esta relacion es complejo y poco conocido, Se cree que
durante el embarazo las células mamarias crecen rapidamente. Este factor es
importante si existe algun dafio genético en dichas células antes del embarazo
debido a que el mayor nimero de copia de células con material genético
dafado aumenta la probabilidad de cancer. Por lo tanto, debido a que la
probabilidad de tener dafio genético aumenta con la edad, esto puede explicar
por qué las mujeres que tienen su primer hijo a una edad mas avanzada tienen
un mayor riesgo de cancer de mama que las mujeres que tienen su primer hijo
a una edad mas temprana. Otra posibilidad es que, a mayor numero de
embarazos, menor es el numero de ciclos menstruales que presenta la mujer a

lo largo de su vida y por tanto tiene menor exposicion a estrogenos.

Otro de los factores fenotipicos cuya asociacion a cancer de mama es

ampliamente estudiado es la densidad mamaria (DM). La radiografia mamaria

permite observar variaciones en la composicion del tejido mamario. Mientras el
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tejido graso aparece con tonalidades mas oscuras, el tejido conectivo es mas
luminoso. El porcentaje de la parte densa (estromal, epitelial y adiposo) de la
mama es lo que se conoce como densidad mamaria [94]. Las mujeres con DM
alta tienen més células estromales y epiteliales y menos tejido adiposo graso, y
tienen méas probabilidades de desarrollar cancer de mama a lo largo de su vida
en comparacion con las mujeres con DM baja [95]. Normalmente, la densidad
mamaria se clasifica en 4 categorias que van desde el tejido practicamente
graso hasta el tejido extremadamente denso y con muy poca grasa. El
radidlogo decide de manera relativamente subjetiva cuél de las 4 categorias se
asocia cada seno. Esta clasificacion se denomina BI-RADS [96]. El nivel uno
define un tejido mamario casi completamente graso con una densidad de tejido
del 5% al 24%. A esta categoria pertenece el 10% de las mujeres de EEUU
[97]. El nivel dos es definido por un tejido mamario compuesto por areas
dispersas cuya densidad oscila entre el 25% y el 49%, sin embargo, la mama
aun presenta un tejido principalmente adiposo. A esta categoria pertenece el
40% de las mujeres de EEUU. EIl tercer nivel, descrito como densidad
heterogénea, indica areas no densas y con un valor global del tejido que va
desde el 50% hasta el 75%. A esta categoria pertenece el 40% de las mujeres
de EEUU. Finalmente, el nivel cuatro se caracteriza por un tejido
extremadamente denso (>=75%) donde presenta muy poco O practicamente
nada de tejido adiposo. A esta categoria pertenece el 10% de las mujeres de
EEUU [95].

Las mujeres que tienen tejido mamario denso tienen un mayor riesgo de
padecer cancer de mama en comparacion con las mujeres con tejido mamario
menos denso. En la actualidad no esta claro por qué el tejido mamario denso
esta relacionado con el riesgo de cancer de mama. Puede ser que tenga mas
células que pueden convertirse en células anormales o también presenta
mayor dificultad para los radiélogos ver el cancer en las mamografias [98]. Esto
podria significar que las mujeres con senos densos tienen mas probabilidades
de experimentar falsos positivos y falsos negativos en las interpretaciones
radiolégicas de las mamografias [99]. Wolfe JN fue el primer investigador en
observar y publicar la asociacién entre la presencia y proporcion de tejido

mamario denso y la aparicion de cancer de mama [100], [101]. En diferentes
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estudios realizados en grandes consorcios se pudo demostrar que el riesgo
relativo de desarrollar cancer de mama en mujeres cuyos senos estaban en la
primera categoria de densidad mamaria era de 1,79, 2,11 los de segunda
categoria, 2,92 los de tercera y 4,64 los de categoria cuarta [102]. Estos datos
corroboran la existencia de una fuerte asociacion positiva entre el aumento de

la densidad mamaria y el aumento del riesgo de cancer de mama.

Segun algunos estudios la densidad mamogréafica puede ser hereditaria [103],
por lo que demostraria la importancia del componente genético en este
estimador. Sin embargo, aun se desconoce si este posible efecto hereditario
esta influenciado por otro tipo de factor, como el ambiental [104]. Otro estudio,
demostro la posible relacion inversa entre el nUmero de nacimientos o estado
de paridad con el porcentaje de colageno en el tejido mamario, es decir, con la
densidad de los senos [105]. Otro factor que podria estar relacionada con la
densidad mamaria podria ser la etnia de la mujer [106]. Estos estudios indican
gue las mujeres asiaticas presentan mayor densidad mamaria respecto al resto
de etnias estudiadas, siendo las mujeres afroamericanas las que menor valor

presentan.

La densidad mamaria también ha sido asociada al tipo y la capacidad de
invasion del tumor indicando que los senos cuyo nivel de densidad es elevado
muestran el doble de riesgo de padecer tumores invasivos respecto a mujeres
de densidad promedio [107]. En este estudio hubo una asociacién positiva
entre la densidad mamaria y canceres de mama tipo ER-HER2- en mujeres
menores de 55 afios en comparacion con mujeres mayores de 55 afos. El
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) es un miembro
de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y se
sobre expresa en aproximadamente el 30 % de los canceres de mama
invasivos. La DM alta esta fuertemente asociada con tumores grandes,
ganglios linfaticos positivos y tumores ER- en mujeres menores de 55 afos.
Esto sugiere que la DM podria potencialmente jugar un papel en la agresividad

de los canceres de mama.

Otro factor fenotipico descrito como factor de riesgo a padecer cancer de

mama son las biopsias previas que haya podido tener la mujer. La frecuencia

de este tipo de procedimiento debido a enfermedades benignas de la mama es
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muy elevada, en EEUU se ha determinado que pueden ser hasta 4 veces mas
frecuentes en el diagnostico de cancer de mama invasivo, siendo
aproximadamente 1 millon de mujeres anuales en dicho pais [100]. Este factor
de riesgo se debe a las condiciones fisiologicas que llevaron a ejecutar la
biopsia y no a los procedimientos de la biopsia en si misma. A pesar de que la
mayoria de los cambios observados dentro de la mama mediante biopsia no
son cancerigenos, algunos pueden incrementar el riesgo a desarrollar cancer
de mama. Dentro de este grupo, los mas habituales son la hiperplasia atipica
(donde la alteracion presenta un niumero y caracteristicas celulares anormales),
carcinoma lobular in situ (donde se encuentra células anormales en los
lobulillos de la mama) y carcinoma ductal in situ (las células anormales se

encuentran en el revestimiento de los conductos mamarios).

La hiperplasia atipica comprende entre el 3 %-4% de todas las enfermedades
benignas de la mama que provoca la peticion de una biopsia y puede
incrementar hasta 4 veces el riesgo a padecer cancer de mama [108]. Las
alteraciones lobulares in situ representan entre 0,8% hasta 3,5% de las
biopsias [109] y puede incrementar el riesgo entre 3 y 10 veces respecto a la
poblacién basal [110], de hecho, las mujeres con este tipo de alteracion suelen
tener una pauta de 1 mamografia anual y examen clinico de la mama cada 6

meses, en algunos casos, puede incluso aconsejarse la quimio prevencion.

Respecto a la verificacion usando la cohorte representativa de la poblacion
espafola de estos factores de riesgos fenotipicos de manera puntual, se
observo como la edad de la menopausia y la densidad mamaria presentd los
valores estadisticamente mas significativos con 2,20E-16 y 1,64E-07

respectivamente.

Respecto a la edad de la menopausia se observd un OR de 1,96 donde los
desplazamientos mas significativos fueron observados en las mujeres
premenopausicas, donde se observé un desplazamiento del ~13% de controles
respecto a un ~46% de los casos. Estos datos son concordantes en la
orientacién y signo del riesgo con los resultados obtenidos por Pollan [53] y en

otras referencias [111], donde el estatus de premenopausia es un factor de
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riesgo a padecer cancer de mama, aunque la diferencia entre los casos y

controles presentada por Pollan fue sustancialmente menor.

Otra categoria con una amplia diferencia entre casos y controles son las
mujeres aln menstruantes. Para este caso, Pollan no describe esta categoria
en sus estudios, por lo que no hay valores de referencia, no obstante, la
desviacion observada en el presente estudio, con un ~31% de los controles y
~5% de los casos, es debido a la incorporacion de un subgrupo de mujeres de
menor edad (entre 40 y 45 afios) dentro de la cohorte. Este punto es de interés
ya que permite validar la capacidad discriminante de las variables y de los
modelos propuestos no solo en mujeres con edad concordantes a la inclusion
de los programas de cribado, sino en mujeres mas jovenes que podrian estar
preseleccionadas como de alto riesgo a través de otros cauces, como, por

ejemplo, por tener antecedentes familiares o tener biopsias previas.

Las diferencias entre la cohorte analizada y los datos de Pollan para la edad
de la menopausia podrian ser debidas al bajo niumero de mujeres de la cohorte
estudiada o a sesgos en la seleccion de las mujeres en ambas categorias,
casos y controles. No obstante, los valores medios de los riesgos para la edad
de la menopausia, 1,41 en Pollan y 1,96 en el presente estudio podrian ser
considerados como globalmente préoximos como para aceptar la inclusion de
este factor de riesgo dentro del modelo general multivariable. Estas
desviaciones deben corroborarse y estudiarse en profundidad ampliando las
cohortes con mas mujeres y centros de referencia. Respecto a la densidad
mamaria, los resultados basados en la cohorte representativa de la poblacién
esparfiola corroboran que este factor de riesgo es uno de los mas significativos
y fuertemente asociados a cancer de mama esporadico tal como indica la
literatura cientifica. Se puede observar como a medida que la densidad
mamaria aumenta, el porcentaje de controles de la cohorte estudiada
disminuye y aumenta la de los casos, siendo superior en namero a partir de
una densidad mamaria superior al 51%. Estos resultados coinciden con los
descritos por Pollan anteriormente, aunque el OR obtenido en la cohorte
representativa de la poblacién espafiola es ligeramente menor respecto a los

OR obtenidos por Pollan. Esta concordancia entre lo obtenido y lo esperado
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permite valorar positivamente la inclusion de este factor al modelo

multivariable.

Los otros factores reproductivos incorporados en el presente estudio, la edad
de la menarquia y la edad del primer nacimiento de un hijo vivo, presentaron
valores de significacion estadistica menores, con pValue de 0,061 y 0,03
respectivamente. Estos resultados tienen una concordancia dispar respecto a
los resultados obtenidos por Pollan. Mientras que en la edad de la menarquia
no fue significativa en su estudio (pValue 0,35), la edad del nacimiento del
primer hijo vivo si que fue sustancialmente mas significativo (pValue <0,001).

Respecto a la edad de la menarquia, la orientacién del riesgo obtenido es
concordante con lo esperable segun la literatura cientifica donde a cada afio
gue la mujer tiene su primera menstruacion antes de la media, el riesgo a
padecer cancer de mama aumenta [111]. Estos resultados corroboran la
creencia de que el tiempo de exposicion a estrégenos es uno de los factores de
riesgo mas importantes, de ahi que cuando la mujer tiene la menstruacion
antes de la edad esperada esta expuesta durante mas afos a esta hormona
respecto a la media de la poblacion general. El valor de significacion estadistica
para este factor de riesgo fue relativamente bajo. Este valor indica la posible
dispersion observada en la cohorte estudiada donde la tendencia no esta clara,
sin embargo, la orientacion y magnitud de los OR obtenidos, concordantes con
los descritos en la literatura cientifica, reafirman la incorporacion de este factor

de riesgo al modelo multivariable.

En relacién a la edad de la madre al momento del nacimiento de su primer hijo
vivo, el valor de significacion estadistica fue mayor al anteriormente descrito
con pValue de 0,03. Segun los datos observados, las mujeres que han dado a
luz a una edad superior a 30 afios 0 que incluso no han dado a luz presentan
un mayor riesgo a padecer cancer de mama. Esta tendencia se observa con los
valores de prevalencia en la cohorte representativa de la poblacion espafiola,
donde existe una mayor frecuencia de controles en las mujeres mas jovenes
con edad comprendidas entre 20 y 30 afios respecto a mujeres de mayor edad
siendo la diferencia mas elevada en mujeres que no han dado a luz. Esta

tendencia coincide perfectamente con los resultados obtenidos por Pollan,
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incluso el cambio de tendencia a los 30 afios de edad. Estos resultados

reafirman la incorporacion de este factor de riesgo al modelo multivariable.

En este estudio se validaron positivamente los factores reproductivos
estudiados en la cohorte representativa de la poblacion espafiola. Este hecho
reafirma que el factor reproductivo, y, por tanto, la exposicion a estrégenos es
un factor de riesgo importante a padecer cancer de mama esporadico en dicha
poblacion, permitiendo determinar que, a pesar de las desviaciones y sesgos
puntuales identificados y descritos que este estudio haya podido tener en la
toma de las muestras, es una prueba conceptual valida de esta metodologia en
dicha poblacion.

En lo que respecta a los antecedentes familiares como factor de riesgo, en el
presente estudio, no se obtuvo significacion estadistica (pValue 0,34). Este
resultado no coincide con los obtenidos en el estudio de Pharoah [12]. En dicho
estudio se observa una significacion estadistica importante ademas de OR
elevados para algunas de las categorias. El resultado en la cohorte
representativa de la poblacion espafiola puede ser por el bajo numero de
mujeres analizado, ya que en la mayoria no hay antecedentes (~73 % de los
controles y 68 % de los casos), quedando muy bajos de cada categoria
descrita para estimarse adecuadamente. Sin embargo, al ser un factor de
riesgo respaldado por la comunidad cientifica, se decidid incluirlo en el modelo

multivariable.

Una vez estudiados y corroborados todos los riesgos, tanto genéticos como
fenotipicos, a nivel individual se evalu6 su posible uso combinado en un
modelo mas complejo. En los Ultimos afios se han descrito diferentes
estrategias que combinan el factor genético con la densidad mamaria o con la
edad de la menopausia, pero el uso de modelos con mayor namero de
variables es algo relativamente novedoso en este contexto. El primer paso es
corroborar la no existencia de colinealidad entre las variables, es decir, que dos
0 mas factores de riesgos dan la misma informacion y son correlacionadas
linealmente. El estudio de correlacion entre los riesgos no dio ninguna sefial
positiva significativa, este hecho, indica que todos los factores podrian estar

explicando una parte diferente de la variabilidad total del sistema y que, por lo
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tanto, un modelo acumulativo podria incrementar la capacidad de estratificacion

de la cohorte respecto a la obtenida utilizando cada factor de manera individual.

En la seleccidon del método multivariable para el modelo se eligié una regresién
logistica simple por varios motivos. El primer motivo es que esta regresion es la
mas referenciada para este tipo de estudios por la comunidad cientifica el
segundo motivo es debido al bajo nimero de mujeres de la cohorte, donde el
uso de métodos méas complejos como “random Forest” podria generar un valor
alto de sobreestimacion debido a la baja proporcion que se podria tener entre
el test de entrenamiento y de testeo. Adicionalmente, el método logistico
permite pesar cada riesgo dentro del modelo, ademéas de introducir
interacciones entre términos que puede, desde el punto de vista matematico,
captar algunas relaciones entre variables que son adecuadas desde el punto
de vista clinico, como la relacion entre la edad de las mujeres y la densidad
mamaria. Estas variables podrian tener una relacion natural debido al hecho de
gue mujeres mas jovenes tendrian tendencia a tener densidad mamaria
mayores [112] y, por tanto, en un modelo sin considerar estas relaciones
tendria tendencia a sobreestimar el riesgo a padecer cancer de mama en

mujeres jovenes de manera artificial.

En la cohorte representativa de la poblacion espafiola se obtuvieron con
valores estadisticamente significativos dos interacciones, la edad de las
mujeres y la densidad mamaria, explicada antes y la edad de la mujer con la

edad de la menopausia.

El modelo multivariable, utilizando las variables seleccionadas, fenotipicos y
genéticos, presentd mejoras sustanciales y estadisticamente significativas
respecto a la capacidad discriminante de cada variable de manera individual,
obteniéndose un aumento de AUC medio de 0,74. Estos resultados corroboran
la no colinealidad de los riesgos y la capacidad de explicar un porcentaje
diferente de la variabilidad de la cohorte estudiada. Es decir, que el método
tiene una capacidad discriminante mayor que la suma de los modelos utilizando

la estrategia univariable.

Adicionalmente, se evalu6 el modelo multivariable afiadiendo las interacciones

anteriormente mencionadas. Los resultados indican que el modelo es
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estadisticamente significativo aumentando la capacidad discriminante a valores
de AUC de 0,80 (ClI 95%; 0,77-0,83). Esta diferencia fue significativa
estadisticamente respecto a los resultados obtenidos utilizando el modelo sin
las interacciones. Esa diferencia observada podria indicar que las variables
edad de la mujer con la densidad mamaria y la edad de la mujer con la edad de
la menopausia estan relacionadas y podrian compartir parte de la varianza
(covarianza). El uso de esta informacién dentro del modelo podria ajustarse
mejor a las relaciones genéticas y fenotipicas del cancer de mama esporadico,
permitiendo al modelo adaptarse mejor y obtener mejores resultados en la
estratificacion de la cohorte estudiada.

Estratificando en diferentes segmentos la cohorte representativa de la
poblacién espafiola en base al valor obtenido del modelo multivariable con
interacciones y normalizado por la mediana del mismo valor en la poblacion
general (en este caso los controles), se observo una clara discriminacion.
Considerando los extremos, se observd como el decil <10% de la cohorte se
obtenia una prevalencia de casi el 9,39% de los controles respecto a casos,
donde se observo valores menores al 0,7 % de los casos, con un OR medio y
significativo de 0,097. Esto indica que si una mujer, analizando los factores
genéticos y fenotipicos, y aplicando el modelo multivariable con interacciones
obtiene un valor normalizado dentro del primer decil, tiene 9 veces mas
probabilidad de no padecer cancer de mama esporadico respecto a la
poblacién general. Estos resultados, alejandonos del concepto de diagnostico
clinico ya que este estudio esta enfocado a una estratificacion, son resultados
muy aceptables. Los posibles positivos dentro de este decil puede ser debido a
diferentes factores, en primer lugar, el cancer de mama esporadico tiene un
cierto caracter probabilistico lo que hace que a pesar de que la mujer tenga
menos probabilidad de padecer el fenotipo que la poblacion general es posible
qgue lo desarrolle por componentes aleatorios. Por otro lado, estamos
estratificando a la poblacion general usando solo algunos factores de riesgo,
pero no todos, algunos como la terapia hormonal podrian ser incorporados en
ampliaciones del presente estudio, otros son poco conocidos y/o evaluados por
la comunidad cientifica como tabaquismo o alcoholismo y otros son

sencillamente desconocidos (SNPs adicionales, factores epigenéticos etc).
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Por otro lado, el ultimo decil, mayor al 90% de la cohorte estudiada, presenta
una prevalencia antagonica con un 9% de los casos y 1 % de los controles
aproximativamente. Estos resultados indican que las mujeres estratificadas
dentro del dltimo decil en funcién del valor del modelo multivariable usando las
dos interacciones tienen 9 veces mas probabilidad de padecer cancer de mama
esporadico respecto a la poblacion general. Este resultado podria tener un
interés importante para validar el posible uso de este tipo de modelos en rutina,
ya que, si una mujer es identificada dentro de este decil, por ejemplo, podria
ser considerada como de alto riesgo ya que tendria claramente una mayor
probabilidad de padecer cancer de mama respecto a la poblacién general. La
identificacion de este tipo de mujeres y la posible aplicacion de pautas de
seguimiento especificas, como aumentar la frecuencia del estudio mamario a
una vez al afio, permitiria reducir la probabilidad de aparicion de canceres de
intervalo, aumentar la probabilidad de identificacion precoz aumentando la tasa
de supervivencia de la mujer igual que se reduce la probabilidad de aplicacion
de posibles acciones fisica y psicoldgica invasivas, como la mastectomia o la
guimioterapia. Por otro lado, es importante determinar que un 1% de las
mujeres clasificadas dentro de este decil no desarrollaron finalmente cancer de
mama en los siguientes 5 afios. Este hecho hace que se ponga foco en el
control del sobrediagndstico o la posible tasa de falsos positivos de este tipo de
analisis, es decir, identificar que umbrales permiten tener un buen balance de
verdaderos positivos frente a los falsos positivos, ya que el sobrediagnéstico
puede afectar psicologicamente a las mujeres a lo largo de su vida, ademas del
gasto que conlleva aumentar la frecuencia de los chequeos sin un control
estricto. Por este motivo, aumentar el conocimiento de los riesgos y de los
modelos para mejorar la precision en la estratificacion de la poblacion general,
ademas de completar las guias y protocolos que permita la gestion psicolégica
de las mujeres clasificadas como alto riesgo, son de alta importancia en los
proximos afios para la evaluacion en rutina hospitalaria de este tipo de
ensayos.

Por otro lado, la propuesta de medidas de seguimiento individuales en las
mujeres clasificadas como bajo riesgos genera un mayor nivel de debate en el
ambito hospitalario y clinico, ya que a pesar de que la prevalencia de casos, es

decir, de mujeres que desarrollan cancer, es pequefio en este tipo de deciles
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respecto a las mujeres que no lo desarrollan, las evidencias cientificas no
permiten aun la recomendacion fiable del aumento de la frecuencia de los
controles mamograficos de estas mujeres respecto lo que le corresponde por
edad o por otro tipo de factores en los programas de cribado habituales.

En resumen, los resultados indican que el uso del modelo logistico
multivariable y la combinacion de variables genéticas, fenotipicas y de
interaccion es un enfoque eficaz para estratificar a las mujeres de la poblacién
espafiola segun el riesgo individual de padecer cancer de mama en un periodo
de 5 afios, con una capacidad similar a la observada en otros estudios en
poblaciones europeas y no europeas. Debido a la naturaleza del estudio,
diferentes sesgos podrian haber afectado la precision de los resultados.
Ademas, el pequefio tamafio de nuestra cohorte podria haber generado un
sobreajuste del modelo en términos de estimacion del riesgo o la
representacion excesiva o insuficiente de un tipo de tumor especifico. Pero, a
pesar de estas limitaciones, este analisis da una prueba de concepto en una

poblacién que no ha sido muy estudiada como la espariola.

Es necesario afadir series mas amplias para corroborar los resultados, definir
con mayor precision los umbrales de bajo y alto riesgo ademas de evaluar el
sobrediagnostico en caso de mujeres de alto riesgo, ademas de profundizar en
el protocolo de las medidas de seguimientos individuales y el control
psicologico de los mismos. Hay muchos factores que deben evaluarse y
corroborarse para su inclusion rutinaria en los programas de cribado, pero el
estudio permite abrir una via de desarrollo al probar su utlidad en la
estratificacion de la poblacién general espafiola, siendo una posible base de

nuevas investigaciones para los avances necesarios en esta direccion.
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Capitulo 6. Conclusiones

1-El cancer de mama esporadico es una enfermedad. La estrategia de
seleccionar SNPs relativamente frecuentes en la poblacion general pero
asociados cancer de mama y combinarlos en un modelo PRS permite una
mejor discriminacién de las mujeres presentes en la cohorte representativa de

la poblacion espafiola en funcion de su probabilidad a tener cancer de mama.

2-Ademas del componente genético, el cancer de mama esporadico presenta
diferentes marcadores de riesgos fenotipicos ampliamente descritos en la
literatura cientifica. Entre los estudiados se encuentran los factores
reproductivos, densidad mamaria e historia familiar. En este contexto, estos
marcadores han sido corroborados en la cohorte representativa de la poblacion

espariola, tanto en orientacion del riesgo como la significancia estadistica.

3-La combinacion de los factores fenotipicos con el valor genético PRS en un
unico modelo es capaz de explicar una mayor proporcion de mujeres que
desarrollaron cancer, corroborando la naturaleza compleja del cancer de mama

esporadico.

4-Finalmente, el uso de diferentes interacciones entre variables permite obtener
los mejores valores discriminantes en la cohorte representativa de la poblacion
espafola. Esas interacciones, podrian absorber mejor la naturaleza compleja
entre variables en la descripcion del cancer de mama esporadico, como por

ejemplo, la posible dependencia de la densidad mamaria y la edad de la mujer.
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