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RESUMEN

Antecedentes: El cancer de mama (CM) representa un importante problema de
salud publica a nivel mundial, cuya carga podria reducirse mediante la adopcion de
estilos de vida saludables como un peso corporal sano, dieta saludable, actividad
fisica, evitar el consumo de tabaco y alcohol, entre otros. Diversos estudios
alrededor del mundo han reportado que una mayor calidad del estilo de vida y en

particular, una mayor calidad de la dieta, pueden disminuir el riesgo de CM.

Objetivos: Evaluar la asociacion entre la calidad del estilo de vida y en particular,
la calidad de la dieta, y el desarrollo de CM y CM por subtipo molecular Luminal,
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 + (HER2, por sus siglas en
inglés) y triple negativo (TN) en mujeres del Norte de México. Este objetivo general
fue dividido en tres objetivos especificos: 1) Sintetizar la evidencia cientifica
disponible mediante una revision sistematica y metaanalisis de estudios
observacionales sobre los indices de calidad del estilo de vida y su asociacion con
CM, por estado menopausico y por subtipo molecular; 2) Evaluar la calidad de la
dieta y su asociacion con el CM por subtipo molecular en mujeres del Norte de
México y 3) Evaluar la calidad del estilo de vida y su asociacion con el CM por

subtipo molecular, en mujeres del Norte de México.

Metodologia: Para el objetivo 1, se realizd una revision sistematica de estudios
observacionales en 4 bases de datos en el periodo de 2000-2022, siguiendo la
metodologia Cochrane. Para el metaanalisis, se utilizO un modelo de efectos
aleatorios para evaluar el riesgo de CM, CM por subtipo molecular y estado
menopausico. Para los objetivos 2 y 3, se utilizaron datos de un estudio de casos
incidentes y controles poblacionales, con 1,045 casos confirmados de CM y 1,030
controles pareados por edad (£ 5 afos), con una submuestra de 509 casos con
pareamiento 1:1 (por edad) con los casos, donde se analizé la clasificacion por
subtipo molecular Luminal, HER2 y TN. Se consideré como variables de exposicidon
a los indices de calidad la dieta adaptados para poblacion mexicana: Mexican Diet

Quality Index (MxDQ, por sus siglas en inglés) y Mexican Alternative Healthy Eating



Index (MxAHEI, por sus siglas en inglés), y a los indices de calidad del estilo de
vida: Healthy Lifestyle Index Score (HLIS, por sus siglas en inglés) y Healthy
Behavior Index (HBI, por sus siglas en inglés). Para evaluar la asociacion entre el
CM por subtipo molecular, y el puntaje de los distintos indices, se utilizaron modelos
de regresioén logistica no condicional multiple, ajustando por potenciales variables

confusoras.

Resultados: Para el objetivo 1: En la revision sistematica se incluyeron 31 estudios
y 29 en el metaanalisis. Los hallazgos del metaanalisis sugieren que al comparar la
categoria mas alta con la mas baja de un indice de estilo de vida saludable
(considerando un estilo de vida saludable como: dieta saludable, realizar actividad
fisica, reducir o evitar el consumo de alcohol, no consumir tabaco, tener un peso
saludable y en algunos casos lactancia) se asocio con 20% menos riesgo de CM de
(95%IC: 0.78, 0.83) en estudios prospectivos y 26% menos riesgo de CM (95%IC:
0.63, 0.86) en estudios retrospectivos. Esta asociacion se mantuvo negativa para el
cancer pre y posmenopausico, asi como para los subtipos moleculares receptor de
estrogeno (ER+)/receptor de progesterona (PR+), ER+/PR- y ER-/PR-. Para el
objetivo 2: Nuestro estudio sugirié que una mayor calidad de la dieta se asocio con
una disminucion de risego de CM (ORravsT1=0.24; 95%CI: 0.18, 0.31) con el MxDQI
y el MXAHEI (ORt3avsT1=0.43; 95%CI: 0.34, 0.54), asociacion que se mantuvo a
través de los subtipos moleculares. Para el objetivo 3: Los datos muestran que un
estilo de vida mas saludable se asocié con una disminucion de riego de CM de 23%
con el HLIS (ORT13vsT1=0.77; 95%CI: 0.60, 0.99) y de 67% con el HBI (ORt3vs11=0.25;
95%CI: 0.15, 0.41). Lo anterior sugiere que, un estilo de vida saludable y, en
particular, una mayor calidad de la dieta, reducen el riesgo de CM por subtipo
molecular, lo cual debe ser considerado para el disefio y promocion de

recomendaciones para la prevencién de CM en mujeres mexicanas.

Palabras clave: cancer de mama, estilo de vida, calidad de la dieta, subtipo

molecular.



INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es un problema de salud publica a nivel mundial, es el tipo
de neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia (1), con una tasa de incidencia de
47.8 por cada 100,000 mujeres. Proyecciones generadas por la herramienta de
prediccion GLOBOCAN Cancer Tomorrow, sugieren un aumento de casos en mas
del 46% para 2040 (1,2). Globalmente, el CM representa el 15% de todas las
muertes por cancer (2), y es considerado actualmente la principal causa de muerte
por cancer en mas de 100 paises (3). Ademas, se estima que cerca de un 70% de
las muertes por CM en el mundo ocurren en paises de bajos y medianos ingresos
(4,5).

En México, la carga por CM es mas severa si se compara con paises de altos
ingresos, con tasas de mortalidad y supervivencia que cursan con un peor
prondstico (5); ademas, con una distribucién heterogénea de la enfermedad, en
ddénde los estados del Norte del pais duplican las tasas de incidencia de los estados
del Sur (por ejemplo: tasas de incidencia por 100,000 de 59.5 y 51.7 para Nuevo
Ledn y Chihuahua vs 23.9 y 23.1 para Oaxaca y Quintana Roo, respectivamente)
(6). Lo anterior puede ser explicado debido a una mayor proporcion de mujeres con
CM que son diagnosticadas en etapas mas tardias de la enfermedad, tratamientos
retrasados y poco efectivos, altos costos de atencidn médica y a un acceso

insuficiente a los sistemas de salud, entre otros (4).

La clasificacion mas comun del CM es la histolégica, la cual considera
primordialmente las caracteristicas clinico-patoldgicas del tejido en el cual surgen,
su grado de diferenciacioén y la evaluacion de algunos biomarcadores de rutina (7,8).
Sin embargo, se ha postulado que dicha clasificacion es inadecuada para describir
la diversidad estructural y funcional de los distintos tipos de CM (8) y pudiera no
reflejar la variedad de cursos clinicos y evolucién del CM de manera individual (7).
En consecuencia, se ha propuesto la categorizacion de los tumores de acuerdo a
sus caracteristicas moleculares que varian de acuerdo con la expresion de sus
biomarcadores, existiendo principalmente aquellos que incluyen la activacion de
receptores hormonales: receptor de estrogeno (RE) y receptor de progesterona

(RP), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2, por sus siglas



en inglés) y aquellos que no expresan receptores: triple negativo (TN) (9,10). Por lo
antes mencionado, se ha sugerido que los factores de riesgo, carga de la
enfermedad, estrategias de tratamiento y tasas de supervivencia pueden variar

segun el subtipo molecular de este tumor (11).

El CM es una enfermedad compleja y multifactorial. Durante décadas, se postul6 a
la carga genética como el principal factor de desarrollo de la enfermedad. En la
actualidad, se han identificado algunas variaciones genéticas que pueden ser
heredadas pero que solo explican aproximadamente solo 1 de cada 400 casos (12).
Por tanto, se ha sugerido el papel importante que representan algunos factores de
riesgo modificables que pertenecen al estilo de vida, como la alimentacion, actividad
fisica, consumo de alcohol, tabaquismo, entre otros (12,13, 14,15), podrian tener en

la aparicién del CM.

Por lo arriba mencionado, diversos comportamientos individuales del estilo de vida
se han relacionado con el riesgo de CM (8), tales como la inactividad fisica (16,17),
dietas no saludables (18,19), ingesta de alcohol (20), grasa corporal elevada (21),
consumo de tabaco (22), entre otros. Sin embargo, se ha propuesto que los
componentes del estilo de vida interactuan de manera compleja (23) y que los seres
humanos suelen adoptar comportamientos que coexisten (24,25); por lo que, el
estudio de dichos componentes mediante un abordaje holistico, podria permitir
comprender de una mejor manera el efecto que el estilo de vida ejerce sobre el CM
(8,11,15) (Figura 1).

El estudio de la relacién entre el CM vy el estilo de vida ha sido abordado bajo
diferentes metodologias; una las mas frecuentemente utilizadas es la evaluacion de
la adherencia a un estilo de vida saludable, que se construye con base en
recomendaciones de organismos internacionales para la prevencién del CM, como
la World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research
(WCRF/AICR), por sus siglas en inglés) (8), la American Cancer Society (ACS, por
sus siglas en inglés) (26) entre otros. Algunos de los indices del estilo de vida que

mas se han reportado en la literatura para el estudio del CM han sido el Healthy
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7. Jia-Yi et al., 2020
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9. Akram et al., 2017
10. AICR et al., 2020
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Figura 1. Mapa conceptual de la relacion entre la calidad del estilo de vida, incluida la dieta, y el cancer de mama.
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Lifestyle Index Score (HLIS) (27), Healthy Lifestyle Index (28), Healthy Behavior Index,
el indice de la WCRF/AICR (29), etcétera. Estos indices consideran principalmente el
conjunto de los siguientes comportamientos: mantener un peso sano, apegarse a una
dieta saludable, ser fisicamente activo, no consumir tabaco, limitar la ingesta de alcohol,

lactancia materna, entre otros (30).

Globalmente, la evidencia de la relacién entre un estilo de vida saludable y el CM ha sido
inconsistente (31-38), mientras que, la informacion sobre su asociacion a través de los
distintos subtipos moleculares es escasa y contradictoria (27,37—42). En el contexto de
Meéxico, dos estudios retrospectivos que documentan la asociacion entre un indice de
estilo de vida saludable y el CM, han encontrado hallazgos contradictorios (35,43). Por
ultimo, no existe evidencia de estudios previos que evaluen la relacion entre un estilo de

vida saludable y el CM por subtipo molecular en mujeres mexicanas.

Dentro del estilo de vida, particularmente la dieta es uno de los componentes que mas
se ha explorado en relacion con el CM (44), enfocandose principalmente en el estudio
de alimentos especificos, grupos de alimentos o de nutrimentos de forma aislada, sin
arrojar resultados concluyentes hasta la fecha (7). Por ello, se ha sugerido la importancia
de optar por un abordaje que considere a los alimentos en conjunto, haciendo énfasis en
la investigacion de patrones dietarios y la calidad de la dieta (45). La calidad de la dieta
es un concepto que cuantifica qué tan saludable es la dieta de un individuo, evaluando
el nivel de adherencia a guias de alimentacion poblacional emitidas por organismos
internacionales, en su totalidad y no solo sus elementos individuales (46,47). Dentro de
los indices que mas se han reportado en la literatura para estudiar la relacion entre la
calidad de la dieta y el CM se encuentran: el Healthy Eating Index (HEI, por sus siglas
en inglés), Alternative Healthy Eating Index (AHEI, por sus siglas en inglés),
Mediterranean Diet Score (MED, por sus siglas en inglés), Recommended Food Score

(RFS, por sus siglas en inglés), etcétera (30,48-50).

En el contexto de nuestro pais, recientemente, Lopez-Olmedo y cols., realizaron una
adaptacién para México del indice AHEI-2010 al cual se etiqueto como MxAHEI y
disefiaron otro indice con base en guias de alimentacion y actividad fisica para poblacién

mexicana nombrado como MxDQI (51). A pesar de la evidencia anterior, no existen
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reportes previos que hayan evaluado la relacion entre calidad de la dieta, ni su asociacion

con el CM por subtipo molecular en México.

Bajo este enfoque, la evidencia a nivel mundial sugiere que la asociacion entre la calidad
de la dieta y CM ha sido contradictoria. Por ejemplo, los resultados de una revisién
sistematica de estudios retrospectivos muestra una asociacion negativa y significativa
(30), mientras que, en aquellas revisiones sistematicas que incluyen estudios

prospectivos, la relacion es inconsistente (18,49).

Por lo antes expuesto, el presente estudio de casos y controles tiene como objetivo
principal evaluar la asociacion entre la calidad del estilo de vida, y en particular la calidad
de la dieta, con el CM y los subtipos moleculares Luminal, HER2+ y TN en mujeres del

Norte de México.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la relacion entre la calidad del estilo de vida y en particular la calidad de la dieta
con el desarrollo de cancer de mama y cancer de mama por subtipo molecular Luminal,
HER2+y TN en mujeres del Norte de México?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociacion entre la calidad del estilo de vida y en particular, la calidad de la
dieta, y el desarrollo de cancer de mama y cancer de mama por subtipo molecular

Luminal, HER2+ y TN en mujeres del Norte de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar la evidencia cientifica disponible mediante una revision sistematica y
metaanalisis de estudios observacionales publicados en el periodo comprendido
de 2000 a 2021 sobre los indices de calidad del estilo de vida y su asociacién con
cancer de mama, cancer de mama por estado menopausico y cancer de mama

por subtipo molecular.

2. Evaluar la calidad de la dieta y su asociacién con el cancer de mama y cancer de
mama por subtipo molecular, mediante los indices adaptados para poblacién
mexicana Mexican Diet Quality Index y Mexican Alternative Healthy Eating Index,

en mujeres del Norte de México.

3. Evaluar la calidad del estilo de vida y su asociaciéon con el cancer de mama y
cancer de mama por subtipo molecular, mediante diferentes indices “a priori” en

mujeres del Norte de México.
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METODOLOGIA

A continuacion, se describe la metodologia de la presente investigacién, segun

corresponda a los objetivos del estudio.

Objetivo 1

Se realizé una revision sistematica siguiendo la metodologia propuesta por los manuales
“Cochrane Handbook for Systematic Reviews” (52) y “the Conducting Systematic
Reviews and Meta-Analyses of Observational Studies of Etiology” (COSMOS-E, por sus
siglas en inglés) (53). El protocolo de la revisién fue publicado en la “International
Prospective Register of Systematic Reviews” (PROSPERO), ID: CRD42021267759. Se
diseid una estrategia de busqueda para las siguientes bases de datos: PubMed,
LILACS, CINAHL y ScienceDirect.

Seleccion de estudios

Se consideraron los siguientes criterios de inclusién: Estudios prospectivos vy
retrospectivos, que tuvieran como variable de exposicion un indice de calidad del estilo
de vida o la combinacion de factores de riesgo como la dieta, la actividad fisica, el
consumo de tabaco, el consumo de alcohol, el indice de masa corporal (IMC), entre otros;
estudios que incluyeron mujeres 218 afos, con informacion de ajuste por confusores, en
idioma inglés o espanol, y que tuvieran o no informacién sobre subtipos moleculares de
CM y estado menopausico. Mientras que, los criterios de exclusion fueron aquellos
estudios que no reportan medida de asociaciéon como Risk Ratio (RR, por sus siglas en
inglés), Odds Ratio (OR, por sus siglas en inglés), Hazard Ratio (HR, por sus siglas en
inglés), y sus intervalos de confianza. También se excluyeron los estudios que evaluaron
mortalidad, recurrencia o supervivencia de CM, estudios no originales, estudios que
evaluaron componentes unicos del estilo de vida, en los que los animales fueran sujetos

de investigacion y estudios que consideren el CM en hombres.
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Extraccion y manejo de datos

La informacion se extrajo considerando la pregunta de investigacion PECO, por sus
siglas en inglés. Se identificaron las caracteristicas iniciales de la Poblacion de estudio
como: autor, afio de publicacion, pais, tamafo de la muestra, edad de las participantes,
numero de casos, tipo de CM, entre otros. Para la Exposiciéon se tomaron en cuenta las
caracteristicas de los indices, numero y componentes (como dieta, actividad fisica,
consumo de tabaco, consumo de alcohol, IMC, etc.). Para la Comparacion se
consideraron los modelos multivariados mas ajustados, que compararon la categoria
mas alta frente a la mas baja de adherencia a los indices, en el periodo de 2000 a 2023.
Los resultados (Outcome) se organizaron por tipo de disefio (prospectivo o
retrospectivo), subtipo molecular (ER+/PR+, ER+/PR-, ER-/PR-, HER2+, HER2-y TN) y

estado menopausico (premenopausica y posmenopausica).

Evaluacion de la calidad metodolégica (riesgo de sesgo), certeza de la evidencia y

sesgo de publicacion

Para la revision sistematica se utilizd la herramienta para evaluar riesgo de sesgo,
validada para estudios observacionales: The Newcastle-Ottawa Scale (NOS, por sus
siglas en inglés) (54), cuyo resumen grafico se realizo con el software Review Manager
5.4 (55). Mientras que, para la evaluacion de la certeza de la evidencia del metaanalisis,
se emplearon las guias del sistema Grading of Recommendations, Assessment,
Development, and Evaluations (GRADE, por sus siglas en inglés) (56), con el software
en linea del grupo de trabajo GRADE pro Version 3.6 (57). El riesgo de sesgo de
publicacién se evalud mediante graficos en embudo, estratificando por disefio de estudio,

estado menopausico y subtipo molecular.

Analisis estadistico

Para el metaanalisis, se agruparon las medidas de asociaciéon (HR, RR u OR) con sus
respectivos intervalos de confianza al 95% (IC 95%), reportadas en cada uno de los

estudios incluidos. El tamafio de la asociacion se considerd a partir de la comparacién
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de la categoria con mayor adherencia a los indices (considerada como estilo de vida mas
saludable), frente a la categoria con menor adherencia (estilo de vida menos saludable).
Se utilizé un modelo de efectos aleatorios, que considerd la heterogeneidad entre
diferentes estudios. Para ello, se tomd en cuenta el indice de inconsistencia estadistica
(%), que va de 0 a 100%. Un valor pequeiio de I representdé una menor heterogeneidad.
Dado que la 1> 250%, se utilizé un modelo de efectos aleatorios, por técnica de maxima
verosimilitud restringida (REML, por sus siglas en inglés). Se realizaron los siguientes
analisis estratificados: CM por disefio de estudio y por estado menopausico; y CM por
subtipo molecular. Para observar el tamafio del efecto en los estudios, se generaron los
graficos de forest plot con intervalos de confianza del 95%. Todos los analisis se
realizaron con el software STATA 17.0 (StataCorp. 2021. Stata Statistical Software:
Release 17. College Station, TX: StataCorp LLC).

Objetivo 2 y Objetivo 3

En vista de que para ambos objetivos se utilizd informacion del mismo estudio original
de casos y controles, se describen de manera general las caracteristicas de este y se
hace la diferenciacién sobre la estimacion de la calidad de la dieta y la calidad del estilo

de vida.

Diseiio y poblacion de estudio

El presente trabajo de investigacion es un analisis secundario de un estudio de casos y
controles poblacionales (58), el cual tuvo como objetivo principal identificar factores
genéticos y ambientales asociados con el riesgo de CM en cinco estados del Norte de
México (Coahuila, Chihuahua, Durango, Nuevo Ledn y Sonora) (58). Durante el periodo
de 2007 a 2011, se reclutaron casos incidentes provenientes de 17 hospitales publicos
de tercer nivel, incluyendo instituciones de la Secretaria de Salud, Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), Instituto de Seguridad, Servicios Sociales de los Trabajadores del

Estado (ISSSTE) y centros de salud universitarios. El estudio original fue aprobado por
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los Comités de ética en investigacion, de investigacion y de bioseguridad del Instituto

Nacional de Salud Publica.

Casos de cancer de mama

Se identificaron 1,045 mujeres con diagndstico histopatoldgico confirmado de CM, cuyos
criterios de inclusién fueron: edad >18 anos, sin historial previo de algun tipo cancer y

con un periodo de residencia en las entidades del estudio mayor a un afo (58).

Subtipos moleculares de cancer de mama

La informacion de los subtipos moleculares se obtuvo a través de registros médicos, y
fue determinada por tincion inmunohistoquimica. Se considerd tumor Luminal si 21% de
las células de la muestra eran inmunorreactivas y tefiidas con receptores de estrégenos
(ER) y/o receptores de progesterona (PR) (59), y cuando la tincion era uniforme e intensa
en mas del 30 % de las células, se clasificaron como tumores HER2+. Los tumores TN
fueron aquellos que no expresaron los receptores ER/PR ni HER2 (Tabla I). Para los
subtipos moleculares de BC, analizamos una submuestra de 509 casos pareados 1:1 por
edad con 509 controles (58) de la siguiente manera: Luminal (ER+ y/o PR+/HER2-)=
289; HER2+ (ER+/- y/o PR+/-/[HER2+)= 117 y TN (ER- y PR-/HER2-)= 103 (60,61).

Tabla I. Clasificacién de los subtipos moleculares de los casos de cancer de mama con
base en su caracterizacion inmuhohistoquimica

Caracterizacion inmuhohistoquimica

Subtipo molecular Estado hormonal RE RP HER2
Luminal A + + +/- -
Luminal B + + +/- +/-
HER+ - - - +

TN - - - -

RE: Receptor de estrégeno; RP: Receptor de progesterona; HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano; TN: Triple Negativo.
Adaptado de Kumar et al., 2015; He at al., 2019.
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Controles

Los controles fueron mujeres sanas, sin autorreporte de ningun tipo de cancer, mayores
de 18 afos de edad, con residencia mayor a un afio en la misma area en la que los casos
fueron reclutados, pareados por edad con los casos (+ 5 afios) (58). Se incluyeron un
total de 1,030 controles, reclutados a partir del marco muestral de la muestra Maestra,
utilizada para la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) y se considero una
lista de direcciones de viviendas seleccionadas de manera probabilistica y un croquis
para facilitar la ubicacion, a partir de areas geoestadisticas Basicas (AGEBS) de zonas

urbanas y rurales (58).

En los hogares en los cuales mas de una mujer era elegible, unicamente se considero a
una participante para ser elegida aleatoriamente. En contraste, si ninguna mujer que era
elegible para participar se encontraba en el hogar o si se negaba a participar en el
estudio, un nuevo hogar era sistematicamente ubicado, de acuerdo con los
procedimientos estandarizados de la ENSANUT. A los controles se les otorgd un
incentivo comestible, con la finalidad de incrementar la tasa de respuesta (58), que fue
de 96.4% y de 99% para casos y controles, respectivamente. La razon principal de la
proporcidn de mujeres que rechazo participar en el estudio (3.4%) fue la falta de interés

(58). El diagrama de flujo de las participantes del estudio se observa en la Figura 2.

. .

Elegibles 1031 1084

|

1030 (99%) 1045 (96.4%)
v v
Orina
Muest v v
uestra
. v v
molecular

Figura 2. Diagrama de flujo de las participantes del estudio.
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Medicion de variables e instrumentos
Entrevistas

La obtencion de informacion de las variables de interés se realizd a partir de entrevistas
cara a cara con las participantes seleccionadas. En las entrevistas se indagé sobre
informacion relacionada con caracteristicas sociodemograficas, historial médico, historial
reproductivo y clinico, antecedentes familiares de cancer, caracteristicas del estilo de

vida y habitos dietarios (58).

A las participantes en el grupo de los casos se les realizé una entrevista en el hospital
en donde fueron reclutadas posteriormente de recibir su diagndstico de CM, con un
promedio de alrededor de dos meses desde el diagndstico hasta la entrevista, y previo a
recibir algun tipo de tratamiento. Por su parte, los controles fueron entrevistados en sus
hogares, como se describioé anteriormente. Todas las participantes del estudio aceptaron
y firmaron carta de consentimiento informado, y, al igual que el personal entrevistador,

estuvieron cegadas a la hipdtesis del estudio (62).
Evaluacion de consumo de alimentos

Para la evaluacion consumo de alimentos se empled una Frecuencia de Consumo de
Alimentos (FCA) semi-cuantitativa, previamente validada en poblacién mexicana (63). Se
indago sobre la ingesta de alimentos durante el afio anterior al diagnoéstico para los casos
y previo a la fecha de la entrevista para los controles. El cuestionario se constituyé por
133 items en total (119 alimentos y 14 platillos), con 10 opciones de respuestas: nunca,
una vez al mes o menos, 2-3 veces al mes, 1 vez a la semana, 2-4 veces a la semana,
5-6 veces a la semana, 1 vez al dia, 2-3 veces al dia, 4-5 veces al diay 6 0 mas veces
al dia. La FCA incluy6 porciones predeterminadas de alimentos (vaso: para leche y vino;
taza: para yogur, algunas frutas y verduras, té, jugos de frutas, bebidas alcohdlicas y no
alcohdlicas; cucharada: para aceites, cremas, salsas, y nueces; una rebanada: para
quesos, algunas frutas y carnes; un plato: para verduras locales y algunos platos; una
pieza: para algunos platos, frutas y pan). Para obtener el consumo diario por persona y
estimar la cantidad de energia, macro y micronutrientes para cada participante, se
consideré el tamano de la porcion consumida y se convirtio a gramos.
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Para el analisis de nutrientes de los alimentos de la FCA, previamente nuestro grupo de
investigacion utilizé las tablas de composicion de alimentos del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) version 20 (64). Hubo
dos alimentos para los cuales la informacion no estuvo disponible en las tablas de la
USDA; por lo que se utilizaron las tablas de composicién de alimentos del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion de México “Salvador Zubiran” para obtener
dicha informacion de energia y nutrientes (65). El consumo de frutas y verduras se ajusté
de acuerdo con la estacionalidad y disponibilidad durante todo el afio (por ejemplo,
consideramos el consumo de un cuarto de mango, ya que solo esta disponible 3 meses
del afo).

Ademas, para los fines de esta investigacién, se generaron las variables de azucar
afadida y acidos grasos trans, ya que no estaban construidas en la base de datos de
consumo de alimentos del estudio original.

Evaluacion de azucares anadidos en la dieta

La cantidad de azucar afadida se estimé de acuerdo con la metodologia propuesta por
Sanchez-Pimienta (66). De manera breve, se identificaron los siguientes grupos de
alimentos: 1) alimentos sin contenido de azucar anadido; 2) alimentos que tenian
azucares intrinsecos como alimentos naturales (sin procesar) o minimamente
procesados; 3) alimentos en los que todo el contenido de azucar fue anadido: refrescos,
productos de granos industrializados; alimentos que se pueden utilizar como
edulcorantes, etc.; 4) productos lacteos sin azucar afiadido: en los que la lactosa se
consideraba como azucar intrinseco; y productos lacteos con azucar: en los que se restd
la cantidad de lactosa al azucar total; 5) alimentos no lacteos con algunos azucares
anadidos (por ejemplo, frutas en almibar, jugos industrializados, etc.), de los cuales se le
restd del contenido total de azucar, la cantidad de azucar intrinseca de un producto
similar pero sin azucar (Figura 3).
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1 Alimentos sin azlcar y, por tanto, sin aztcares afiadidos.
Alimentos que eran naturales (sin procesar) o minimamente procesados cuyos azlcares eran intrinsecos: cereales y
2 tubérculos sin procesar, legumbres, frutos secos, hortalizas, frutas, zumos 100% de frutas y hortalizas, alimentos de

origen animal (excluidos los lacteos) grasas y aceites.

productos de granos (pan blanco industrializado e integral, pan dulce, bolleria, galletas), alimentos que se utilizan

3 Alimentos en los que todos los azlcares procedian de azUcares afiadidos, como: refrescos, dulces, embutidos y
como edulcorantes (azicar de mesa, miel, jarabes, etc.).

Lacteos sin azlcares afiadidos: el azlicar se consideré como lactosa (azucar intrinseco). Para la leche, el yogur, la
4 gelatina y los flanes azucarados y aromarizados, se resté la cantidad de lactosa en 100 g de producto y consideramos el
resto de los azlicares como agregados. Contenido de lactosa: Centre d’Information sur la Qualité des Aliments.

Alimentos o productos con azucares agregados para los que existian alimentos similares sin azlicares agregados: jugos
5 industrializados, frutas en almibar y mermelada. Restamos el contenido de azucar de los alimentos sin azlcares afiadidos del
contenido de azlcar de los alimentos con azucares afiadidos para estimar la cantidad de azlcares afiadidos.

/

Azucar afiadido

1 Alimentos sin azucar

\

2 Alimentos naturales o minimamente procesados (azlcares

eran intrinsecos)
No se realiza ningun calculo 0

No se realiza ningun calculo 0

\

3 Todos los azlcares procedian de azlcares

afiadidos No se realiza ninglin célculo Azucar afadido

I

Se resta el contenido de
lactosa

4 Lacteos con azucar afiadido

/

5 Alimentos con azucares afiadidos para los que existian alimentos
similares sin azlcares afiadidos Se resta el azdcar de un
/ alimento sin AA

Azucar aiadido

Azucar aiadido

Figura 3. Proceso de construccion de la variable de azucar afiadido para el indice MxDQI.
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Evaluacion de acidos grasos trans en la dieta

Para estimar el consumo de acidos grasos trans, se seleccionaron diferentes bases de
datos con informacién disponible sobre el contenido de este nutriente. Se obtuvo el
contenido de &acidos grasos trans de las tablas de composicién de alimentos de
Villalpando et al. (67) para poblacion mexicana como primera opcion, y cuando los datos
no estaban disponibles, se recurrié a utilizar las tablas de composicion de alimentos de
USDA 2007 (64) o USDA 2019 (68). Posteriormente, se promedio el contenido de grasas
trans de los tres alimentos cuyo contenido de grasa total era mas similar al de la grasa
total calculada anteriormente en nuestra base de datos de consumo de alimentos del
estudio original. Para obtener la ingesta diaria total consumida de grasas trans en los
alimentos individuales, calculamos los gramos de grasas trans por porcidon
predeterminada del alimento reportada en el FCA; y para los platillos, el total de gramos
de grasas trans se obtuvo al sumar los gramos de cada alimento dentro del platillo
(Figura 4).

Evaluacion de la calidad de la dieta

La calidad de la dieta se evalué mediante dos indices "a priori" adaptados a la poblacidn

mexicana: el MxDQI y el MXxAHEI (51), los cuales se describen a continuacion.

Mexican Diet Quality Index

El MxDQI se estimé para evaluar la adecuacion del consumo de alimentos y nutrientes
saludables y/o la moderacién de alimentos y nutrientes, para los cuales se recomienda
un consumo limitado, con base en las guias de alimentacién y actividad fisica para la
poblacién mexicana de 2015 (69). De acuerdo con la metodologia descrita anteriormente
(47), el indice incluy6 13 grupos de alimentos que se segmentaron en dos componentes:
1) ingesta adecuada de: verduras; frutas enteras; granos enteros; leguminosas;
mariscos, aves o0 huevos; lacteos bajos en grasa y grasa poliinsaturada, y 2) ingesta
moderada de: jugo 100% de fruta; granos refinados; carnes rojas y procesadas; azucar

afadida; sodio y grasa saturada.
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Grasas trans por alimento

l

No Si
o o oo *
[ Alimento de manera individual l
. LHa.y ¢Hay
No informacion de Si No informacion de Si
grasas trans en grasas trans en
Villalpando, Villalpando,
2007? 2007?
" o @ o [ Compararlos con las grasas
¢Hay acer P"Olezslo e todas las ¢Hay totales de nuestra base de
No informacion de Si opciones (n=35) No informacion de Si datos en 100 g del alimento
grasas trans en grasas trans en ]
USDA, 20072 i USDA, 2007?
¢Hay y LHa_Y
informacion de Si Elegir alimento previamente informacion de Si Elegir alimento previamente Promediar hasta los 3 mas
grasas trans en seleccionado en nuestra base de grasas frans en - ao ol
N USDA, 2019? seleccionado en nuestra base de préximos (n=29)
3 [ datos (n=10) datos (n=3)
No - . No Elegir ali i
Elegir alimento previamente legir alimento previmente
; . ” seleccionado en nuestra base seleccionado en nuestra base
Alimentos sin informacién _ Alimentos sin informacién de de datos (n=74)
de grasas trans (n=83) de datos (n=149) grasas trans (n=33)
Frutas (n=1) Frutas (n=3)
Verduras (n=14) Verduras (n=4)
Alimento de origen animal Alimento de origen animal (n=4)
(n=39) Cereales o granos (n=3)
Cereales o granos (n=13) Bebidas sin azucar (n=1)
;Z&E:J”m_\;\;)sas =9 Bebidas con azucar (n=11)
= Tés sin azticar (n=1)
Calcular los gramos de grasas trans con base en los gramos de 5 -
cada uno dg los alimer?tos dentro de los platillos indi?:ados en Zf:‘sdaass(:lch)ho“cas o Caleular los gramos de grasas trans con base en los gramos
P Mermeladas (n=1) del alimento indicados en nuestra base de datos
nuestra base de datos

Sumar los gramos de grasas trans de los alimentos que
cuenten con informacion dentro del platillo, para obtener el
total de gramos de grasas trans

*En las bases de referencias utilizadas para obtener el contenido de grasas trans
1Excepto en los casos en los que habia mas de 3 alimentos con un gramaje igual

Figura 4. Proceso para la construccion de la variable de grasas trans para el indice MxAHEI.
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Brevemente, Lopez-Olmedo et al. (51), consideraron las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en conjunto con las guias mexicanas para
establecer puntajes minimos y maximos de: grasas poliinsaturadas, grasas saturadas
y azucares afiadidos; mientras que, el punto de corte para el consumo de sodio
contempld una ingesta <2000 mg de Na al dia (con base en revisiones sistematicas

y meta-analisis) (51).

En funcion del nutriente, alimento o grupo de alimentos, se calificd el cumplimiento
sobre la adecuacion o moderacion de la ingesta en un rango de 0 a 15 puntos. Por
ejemplo, se designdé un maximo de 5 puntos para el grupo de granos integrales y
cereales refinados. Se asignd un puntaje maximo de 10 al grupo de verduras, frutas
enteras y legumbres, mientras que consideramos un puntaje maximo de 15 para los
componentes de sodio y azucares agregados. Se centré el consumo de todos los
grupos de alimentos en 2,000 kcal, excepto para los acidos grasos poliinsaturados,
los azucares afiadidos y las grasas saturadas, para los que se considerd el porcentaje
de la ingesta energética total. La puntuacién total oscilé entre 0 y 100, donde la
puntuacion mas alta se consideré6 una mayor calidad de la dieta (51). La

operacionalizacién y sistema de puntuacion del MxDQI se observa en la Tabla Il.

Tabla Il. Componentes y criterios de puntuaciéon del Mexican Diet Quality Index (MxDQI)

Componente

N : . Puntos Criterio para el Criterio para el
alimentario - . .. . <.
. . maximos puntaje minimo puntaje maximo
(porciones por dia)

Adecuacion

1 Verduras 10 0 porciones >3 porciones/2000 kcal

2  Frutas enteras 10 0 porciones >3 porciones/2000 kcal

3  Granos enteros 5 0 porciones >3 porciones/2000 kcal

4 Leguminosas 10 0 porciones >2 porciones/2000 kcal

5 Mariscos, aves o huevo 5 <1 porcién/2000 kcal z

6 Lacteos bajos en grasa 5 0 porciones >3.5 porciones/2000

kcal

7  Grasa poliinsaturados® 5 <6% del total de >10% del total de
ingesta de energia ingesta de energia

Moderacién

8 Jugos 100% de fruta 5 >250 ml/2000 kcal <125 ml/2000 kcal

9 Granos refinados 5 >3 porciones/2000 kcal <1 porcién/2000 kcal

10 Carne roja y procesada 5 >1.5 porciones/2000 <0.5 porcién/2000 kcal
kcal

11 Azucar anadida 15 >10% del total de <5% del total de
ingesta de energia ingesta de energia

12 Sodio 15 2 g/2000 kcal <1.5 g/2000 kcal
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13 Grasa saturada 5 >10% del total de <7% del total de
ingesta de energia ingesta de energia

Puntaje Total MxDQI 100 0 100

Adaptado de Lépez-Olmedo et al., 2019.
*La grasa poliinsaturada no incluye grasas de cadena larga (n-3) (EPA + DHA).
32000 kcal = 8368 kJ.

Mexican Alternative Healthy Eating Index

Se calculé el MxAHEI, acorde a la metodologia descrita por Lopez-Olmedo (47), que
incluye 12 grupos de alimentos y los segmenta en dos componentes: 1) ingesta
adecuada de: verduras; frutas enteras; granos enteros; leguminosas; nueces y grasas
poliinsaturadas, y 2) ingesta moderada de: bebidas azucaradas; carnes rojas y
procesadas; sodio; grasas trans y alcohol (47). Sin embargo, para fines del presente
estudio, se consider6 la proporcion de acido eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA)/grasa saturada, debido a que las mujeres en nuestra
muestra reportaron consumir platillos cuyas preparaciones contenian ambos acidos
grasos. Los puntos de corte para el consumo de sodio difirieron de los criterios
estipulados en el AHEI-2010, el cual utilizé la distribucion en deciles de la poblacion,
por lo cual en el MXAHEI considerd el mismo punto de corte contemplado para el
MxDQI (ingesta <2000 mg de Na al dia). Otra consideracion adicional es que para el
tamafo de porciones se tomdé en cuenta al Sistema Mexicano de Alimentos
Equivalentes (70), a diferencia del AHEI-2010 que considero las guias para poblacion

estadounidense.

Se calificé el cumplimiento del indice con un rango de puntos de 0 a 9, dependiendo
del nutriente, alimento o grupo de alimentos. Por ejemplo, se designé un maximo de
9 puntos para verduras, frutas, carnes rojas y procesadas; mientras que, se considero
un puntaje maximo de 5 para leguminosas y nueces. Al igual que para el MxDQl, se
centré el consumo de todos los grupos de alimentos a 2,000 kcal, a excepcion de los
acidos grasos poliinsaturados y la relacion EPA+DHA/grasas saturadas y grasas
trans, para las que se considero el porcentaje de la ingesta total de energia. El rango
de puntuacién total del fue de 0 a 100, donde se clasificé como incumplimiento un
puntaje de cero, mientras que la puntuacion mas alta se defini6 como una mayor
calidad de la dieta (Tabla IlI).
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Tabla lll. Componentes y criterios de puntuacién del Mexican Alternative Healthy Eating Index
(MxAHEI)

Componente alimentario Puntos Criterio para el Criterio para el
(porciones por dia) maximos puntaje minimo puntaje maximo
Adecuacion
1 Verduras 9 0 porciones >5 porciones/2000 kcal
2  Frutas enteras 9 0 porciones >4 porciones/2000 kcal
3  Granos enteros 9 0g >75 g/2000 kcal
4  Leguminosas 5 0 porciones >1 porciéon/2000 kcal
5 Nueces 5 0 porciones >1 porcion/2000 kcal
6 Grasa poliinsaturada* 9 <2% de la ingesta >10% de la ingesta
total de energia total de energia
7  Proporcion EPA-DHA/grasa 9 <0.1 >1
saturada
Moderacion
7 Bebidas endulzadas- 9 >1 porcion 0 porciones/2000 kcal
azucaradas
8 Carne rojay procesada 9 >1.5 porciones 0 porciones/2000 kcal
9 Sodio 9 >249 <1.5 g/2000 kcal
10 Grasas trans 9 >4% de la ingesta >0.5% de la ingesta
total de energia total de energia
11 Alcohol 9 >2.5 bebidas 0.5-1-5 bebidas/2000
kcal
Puntaje Total MxDQI 100 0 110

EPA: acido eicosapentaenoico; DHA: docosahexaenoico

Adaptado de Lopez-Olmedo et al., 2019.

*La grasa poliinsaturada no incluye grasas de cadena larga (n-3) (EPA + DHA).
F2000 kcal = 8368 kJ.

Evaluacion de la calidad del estilo de vida

Los indices de calidad del estilo de vida que se describen a continuacion
contemplaron distintos componentes identificados como potenciales factores de
riesgo modificables para el desarrollo de CM.

Healthy Lifestyle Index Score

De acuerdo con la metodologia descrita por McKenzie et al. (27), el HLIS contempl6
cinco componentes del estilo de vida: 1) dieta; 2) IMC; 3) actividad fisica; 4) consumo
de alcohol y 5) consumo de tabaco. Debido a que el HLIS originalmente considera el
componente dietario “a priori” basado en recomendaciones para paises europeos,
para efectos de este estudio, se utilizé el MxDQI (descrito anteriormente). El sistema
de puntuacion del HLIS considerd de 0 a 4 puntos para cada uno de los componentes,
y se obtuvo una calificacion final del indice de 0 a 20 puntos. La puntuacion mas alta
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se identifico como un estilo de vida mas saludable (27). Los detalles de la
operacionalizacion del HLIS puede observarse en la Tabla IV.

Tabla IV. Componentes y criterios de puntuacion del Healthy Lifestyle Index Score (HLIS).

Componente Operacionalizacion Puntaje

Patrén dietario: MxDQ Quintil 1
Quintil 2
Quintil 3
Quintil 4
Quintil 5

indice de Masa Corporal (kg/m?) Quintil 1
Quintil 2
Quintil 3
Quintil 4
Quintil 5

Actividad fisica (min/semana) Quintil 1
Quintil 2

Quintil 4
Quintil 5

Consumo de alcohol (bebidas por dia) Ninguno
0.1-4.9 (g/dia)
5.0-9.9 (g/dia)
10.0-19.9 (g/dia)
>20 (g/dia)

Consumo de tabaco Nunca
Ex fumador > 10 anos
Ex fumador < 10 afos
Actual < 15 cigarrillos/dia

0
1
2
3
4
4
3
2
1
0
0
1
Quintil 3 2
3
4
4
3
2
1
0
4
3
2
1
Actual > 15 cigarrillos/dia 0

Healthy Lifestyle Index Score 0-20

Fuente: McKenzie et al., 2015.

Healthy Behavior Index

El HBI se calcul6 de acuerdo a la metodologia descrita por Heitz et al., (71). Para la
construccién de este indice fueron incluidas las siguientes variables: 1) consumo de
tabaco; 2) IMC; 3) indice cintura-cadera, 4) consumo de alcohol, 5) patréon dietario, 6)
actividad fisica vigorosa. Para este caso, el HBI considera un patrén dietario
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“Occidentalizado” evaluado de manera “a posteriori”; el cual fue derivado previamente
por nuestro equipo de trabajo y que esta caracterizado principalmente por el consumo
de: carne rojas, cereales refinados, grasa saturada, consumo de bebidas azucaradas,
y productos lacteos ricos en grasas y azucarados (72). Para evaluar el cumplimiento
al HBI, se le asignd a cada componente de 0 a 2 puntos, obteniendo un puntaje total
entre 0 a 12, en donde las puntuaciones mas altas se consideraron como un estilo de
vida mas sano (71) (Tabla V).

Tabla V. Componentes y criterios de puntuacién del Healthy Behavior Index (HBI)

Componente Operacionalizacién Puntaje

Consumo de tabaco Nunca
Ex fumador
Actual

indice de Masa Corporal (kg/m?) Normal <25
Sobrepeso 25-30
Obesidad > 30

indice Cintura-Cadera (cm) <0.775
0.775-0.84
>0.84

Consumo de alcohol (bebidas por dia) <0.5
0.5-1
>1

Patron dietario: “Western”. Tercil 1
Tercil 2
Tercil 3

Actividad fisica vigorosa (min/semana) >75
<75
Ninguno

OO =~NIO-_2DNO-_2DNO-_2DNO-~2DNO-~-DN

Healthy Behavior Index

Fuente: Adaptado de Heitz et al., 2018.
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Medicion de otras variables
Antropometria

Se midid el peso en kilogramos (kg) y la talla en metros (m?), utilizando procedimientos
estandarizados (58). El IMC se calculé como el peso en kg sobre la talla en metros al

cuadrado (kg/m?).

Caracteristicas sociodemograficas

En las entrevistas se indagd sobre la siguiente informacién de cada una de las
participantes: historial reproductivo; caracteristicas sociodemograficas como la edad,
escolaridad como proxy de nivel socioecondmico; estado civil; ocupacion,
derechohabiencia, entre otras.

indice Acumulativo de Exposicién a Estrégenos

Con base en la informacion sobre el historial reproductivo, Rojas-Lima y cols.,
construyeron un indice para evaluar los afios acumulados de exposicion a estrégenos
enddégenos en la misma muestra de estudio de este trabajo de tesis (73). Para las
mujeres en estado postmenopausico se estimaron los afos de exposicion a
estrogenos endoégenos como la diferencia en afios de la edad de la menopausia
menos la edad de la menarca. Mientras que, para las mujeres pre-menopausicas, se
consideré como la diferencia entre la edad al momento del estudio menos la edad de
la menarca; a dicha diferencia se le rest6 el numero de embarazos y la duraciéon de la
lactancia en afios (73).

Calculo del poder estadistico
Calculo de poder para la muestra total

Para el presente trabajo, el poder estadistico se determiné a través de estimaciones
post hoc con el tamafio de muestra de todas aquellas participantes que tuvieron
informacion completa para la muestra de orina del estudio original (1,016 casos y
1,028 controles), ver Tabla VI. Se considerd una probabilidad basal de CM de 40.5
por cada 100,000 mujeres mexicanas (0.000405), de acuerdo al GLOBOCAN, 2020
(1) y se plantearon distintos escenarios para determinar el poder que se alcanzaria
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considerando diferentes proporciones de la exposicion (calidad del estilo de vida
como factor protector) en los controles, asi como razones de momios citadas
previamente en la literatura (Tabla VII).

Calculo de poder para la muestra por subtipo molecular

De igual forma, se estimé el poder estadistico para los diferentes subtipos
moleculares de CM Luminal, HER2- y TN (Tabla VIl). Se consideraron diversos
valores de razones de momios como resultado de la comparacion de la categoria mas
alta de cumplimiento a los indices de calidad del estilo de vida, en comparacién con
la categoria mas baja. El calculo de poder fue realizado mediante el programa Power®
version 3 (National Cancer Institute, ComponentOne LLC) (74). En el Anexo 1 se
puede observar graficamente el calculo de poder para la muestra total y los subtipos
moleculares.

Tabla VI. Razén de momios reportada por diversos autores, considerados para el calculo de
poder estadistico de los indices del estilo de vida. Muestra total de casos y controles y cancer
de mama por subtipo molecular

Tamano de muestra del estudio Referencias
original de casos y controles Aut Razén de Fact
(Lépez-Carrillo, 2014) utor momios* ' 2¢tor
Casos Controles
Cancer de mama
Sanchez-
Muestra total 1016 1028 Zamorano, 2011 0.50 Protector
1016 1028 McKenzie, 2014 0.69 Protector
Subtipo
molecular 509 509
ER+ 289 289 Romaguera, 2017 0.84 Protector
HER2+ 117 117 Romaguera, 2017 0.57 Protector
Triple negativo 103 103 Romaguera, 2017 0.89 Protector

ER: Receptor Estrogeno +; HER2+: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2; TN: Triple negativo.
*Razones de momios para la comparacion entre la categoria mas alta vs. categoria mas baja de adherencia a los
indices de calidad del estilo de vida.
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Tabla VII. Estimacién del poder estadistico bajo porcentajes hipotéticos de exposicion en los
controles y distintos escenarios de RM, con el programa Power®, National Cancer Institue.

Probabilidad de exposicion en controles

Casos Controles RM P20% P30% P40% P50%

a) Muestratotal' 1016 1028

09 0.103 0.195 0.214 0.220
0.7 0.609 0.967 0.979 0.979
0.5 0.981 1.000 1.000 1.000
0.3 1.000 1.000 1.000 1.000
Subtipo
molecular
b) ER+2 289 289
09 0.074 0.085 0.091 0.092
0.7 0436 0.526 0.566 0.568
0.5 0.954 0.981 0.986 0.984
0.3 1.000 1.000 1.000 1.000
c) HER2+3 117 117
0.9 0.051 0.056 0.059 0.060
0.7 0.207 0.250 0.271 0.272
0.5 0.632 0.723 0.750 0.737
0.3 0.989 0.995 0.995 0.992
d) TN* 103 103
0.9 0.049 0.054 0.056 0.057
0.7 0.187 0.225 0.244 0.245
0.5 0.582 0.668 0.695 0.682
0.3 0.978 0.989 0.990 0.984

1. Probabilidad basal de cancer de mama en México: 40.5 por cada 100,000: 0.000405, N=1016 casos, 1028 controles

2. Probabilidad basal de cancer de mama NCI, USA: 88.1 por cada 100,000 casos de cancer de mama: 0.000881 n=289 casos, 289 controles

3. Probabilidad basal de cancer de mama NCI, USA: 5.5 por cada 100,000 casos de cancer de mama: 0.000055; n=117 casos, 117 controles

4. Probabilidad basal de cancer de mama NCI, USA: 13.1 por cada 100,000 casos de cancer de mama: 0.000131; n=103 casos, 103 controles

RM: Razén de momios; ER+: receptor de estrégeno positivo; HER2+: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; TN: Triple negativo; P20%:
proporcion de 20% de exposicion en los controles; P30%: proporcion de 30% de exposicion en los controles; P40%: proporcion de 40% de exposicion en los
controles y P50%: proporcion de 50% de exposicion en los controles.

Analisis estadistico

Comparacion de covariables

Se realizé un andlisis exploratorio para evaluar la distribucion de las variables y
determinar el tipo de pruebas estadisticas a utilizar. Para la comparacion de
covariables entre factores conocidos de CM, como variables reproductivas, ademas
de caracteristicas sociodemograficas entre casos y controles, se utilizé la prueba t-
Student, en el caso de las variables continuas; mientras que, en las variables
categoricas, se uso la prueba Chi cuadrada.
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Construccion de los indices

Calidad de la dieta. Los indices MxDQI y MxAHEI fueron construidos “a priori” (51),
las variables fueron operacionalizadas como se indicé en las Tablas Il y Ill.

Calidad del estilo de vida. Los dos indices de calidad del estilo de vida se construyeron
con un abordaje “a priori”, exceptuando el componente de la dieta, ya que el indice
HBI utilizé la metodologia “a posteriori” para la derivacion del patrén “Occidentalizado”
(Tablas IV y V). Para ello, se utilizé un analisis factorial, en donde se estandarizé a
puntaje Z el porcentaje de la ingesta total de energia, obtenida de cada grupo de
alimentos para generar los patrones dietarios, asi como para las cargas factoriales.
Se considero un punto de corte del eigen-valor >1.5 para para conservar aquellos
factores por encima de dicha cifra, con el objetivo de mantener la interpretabilidad.
Para la determinaciéon de factores, se contemplé un subconjunto 4 grupos de
alimentos que tuvieran una carga absoluta -20, o 0.20. Para aquellos grupos de
alimentos que presentaron una carga 0.20 en mas de un patrén, unicamente se
considerara el patron cuya carga fuera la mas alta. Para evaluar las correlaciones
entre las variables se utilizé prueba de esfericidad de Bartlett, con un valor P=0.10
(75).

Comparacioén de diferencias para los indices entre casos y controles

Se realiz6 una prueba de t-Student para determinar las diferencias entre los casos y
controles para el puntaje total y para cada uno de los componentes de los indices de
calidad de la dieta (MxDQI y MxAHEI) y del del estilo de vida (HLIS y HBI).

Estimacion de la asociacién entre los indices y CM, controlando por covariables

Calidad de la dieta. Para determinar la asociacién entre el CM y CM por subtipo
molecular (ambas como variables binarias), y el puntaje de los indices de calidad de
la dieta: 1) MxDQI y 2) MxAHEI (como variables categéricas en terciles) y en su forma
continua para evaluar la tendencia lineal, se utilizaron modelos de regresion logistica
no condicional multiple. Se ajustd por variables seleccionadas "a priori": edad (afios)

e indice de estrogenos (afios), asi como por variables identificadas por el Grafico
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Aciclico Directo (DAG) (76) (Figuras 6 y 7): actividad fisica (minutos por semana),
consumo de cigarrillos (cigarrillos/dia), escolaridad (afios) y consumo de alcohol
(g/dia) (este ultimo considerado unicamente para el MxDQI). Se utilizé el modelo de
densidad de nutrientes para ajustar por energia (77), estandarizando ambos indices
a 2000 kcal, excepto para grasas poliinsaturadas, azucares afadidos, grasas

saturadas y grasas trans, en el que se uso el porcentaje de ingesta de energia.

Modelo 1y 2 para los indices de calidad de la dieta (categorico)

p
Log[ 2] = ho+ Buki + Bue

donde:

Bo= Coeficiente de regresion cuando todas las variables independientes valen cero.
p = Probabilidad de tener cancer de mama.

B, = Coeficiente de regresidn asociado a la variable explicativa X;.

X,= Variable de exposicion (indices de calidad de la dieta: MxDQI o MxAHEI).

B, = Coeficientes de regresion asociados a las variables explicativas de ajuste X,,.

X,,= Variables explicativas de ajuste (edad, educacion, indice estrogénico, consumo

de tabaco, consumo alcohol, actividad fisica y energia [solo para el MXAHEI]).
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Figura 6. Grafico aciclico dirigido para la relacion entre el cancer de mama y el MxDQI.
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Figura 7. Grafico aciclico dirigido para la relacion entre el cancer de mama y el MxAHEI.
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Calidad del estilo de vida. Para estimar la asociacion entre los indices de estilo de
vida saludables con el CM vy los subtipos moleculares, se utilizaron modelos de
regresion logistica no condicional multiple. Se considero el puntaje de los indices en
terciles, de acuerdo con la distribucién de los controles y se evalué la tendencia lineal
usando su forma continua. Como variables de ajuste para ambos indices, se
selecciond "a priori” a la edad (afios) y al indice estrogénico (afios); ademas, se
incluyeron las siguientes variables identificadas mediante el DAG (Figura 8 y 9) (76):
educacion (afos) para el HLIS, y educacion, edad y energia total para el HBI.
Previamente, nuestro grupo de trabajo derivo dos patrones dietarios "a posteriori” en
esta poblacién de estudio: el patrén "Occidental" y el patrén "Prudente"; dado que el
HBI incluye el patron "Occidental" como componente dietario, nosotros consideramos

el modelo de particion de energia, ajustando por el patrén "Prudente”.

Modelo 3 y 4 para los indices de calidad del estilo de vida (categdrico)

p
Log [m] = Bo+ B1X1+ BuXa

donde:

Bo= Coeficiente de regresion cuando todas las variables independientes valen cero.
p = Probabilidad de tener cancer de mama.

B, = Coeficiente de regresidon asociado a la variable explicativa X;.

X,= Variable de exposicién (indices de calidad de estilo de vida: HLIS y HBI).

B, = Coeficientes de regresidén asociados a las variables explicativas de ajuste X,,.

X,,= Variables explicativas de ajuste (edad, educacion, indice estrogénico y energia
[para el HBI]).
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Figura 8. Grafico aciclico dirigido para la relacion entre el cancer de mama y el HBI.

Se utilizd6 un nivel de significancia <0.05 como criterio para indicar significancia
estadistica. Los datos se mostraron como medias y desviaciones estandar. Los
analisis estadisticos se efectuaron en el paquete estadistico STATA 17 (StataCorp
version 17, College Station, Texas USA).
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RESULTADOS
A continuacion, se muestran los resultados de la presente investigacion, divididos en

tres articulos titulados:

Articulo 1

Lifestyle quality indices and female breast cancer risk: a systematic review and meta-
analysis. (Publicado)

Articulo 2

Diet quality indices are associated with breast cancer by molecular subtypes in

Mexican women. (Enviado)

Articulo 3

Healthy lifestyle indices are associated with breast cancer by molecular subtypes in

Mexican women. (Draft)
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ABSTRACT

Breast cancer (BC) poses an important burden of disease, which probably could be reduced by adopting healthy lifestyles like healthy body
weight, healthy diet, and physical activity, among others. Many studies have reported that adherence to healthy lifestyles may decrease BC
risk. The main objective of this study was to estimate a summary association of studies evaluating a healthy lifestyle index and BC risk. A
systematic review and meta-analysis following the Cochrane methodology were carried out. Observational studies, including healthy
lifestyle indices and their association with BC, were searched from 4 databases. For the meta-analysis, random-effects model was used to
evaluate overall BC risk, BC by molecular subtype and menopausal status. Thirty-one studies were included in the systematic review, and 29
studies in the meta-analysis. When the highest vs. the lowest category to a healthy lifestyle index were compared, the study identified a 20%
risk reduction for BC in prospective studies (hazard ratio [HR] 0.80 95% CI: 0.78, 0.83) and an odds ratio (OR) of 0.74 (95% CI: 0.63, 0.86)
for retrospective studies. The inverse association remained statistically significant when stratified by menopausal status, except for pre-
menopausal BC in prospective studies. Furthermore, an inverse association was found for molecular subtypes estrogen receptor (ER+)/
progesterone receptor (PR+): HR = 0.68 (95%CI: 0.63, 0.73), ER+/PR-: HR = 0.78 (95% CI: 0.67, 0.90) and ER-/PR-: HR = 0.77 (95% CI:
0.64, 0.92). Most studies scored at a low risk of bias and a moderate score for the certainty of the evidence. Adherence to a healthy lifestyle
reduces the risk of BC, regardless of its molecular subtypes, which should be considered a priority to generate recommendations for BC
prevention at a population level.
International prospective register of systematic reviews (PROSPERO) ID: CRD42021267759.

Keywords: Healthy lifestyle indices, BC, female, molecular subtype, menopausal status, systematic review, meta-analysis

Statement of Significance

To our knowledge, this is the first systematic review and meta-analysis to assess adherence to a healthy lifestyle index and its association with
female BC, especially considering the menopausal status and molecular subtype.

Abbreviations used: AICR, American Institute for Cancer Research; BC, breast cancer; EGF, Epidermal Growth Factor; ER, estrogen receptor; ERf, estrogen receptor
beta; GRADE, Grading of Recommendations, Assessment, Development, and Evaluations; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; MesH, Medical Subject
Headings; N, number; PR, progesterone receptor; PROSPERO, International Prospective Register of Systematic Reviews; REML, random effects model by restricted
maximum likelihood; SHBG, sex hormone-binding globulin; TN, triple-negative; WCRF, World Cancer Research Fund.
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Introduction

In women, breast cancer (BC) is an important public health
issue, being the most common type of cancer and the leading
cause of cancer deaths worldwide [1,2]. An estimated increase of
approximately 33.8% in incident cases is expected by 2040 [3].
According to global data, 645,000 premenopausal and 1.4
million postmenopausal BC cases were reported in 2018, with a
higher burden of premenopausal cases observed in low- and
middle-income countries than in high-income countries [4].
Although there are no worldwide incidence rates for BC molec-
ular subtypes, some countries have information from national
records. For example, in the United States, the following per-
centages are observed: 72.6% for luminal A (estrogen receptor
+(ER+), progesterone receptor +(PR+), human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) [ER+/PR+]), 11.2% for
luminal B (estrogen receptor +, progesterone receptor -, human
epidermal growth factor receptor 2 +/- [ER+/PR-]), 4.8% for
HER2+, and 11.3% for triple-negative (TN) [5]. In other coun-
tries such as Mexico, there are studies that show a percentage
distribution for molecular subtypes: luminal A of 43.8%, luminal
B at 52.2%, HER2+ at 14.8%, and TN 22.9% in women older
than 40 y [6].

Traditional behavioral risk factors such as; unhealthy body
mass index (BMI), poor diets, excess alcohol, tobacco consump-
tion, and physical inactivity have been associated with BC risk
[4]. However, the combination of these factors as a lifestyle
pattern may influence BC risk more than each isolated factor.

The World Cancer Research Fund/American Institute for
Cancer Research (WCRF/AICR) and the American Cancer Society
(ACS) have published guidelines focused on improving modifi-
able risk profiles like a normal range of BMI, being physically
active, eating mostly plant foods, limiting the intake of red meat,
alcohol, energy-dense foods while also avoiding processed meat,
and soft drinks [7,8].

According to the previous information, the utilization of a
score that represents a healthy lifestyle based on multiple as-
pects, including; a normal BMI, low alcohol intake, no tobacco
use, being physically active, adhering to various aspects of a
healthy diet such as the intake of fruits and vegetables, whole
grains, and avoiding processed red meat (measured as a dietary
pattern), would allow for the investigation of overall behavior
patterns [9-16].

Multiple studies have developed similar scores in different
settings and have evaluated their association with BC
[17-25], emphasizing the importance of adopting a healthy
lifestyle pattern for BC prevention rather than focusing on
individual factors. Although there is a review evaluating the
relationship between different types of cancer, including BC,
and lifestyle [26], to our knowledge, this is the first system-
atic review and meta-analysis to assess adherence to a healthy
lifestyle index and its association with female BC at global
level, especially considering the menopausal status and mo-
lecular subtype.

Thus, the main objective of our study was to systematically
review and carry out a meta-analysis of the published literature
reporting associations between a healthy lifestyle index and BC
risk. In addition, an evaluation of the association between a
healthy lifestyle index and BC by menopausal status and mo-
lecular subtype was conducted.
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Methods

This systematic review was conducted following the
Cochrane Handbook for Systematic Reviews [27] and the Con-
ducting Systematic Reviews and Meta-Analyses of Observational
Studies of Etiology (COSMOS-E) [28]. The protocol was pub-
lished in the International Prospective Register of Systematic
Reviews (PROSPERO), ID: CRD42021267759.

Criteria for considering studies in this review
Type of studies

Prospective studies (cohort, case-cohort, and nested case-
control studies) and retrospective studies (population-based
case-control studies and hospital-based case-control studies)
published from January 2000 to February 2022 were included.
Comments, letters to the editor, clinical trials, or those reports
that studied BC in animals were excluded. Additionally, we did
not use the statistical power that the original studies reported as
an inclusion/exclusion criterion for this work.

Types of participants

Studies including women aged >20 y without a history of BC
were selected for the control group. Studies reporting a histo-
pathological diagnosis of BC or one confirmed by a self-report
were included as cases.

Types of exposure
Prospective and retrospective studies reporting a healthy
lifestyle score were included.

Types of outcomes

The primary outcome was the association with BC, and the
secondary outcome was the association with BC by menopausal
status and molecular subtypes. Studies were excluded when they
did not report measurements of association [i.e., HR, OR, or RR]
and 95% CI, or when studies only evaluated BC mortality, cancer
recurrence, survival rates, or assessed single components of
lifestyle.

Electronic searches

A search strategy was designed with Medical Subject Head-
ings (MesH) terms such as: “breast neoplasm,” “healthy life-
style,” and “healthy lifestyle index.” The search was conducted in
November 2021 and updated in February 2022 using 4 data-
bases: PubMed, LILACS, CINAHL, and ScienceDirect. The
detailed search strategy used per database is reported in Sup-
plementary Table 1.

Reference list scanning

To exhaust our search and reduce publication bias, we
examined a reference list of other reviews related to our topic in
terms of healthy lifestyle indices, general cancer that include a
sub-analysis on BC, and the list of the included studies.

Selection of studies

Two authors (BA-G and AG-R) screened titles and abstracts
independently to identify relevant studies. In the first step, du-
plicates were removed, then titles and abstracts were screened,
and finally, the full texts of the remaining studies were system-
atically examined to evaluate compliance with our inclusion and
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exclusion criteria (BA-G and AG-R). When there were disagree-
ments, the participation of a third reviewer was required to make
the final decision (ED-G). The study selection process is
described in Figure 1.

Data extraction and management

The information was extracted by 2 authors (BA-G and AG-R)
based on the Population, Exposure, Comparison, and Outcome
(PECO) research question. First, the characteristics of the study,
such as author, publication year, and country, were extracted.
Then, the population information was identified—sample size,
age of participants, number of cases, BC type, information about
molecular subtype, menopausal status, and study design. For
exposure and comparison, characteristics regarding the type,
number, and components of indices (diet, physical activity, to-
bacco consumption, alcohol consumption, BMI, nutritional sup-
plements use, and breastfeeding) and adjustment for potential
confounders. The outcomes were organized by type of design,
prospective or retrospective; molecular subtype (estrogen re-
ceptor (ER)+/ progesterone receptor (PR)+, ER+/ PR-, ER-/PR-,
HER2+, HER2-, and TN), and menopausal status (premeno-
pausal and postmenopausal). The association estimates (HR, RR,
or OR) and their corresponding 95% CIs were considered for the
highest vs. lowest category for all comparisons between groups
and were only included in multivariate-adjusted models.

Methodological quality assessment

An adaptation of the Newecastle-Ottawa Scale (NOS) tool
was used to assess the quality of the included studies [29]. This
was evaluated in duplicate, independently, and then discussed

Identification of studies via databases and registers
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by 2 authors (BA and AG-R). When there were discrepancies, 2
more experienced authors in cohort and case-control studies
made the final decision (ED-G and LL-C) and supervised the
judgments. For prospective studies, the domains evaluated
were: 1) selection: representativeness of the exposed cohort,
selection of the nonexposed cohort, ascertainment of exposure,
demonstration that outcome of interest was not present at the
beginning of the study; 2) comparability: comparability of co-
horts on the basis of the design or analysis controlled for
confounder, and 3) outcome: assessment of outcome, was
follow-up long enough for outcomes to occur (10 y minimum,
based on evidence from epidemiological studies), adequacy of
follow-up of cohorts. The quality was classified according to
the total number of stars achieved; good: 9-7 stars, fair: 6-5
stars, and poor: <4 stars.

For retrospective studies, the domains evaluated were: 1)
selection: whether the case definition was adequate, represen-
tativeness of the cases, selection of controls, the definition of
controls; 2) comparability: comparability of cases and controls
based on the design or analysis; and 3) outcome: ascertainment
of exposure, the same method of ascertainment for cases and
controls. The quality was classified according to the total number
of stars achieved: good (8-7 stars), fair (6-5 stars), and poor (<4
stars).

The “nonresponse rate” section for retrospective studies of the
original NOS tool was removed. This is because the presence of
the same nonresponse rate in the comparison groups does not
ensure the absence of bias but rather the nonresponse rate ac-
cording to the exposure-outcome combinations [30]. The
graphical summary was performed with the Review Manager 5.4
software [31].

Identification of studies via other methods

Reports not retrieved
(n=0)

Reports excluded:

Database search duplicates
(n=14)

The exposure variable is reported
in a continuous score (n = 1)

Records identified from:
= . Records removed before
"% gﬁnﬁf ) (n =2,007) gi’eﬁ:;’t’g’recor R — Records identified from:
] LILACS (n=1,414) = 9‘5)97) Manual search (n =12)
"E CINAHL (n= 38) R d d for oth Citation searching (n =1,224)
o ScienceDirect (n= 27) ecords removed for other i
o reasons (n =0)
A4
| Records excluded
Records screened (n =2,445)
(n = 2,489)
A Reports sought for retrieval >
2 Reports not retrieved (n=20)
= Reports sought for retrieval | Reporis notretrieve
8 (n=44) (n=2)
é,’ v
zefﬁ'és) el Reports assessed for eligibility
\ 4 Does not group lifestyle factors (n=20)
Reports assessed for eligibility g;?/izr\;/"(]: ixgr seap (=12
(n=42) Breast cancer survivors (n = 1)
Does not contain specific
information for breast cancer
(n=1)
i Estimate mortality (n = 1)
g Studies included in review
< (n=31)
S Studies included in meta
£ (n=29)

FIGURE 1. PRISMA flow chart for literature search and study selection process for inclusion in systematic review and meta-analysis of lifestyle

quality indices and BC.
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Meta-Analysis
Measurement of the association

Studies with a measurement of the association, such as OR,
RR, or HR, and its confidence interval (95% CI) were included.
The magnitude of the association was considered based on the
comparison of the highest category to the indices (considered as
a healthier lifestyle), compared with the lowest category (less
healthy lifestyle). The statistical analyses were carried out using
the random effects model by the restricted maximum likelihood
(REML) technique. Statistical analyses were stratified as follows
by epidemiological design for overall BC; by menopausal status
in prospective and retrospective studies, respectively; and by
molecular subtype, regardless studies design. To assess hetero-
geneity, the statistical inconsistency index (I2) was considered,
ranging from 0 to 100%. To observe the magnitude of the asso-
ciation across the studies, forest plots with 95% CI were
generated.

Publication bias

The risk of publication bias was assessed using funnel plots,
stratifying by study design, menopausal status, and molecular
subtype.

Sensitivity analysis

The following sensitivity analyses were performed, 1) studies
that included a healthy lifestyle index based on the WCRF/AICR
and/or ACS guidelines for cancer prevention, 2) studies that
accounted for greater weight in the main analysis were excluded,
and 3) studies that included the 5 most used variables in the
indices (diet, physical activity, alcohol consumption, smoking,
and BMI).

All analyses were performed with the STATA 17.0 (StataCorp.
2021. Stata Statistical Software: Release 17. College Station, TX:
StataCorp LLC) software.

Certainty of Evidence

The certainty of the evidence from the meta-analysis was
performed according to the guidelines of the Grading of Rec-
ommendations, Assessment, Development, and Evaluations
(GRADE) [32]. The GRADE framework classifies the quality of
the evidence into 4 categories 1) high quality, further research is
very unlikely to change our confidence in the magnitude of the
estimated association; 2) moderate quality, further research is
likely to have an important impact on our confidence in the
magnitude of the estimated association and may change it; 3)
low quality, further research is very likely to have an important
impact on our confidence in the magnitude of the estimated as-
sociation and is likely to change it; 4) very low quality, any es-
timate of association is very uncertain [33]. This evaluation was
conducted using the software GRADE Pro Version 3.6 [34].

Results

A total of 3,486 published studies were identified from da-
tabases, and 42 publications met the inclusion criteria. Sixteen
publications were excluded because lifestyle factors were not
grouped using an index or score (n = 12). Additionally, 5 studies
were retrieved from the reference list scanning and met the in-
clusion criteria. Therefore, 31 publications were finally included
in the systematic review (Figure 1), of which 24 were
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prospective studies: 21 cohort studies [10,11,13,17,19-22,
35-47], one case-cohort study [48], and 2 nested case-control
studies [12,49]. Seven studies were retrospective with a
case-control design:6 population-based case-control studies
[14-16,18,23,25] and one hospital-based case-control study
[24] (Table).

Healthy lifestyle index characteristics

Fourteen prospective studies were based on the WCRF/AICR
guidelines, either in its 2007 or 2018 version. Five prospective
studies follow the ACS-2006 or 2012 guidelines [12,17,20,41,
43], and the remaining studies considered other healthy lifestyle
recommendation guidelines or were not based on specific
guidelines but instead contemplated local evidence-based rec-
ommendations for cancer prevention [19,42,46,48-50]. For
retrospective studies, 3 of them were based on the
WCRF/AICR-2007 guidelines [14-16], and the remaining 4
considered a combination of different evidence-based cancer
prevention guidelines [18, 23-25]. The main components
included in the indices were: diet, physical activity, alcohol
consumption, and BMI, followed by tobacco consumption, sup-
plements use, and breastfeeding. Most of the prospective studies
included 5 variables in the index [17,19,43,44,46,48,50]: diet,
physical activity, alcohol and tobacco consumption, and BMI,
whereas most of the retrospective studies included between 5
[15,16] and 6 [18,51] variables in the index: diet, physical ac-
tivity, alcohol consumption, BMI, breastfeeding and/or supple-
ment use (Table).

Dietary patterns

All healthy lifestyle indices included diet as a variable, except
for the study of Loftergd et al. 2020 [36]. For diet quality
assessment, 28 studies [10,11,20-23,35,38-42,12,43-48,50,51,
13-19] used an "a priori" approach, whereas only 2 studies used
"a posteriori" methodology [25,49]. In general, the dietary pat-
terns within the lifestyle indices were composed as follows: eat a
diet rich in whole grains, fruits, vegetables, legumes, low-fat
dairy products, and polyunsaturated fats; reduce the consump-
tion of fast food, salt, and salt-preserved foods, red and processed
meats, limit the consumption of energy-dense foods, saturated
fats and avoid sugars and sugary drinks.

Healthy lifestyle indices and BC

Seven prospective studies showed an inverse statistically
significant association between a greater adherence to healthy
lifestyle indices and BC overall [12,13,17,19,20,35,40], data
oscillated from an HR of 0.49 (95% CI: 0.35,0.70) to an HR of
0.84 (95% CI: 0.78,0.90). Five retrospective studies provided
information on the overall association of lifestyle indices and BC
[14-16,23,24]; 4 of these studies observed a statistically signif-
icant inverse association, with an OR ranging from 0.15 (95% CI:
0.07, 0.32) to 0.76 (95% CI: 0.63, 0.92) (Table).

Healthy lifestyle indices and BC by menopausal status
Fourteen prospective studies provided information regarding
menopausal status [10,11,19,21,22,38,41,44,46-50]. Only one
of these [10] found a statistically significant inverse association
between a healthy lifestyle index and BC in premenopausal
women (HR = 0.78, 95% CI: 0.64, 0.94), whereas 11 studies [10,
11,22,38,41,44,46-50] found an inverse and significant
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TABLE
Characteristics of prospective and retrospective studies included in a systematic review of lifestyle quality indices and BC
Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of
Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)
Prospective studies
Arthur, 2018 131,833 8,168 Healthy lifestyle 1. Diet: a priori NA ER+/PR+ Postmenopausal: Age at entry, Good
USA Cases: index (HLI) 2. Physical activity HR =0.63(95%CI: HR = 0.70 (95% ethnicity, height, * %k k
63 (57,69) y 3. Alcohol 0.57, 0.69) CI: 0.64, 0.76) education, family % %k k
Noncases: consumption ER+/PR- HR = history of BC in
63 (57,68) y 4. Smoking 0.92 first-degree
5. BMI (95% CI: 0.74, relative, age at
1.14) menarche, parity,
ER-/PR-HR = 0.86 breastfeeding,
(95% CI: 0.69, history of
1.09) mammograms, age
HER2-+ at menopause,
HR = 0.70 (95% CL: hormone
0.55, 0.90) replacement
HER2- HR = 0.67 therapy use, oral
(95% CI: 0.06, contraceptive use,
0.73) history of benign
TN breast disease,
HR = 0.78 (95% CL: nonalcohol energy
0.58, 1.07) intake; for the
stratified analyses,
the models
included all these
variables except
the stratification
variable.
Arthur, 2018 131,833 410 Healthy lifestyle 1. Diet: a priori NA NA Postmenopausal: Education, Good
Canada 67 (59-75) y index (HLI) score 2. Physical activity HR = 0.70 (95% nonalcohol energy 1 8.8 8¢
3. Alcohol CI: 0.53, 0.93) intake, age at 8.8 89
consumption menarche, parity,
4. Smoking breastfeeding,
5. BMI menopausal status,

HRT use ever, oral
contraceptive use,
family history of
BCin a first-degree
relative. When the
individual
components were
included as the
main exposures,
the models were
also adjusted for
diet, alcohol,

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of
Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)
physical activity,
BMI, smoking,
unless included as
the main exposure.
Arthur, 2020 146,326 3,422 Healthy Lifestyle 1. Diet: a priori NA NA Premenopausal: Age at Good
England Premenopausal: Index (HLI) based 2. Physical activity HR = 0.78 (95% recruitment, 1 8.8.8.8.8 8.8 ¢
Cases: on WCRF/AICR 3. Alcohol CI: 0.64, 0.94) socioeconomic
46 (43,48) y 2018 consumption Postmenopausal: status, age at
Noncases: 4. Smoking HR = 0.69 (95% menarche, parity,
45 (43-49) y 5. BML CI: 0.63, 0.77) age at first live
Postmenopausal postmenopausal birth, ever use of
Cases: women only hormone
61 (58,64) y 6. WC: replacement
Noncases: postmenopausal therapy
61 (56,64) y women only (postmenopausal
women only), ever
use of oral
contraceptives,
history of
§ mammograms, age
at menopause
(postmenopausal
women only),
family history of
BC, BMI
(premenopausal
women only), the
first 5 genetic
principal
components
genotyping batch,
as well as PRS and
HLI, unless (for the
latter 2 variables).
Barrios- 10,930 119 WCRF/AICR 2018 1. Diet: a priori HR = 0.62 NA Premenopausal: Total energy Good
Rodriguez, 2020 0,7 points: 35.0 = 2. Physical activity ~ (95% CI: HR = 0.67 (95% intake, years at %k kK
Spain 106y 3. Alcohol 0.27,1.43) CI: 0.30,1.47) university, kK
<3 points: 32.0 consumption Postmenopausal smoking status,
+89y 4. BMI HR = 0.27 (95% family history of
3, <5 points: 34.6 5. Breastfeeding CI: 0.08,0.93) BC, menopause,
+10.3y age at menarche,
>5 points: 39.9 age at first
+11.3y pregnancy, use of
hormone
replacement

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of
Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)
therapy, and oral
contraceptive use.
Analysis for
overall BC was
additionally
adjusted for age at
menopause. For
postmenopausal
women, in
addition to age of
menopause, also
adjusted for time
since recruitment.
Catsburg, 2014 49,613 2,503 ACS ACS: ACS: NA NA Age, age at Good
Canada Cases: 50.0 WCRF/AICR 1. Diet: a priori HR = 0.69 menarche, use of 0 2.8 8 ¢4
(45.3,54.9) y 2007 2. Physical activity ~ (95% CI 0.49, oral % %k k
Noncases: 48.8 3. Alcohol 0.97) contraceptives, use
(44.1,53.7) y consumption WCRF/AICRF: of hormone
4. BMI HR = 0.79 therapy, age at
WCREF: (95% CI: 0.57, first live birth,
1. Diet: a priori 1.10) family history of
2. Physical activity BC, history of
3. BMI breast disease,
menopausal status
at baseline, and
study center.
Chen, 2021 96,869 3,397 Healthy Lifestyle 1. Diet: a priori NA NA Postmenopausal: Education, height, = Good
Norway 51.6 £6.4y Index (HLI) based 2. Physical activity HR = 0.83 (95% age at menarche, * %k Kk
on WCRF/AICR 3. Alcohol CI: 0.76, 0.91) use of oral % % %k ok
2018 and consumption contraceptives,
scientific 4. Smoking parity,
knowledge 5. BMI breastfeeding, use
of hormone
replacement
therapy, family
history of BC in a
first-degree
relative.
Cifu, 2018 106,126 7,088 American Cancer 1. Diet: a priori HR = 0.76 NA NA Medical history Good
USA Q1:62.1 £5.3y Society (ACS) 2. Physical activity ~ (95% CL: and treatment: 22,88
Q5:62.3+54y guidelines 3. Alcohol 0.70, 0.82) first-degree % % %k kK
consumption relative with BC,
4. Smoking ever/never use of
5. BMI menopausal

hormone therapy,

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases

Type of indices or
scores

Components

HR/OR
Overall BC

(Highest vs.

Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Risk of
bias
summary
NOS tool

Adjusted variables

Dartois, 2014
French

Guinter, 2018
USA

64,732
43 to 68y

39,104

< 2 (high
estrogenic
potential):

61.9 (61.7, 62.0)°
y

> 5 (low
estrogenic
potential):

63.0 (62.9, 63.2)°
y

3,483

1,576

Health index
French National
Program for
Health and
Nutrition/WHO.

Estrogen-related
lifestyle score
(ERLS)

1.

. Diet: a priori
. Physical activity
. Alcohol

consumption

. Smoking
. BMI

Estrogenic Diet:
a posteriori

. Physical activity
. Alcohol

consumption

. BMI

HR = 0.81
(95% CI:
0.73, 0.89)

NA

NA

ER+

HR = 0.63 (95% CIL:

0.51, 0.77)
ER- HR = 0.84
(95% CI: 0.52,
1.37)

Premenopausal
HR = 0.80 (95%
CL 0.58, 1.12)
Postmenopausal
HR = 0.87 (95%
CI: 0.74, 1.03)

Postmenopausal:
HR = 0.77 (95%
CIL: 0.67, 0.89)

general health

status, education

level.

Level of education,  Fair
residence, first- %k ke ok
degree family
history of any
cancer,
professional
activity, use of oral
contraceptives,
menopausal status,
use of menopausal
hormone therapy,
age at menarche,
number of
children, age at
first full-term
pregnancy, more
than one child
with the first
before age 30.
Models for the
individual effect of
each of the 5
lifestyle
characteristics
scores were further
adjusted for the 4
other
characteristics.
Demographic
factors of age,
race/ ethnicity,
study center were
included in the
multivariable-
adjusted models,
along with total
energy intake.
Further
adjustment for
PMH use, family
history of BC,
education, BMI at

Good
2. 8.8.8.9
2. 8.8, 8.9

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases
scores

Type of indices or

Components

HR/OR
Overall BC
(Highest vs.
Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Adjusted variables

Risk of
bias
summary
NOS tool

Harris, 2016
Sweden

Hastert, 2013
USA

Kabat, 2015
USA

31,514
0-2: 61.2 £9.2y
3:61.4+89y
4:61.4+88y
5:61.6+9.0y
6-7:62.0 £ 9.3y

30,797
50-76 y

189,575
0,3:61.1 £5.4y
45:61.7 5.4y
6:62.1 5.4y
7:61.4 £53y
8-11:62.7 £ 53y

1,388
2007

899 WCRF/AICR

2007

9,072

2006

WCRF/AICR

American Cancer
Society (ACS)

N

1.
. Physical activity
. Alcohol

. Diet: a priori
. Physical activity
. Alcohol

consumption

. BMI
. Dietary

supplements

. Diet: a priori
. Physical activity
. Alcohol

consumption

. BMI

Diet: a priori

consumption

. BMI

HR = 0.49 (95%
CI: 0.35, 0.70)

NA

HR = 0.81 (95%
CI: 0.76, 0.87)

ER+/PR+

HR = 0.44 (95% CI:
0.27, 0.70)
ER-/PR- HR = 0.90
(95% CI: 0.33,
2.42)

NA

NA

NA

Postmenopausal:
HR = 0.40 (95%
CI: 0.25, 0.65)

NA

age 20, bilateral
oophorectomy,
parity, and age at
menopause.

Age, height,
education, oral
contraceptive use,
hormone
replacement
therapy use, age at
menarche,
menopausal
status/age at
menopause, family
history of BC,
history of benign
breast disease, and
smoking status.
Education, race,
age at menarche,
age at birth of the
first child, years of
combined estrogen
plus progestin
hormone therapy
use, age at
menopause,
receipt of a
mammogram in
the 2 y before
baseline, history of
BCin a first-degree
relative using the
categories, as well
as adjustment for
kilocalories of
average daily
energy intake.
Age, educational
level, ethnicity,
smoking status,
marital status, and
energy intake.
Breast, ovarian,
and endometrial

Good
* %k K
2. 8.8.8.8 ¢

Good
* %k kK
2. 8. 8. 8.9

Good
% %k kK
2. 8.8 8.9

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases

Type of indices or
scores

Components

HR/OR
Overall BC

(Highest vs.

Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Adjusted variables

Risk of
bias
summary
NOS tool

Karavasiloglou,
2019

European
countries

Lavalette, 2018
French

261,428
51.7 £9.9y

40,542
54.6 +8.7

1,277

488

WCRF/AICR 2018

WCRE/AICR
2018

1.
. Physical activity
. Alcohol

N

1.
. Physical activity
. Alcohol

N

Diet: a priori

consumption

. BMI
. Breastfeeding

Diet: a priori

consumption

. BMI
. Breastfeeding

HR = 0.98 (95%
CIL: 0.80, 1.22)

HR = 0.64 (95%
CIL: 0.46, 0.89)

NA

NA

Premenopausal
HR = 1.04 (95%
CL 0.95, 1.15)
Postmenopausal
HR = 0.94 (0.87,
1.02)

NA

cancers also were
adjusted for
menopausal status,
age at menarche,
age at first birth,
parity, and
hormone therapy
use. BC also was
adjusted for family
history of BC in a
first-degree
relative and
mammographic
screening

Highest level of
attained
education,
smoking status,
total dietary
energy
consumption, a
priori determined
confounders
including the
presence of
chronic diseases at
recruitment, age at
menarche, age at
first full-term
pregnancy,
menopausal status,
ever use of oral
contraceptive pills,
ever use of
menopausal
hormone therapy.
Multivariable
models were
adjusted for age,
height, smoking
status, number of
dietary records,
energy intake
without alcohol,
family history of

Good
. 8. 8.8,
. 8.8.8.8 ¢

Good
2. 8. 8.8
2. 8. 8.8.4

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases

Type of indices or
scores

Components

HR/OR
Overall BC
(Highest vs.
Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Adjusted variables

Risk of
bias
summary
NOS tool

Loftergd, 2020
Norway

McKenzie, 2015
European
countries

Nomura, 2016
USA

17,145
41.7 £138y

242,918
<5 points:

53 (50,58)" y
(6,10 points):
53 (50,59)" y

(11,15 points):

54 (50,60)" y
>16 points
53 (50,60) y

36,626
IWHS cohort:
61.7+ 6 4.2y

574

7,756

3,189

WCRF/AICRF
2018

Healthy lifestyle

index score (HLIS)

WCRF/AICRF
2007

N

. Physical activity
. Alcohol

consumption

. Smoking
. BMI
. Hypertension

favorable

. Diet
. Physical activity
. Alcohol

consumption

. Smoking
. BMI

. Diet: a priori
. Physical activity
. Alcohol

consumption

HR = 1.34 (95%
CIL: 0.97,1.85)

NA

NA

NA

ER-+/PR+

HR = 0.81 (95% CI:
0.67, 0.98)
ER-/PR- HR = 0.06
(95% CI: 0.40,
0.90)

NA

Premenopausal
HR = 0.83 (0.53,
1.31)

Postmenopausal
2.13 (1.23, 3.69)

Postmenopausal
HR = 0.74 (95%
CI: 0.66, 0.83)

Postmenopausal
HR = 0.76 (95%
CI: 0.67, 0.87)

cancer among
first-degree
relatives, higher
education, body
mass index,
physical activity,
the number of
biological
children,
menopausal status
at baseline,
hormonal
treatment for
menopause, oral
contraception.
Adjustments for
BMI and physical
activity were not
performed for
scores in which
they were included
as components.
Age, age at
menarche, and the
number of live
births. Stratified
by MHT users and
non-users

Height, age at
menarche, age at
full-term
pregnancy,
education, oral
contraceptive use,
hormone
replacement
therapy use,
breastfeeding,
total energy intake
excluding alcohol.
Age, smoking
status, education,
hormone
replacement

Good
* ok k
2. 8.8.8.¢

Good
2. 8. 8.8
1. 8. 8.8.8 9

Good
2. 8. 8.8,
2. 8.8.8.4

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases

Type of indices or
scores

Components

HR/OR
Overall BC
(Highest vs.
Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Risk of
bias
summary
NOS tool

Adjusted variables

969

Nomura, 2016
USA

BC cases:
61.6 t64.1y

49,103

<3 score:
384 +100y
3-4 score:
383+10.7y
>4 score:
36.9 + 10.6

1,567

WCREF/AICRF
2007

4. BMI

1. Diet: a priori

2. Physical activity

3. Alcohol
consumption

4. BMI

5. Dietary
supplements

HR = 0.84 (95%
CI: 0.65, 1.08)

ER+/PR+

HR = 0.97 (95% CI:
0.67, 1.42)

ER+ or PR- HR =
1.33 (95% CI: 0.70,
2.53)

ER-/PR- HR = 0.32
(95% CI: 0.14,
0.74)

NA

therapy usage.
Additional
covariates
included family
history of BC,
menarche age,
menopause age,
and parity, except
in models where
associations were
evaluated
according to that
non-modifiable
risk factor.
Similarly, BMI/
alcohol/physical
activity variables
were included in
models where
BMlI/alcohol/
physical activity
score were not the
exposure of
interest.

All adjusted
models included
age, geographic
region of
residence, daily
caloric intake,
smoking, family
history of BC,
education,
menopausal status,
duration of
postmenopausal
female hormone
supplement use,
duration of oral
contraceptive use,
and parity. When
diet score and
individual
recommendations
were evaluated,

Good
2 8. 8.8 4
2. 8.8.8.8 ¢

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of
Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)
BMI, alcohol
intake, physical
activity level, and
sedentary time
were included in
models where the
variable was not
part of the score
being evaluated
(diet score
example: BMI,
physical activity,
and sedentary time
were included, but
alcohol was not
because it was
included in the
score.
Peila, 2021 Premenopausal: 1,796 Healthy lifestyle 1. Diet: a priori NA NA Premenopausal Age at enrollment,  Good
European Cases: 46.5 +4.0 index (based on 2. Physical activity HR = 0.87 (95% socioeconomic 22,88 4
countries y WCRF-2018) 3. Alcohol CL: 0.67, 1.12) status, race, .8 8.8 9
Noncases: 46.2 consumption Postmenopausal height, family
+4.0y 4. Smoking HR = 0.76 (95% history of BC, use
Postmenopausal: 5. BMI CI: 0.64, 0.91) of hormone
Cases: 60.5 £5.1 6. Waist replacement
y circumference therapy, use of oral
Noncases: 59.7 contraceptive,
+55y number of live
births, history of
mammogram
screening, and age
at menopause.
Rasmussen- 7,223 526 AHA 2020 1. Diet: a priori HR = 0.52 (95% NA NA Age, race, and Good
Torvik, 2013 53.7 +5.7 y Strategic Impact 2. Physical activity ~ CI: 0.26, 1.03) ARIC center 2 8.8.8
USA Goals 3. Smoking * %k
4. BMI
5. Total
cholesterol
6. Blood pressure
7. Fasting plasma
glucose
Romaguera, 2012 260,098 9,358 WCRF/AICR 2007 1. Diet: a priori HR = 0.84 (95% NA NA Educational level, Good
European 53.0 £9.8y 2. Physical activity ~ CI: 0.78, 0.90) presence of %k ke
countries 3. Alcohol chronic diseases at  *k k%
consumption baseline, smoking

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases
scores

Type of indices or

Components

HR/OR
Overall BC
(Highest vs.
Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Risk of
bias
summary
NOS tool

Adjusted variables

Thomson, 2014
USA

Warren, 2016
USA

65,838

0-3 score:
62.8 +7.2'y
4-5 score:
63.5 £7.3
6-8:

63.4 £7.4

24,613
Cohort:
50 (11 y

American Cancer
Society (ACS)
2006-2012

3,549

352 American Cancer
Society (ACS)
2012

4. BMI
5. Breastfeeding

1. Diet: a priori

. Physical activity

3. Alcohol
consumption

4. BMI

N

1. Diet: a priori

2. Physical activity

3. Alcohol
consumption

4. Smoking

5. BMI

NA

HR = 1.28 (95%
CL: 0.52, 3.19)

NA

NA

Postmenopausal
HR =: 0.78 (95%
CI: 0.67, 0.92)

NA

status and

intensity of

smoking,

menopausal status,

ever use of

hormone

replacement

therapy, ever use

of contraception

pills, age at

menarche, parity,

age at first full-

time pregnancy,

and total energy.

Age, education, Good
smoking pack- ok
years, nonsteroidal %%
anti-inflammatory

drug use, aspirin

use, unopposed

estrogen use,

estrogen +

progestin use,

multivitamin use,
race/ethnicity,

total energy

intake, parous,
mammogram,

colonoscopy or
sigmoidoscopy,

family history of

cancer, and having

a current

healthcare

provider.

Race, enrollment Good
source, family * %k
history of cancer, 0 8.8.8 4
insurance

coverage,

education, income,

marital status,
neighborhood

deprivation index,

smoking status,

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases

Type of indices or
scores

Components

HR/OR
Overall BC
(Highest vs.
Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Adjusted variables

Risk of
bias
summary
NOS tool

Xu, 2018
Canada

Retrospective studies

2Castell6, 2015
Spain

157,87

C1:51.34+9.1y
C2:50.8 £9.3 y
C3:49449.1y

1,946
2271y

454

973

WCRF/AICR 2007

WCRF/AICR
2007

1. Diet: a priori

2. Physical activity

3. Alcohol
consumption

4. BMI

5. Dietary
supplements

1. Diet: a priori

2. Physical activity

3. Alcohol
consumption

4. BMI

5. Breastfeeding

HR = 0.86 (95%
CIL: 0.68, 1.09)

OR = 0.34 (95%
CIL:0.18, 0.63)

NA

HR+ or ER+/
PR+

OR = 0.28 (95% CI:
0.14, 0.54)

HER+

OR = 0.24 (95% CI:
0.09, 0.60)

TN

OR = 0.43 (95% CI:
0.22, 0.83)

NA

Premenopausal
OR = 0.38 (95 %
CI: 0.17, 0.81)
Postmenopausal
OR = 0.28 (95 %
CIL: 0.10, 0.81)

total energy
intake,
postmenopausal
hormone use, and
for menopausal
status.

Age, sex, marital
status, education
level, employment
status, annual
household income,
tobacco exposure,
first-degree family
history of cancer,
and personal
history of chronic
disease, as well as
hormone
replacement
therapy

All models
included the
following potential
confounders: total
calorie intake,
smoking habit, age
at first delivery,
education, history
of breast problems,
family history of
BC, and
menopausal status.
Models for
noncompliance
with individual
recommendations
were also adjusted
for the overall
score obtained by
adding up all the
individual
recommendations
except the one
under study.

Good
2. 8. 8.8.9
2. 8.8.8.9

Good
2. 8.8.8.9
* ok k

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/
Country

Sample
size/Age

N of cases

Type of indices or
scores

Components

HR/OR
Overall BC
(Highest vs.
Lowest
category)

HR/OR Molecular
subtype (Highest
vs. Lowest
category)

HR/OR
Menopausal status
(Highest vs. Lowest
category)

Adjusted variables

Risk of
bias
summary
NOS tool

Fanidi, 2015
Mexico

2,074

Cases:

52 (39.1-65.8)° y
Controls:

51 (39.2-65.3)° y

1,000

WCRF/AICR 2007

1.
. Physical activity
. Alcohol

N

Diet: a priori

consumption

. BMI
. Breastfeeding

OR = 1.04 (95%
CL: 0.78, 1.41)

NA

Premenopausal
OR =1.17 (95 %
CI: 0.75,1.82)
Postmenopausal
OR = 0.97 (95 %
CI: 0.64,1.46)

Multinomial
logistic regression
models were used
to evaluate the
association of the
WCRF/ AICR
score/individual
recommendations
with each of the
aforementioned
intrinsic BC
subtypes. These
models were
adjusted for age,
hospital, and the
same set of
potential
confounders
described above.
Matching
accounted for age
category,
healthcare system,
and region (model
1). Confounding
factors were then
included in the
model (model 2),
i.e., family history
of BC, age at
menarche, age at
first pregnancy,
parity,
socioeconomic
status, hormone
replacement
therapy, and total
energy
consumption.
Smoking status
and use of oral
contraceptives
were not included
in the different
models because

Good
2. 8. 8. 8.9
2. 8.8.8.4

(continued on next page)

‘D 30 OpDIND-DIUdULLY T'q

60£-589 (£20Z) I UOTLANN Ul S2IUDADY



104

TABLE (continued)

Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of
Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)
their inclusion in
the statistical
model did not
change the results.
Ghosn, 2020 1,050 350 Healthy lifestyle 1. Diet: a priori: OR = 0.62 (95% NA Premenopausal Age, residence, Good
Iranian Cases: score (HLS) HEI-2010 CI: 0.04,0.94) OR = 1.59 (95% marital status, SES, k%
65+11y 2. Physical activity CI: 0.45, 5.59) family history of 0 8. 2.2 ¢
Controls: 3. Smoking Postmenopausal BC, menopausal
61 +10y OR = 0.56 (95% status,
CI: 0.36,0.88) breastfeeding,
history of the
disease, and
supplement use
were adjusted in
the first model.
BMI was
additionally
adjusted in the
second model.
Khalis, 2019 600 300 Healthy Lifestyle 1. Diet: a priori OR = 0.15 (95% NA Premenopausal Age, number of Good
Morocco Cases: 49.7 + Index (HLI) 2. Physical activity ~ CI: 0.07,0.32) OR = 0.22 (95% live births, %k ok
11.3y 3. Alcohol CIL: 0.10, 0.49) menopausal status ~ kkkk
Controls: 49.5 + consumption Postmenopausal combined with age
115y 4. Smoking OR = 0.11 (95% at menopause, and
5. BMI CI: 0.04,0.30) postmenopausal,
6. Breastfeeding history of oral
contraceptives,
family history of
BC, wealth score,
age at first full-
term pregnancy,
and energy intake,
when appropriate.
McKenzie, 2014 1,123 1,093 Healthy lifestyle 1. Diet: a priori NA NA Premenopausal Age, parity, age at  Good
New Zealand Premenopausal index score (HLIS) 2. Physical activity OR = 1.23 (95% menarche, history %k k
Maori: 3. Alcohol CI: 0.83,1.83) of maternal BC, kK
Cases: consumption Postmenopausal oral contraceptive
433+71y 4. Smoking OR = 0.86 (95% use, HRT use,
Controls: 5. BMI CL 0.67,1.11) diabetes, and
424+ 64y 6. Breastfeeding socioeconomic
Premenopausal position (SEP).
Non-Maori:
Cases:
44.6 £ 5.4y
Controls:

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of
Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)
449 +57y
Postmenopausal
Maori:
Cases:
59.5 + 8.3y
Controls:
58.6 + 7.6
Postmenopausal
Non-Maori:
Cases:
64.6 + 10.0y
Controls:
63.5 + 9.1y
Romaguera, 2017 4,774 1,343 WCRF/AICRF 1. Diet: a priori OR = 0.76 (95% HR+ Premenopausal Age, educational Good
Spain 20-85y 2007 2. Physical activity ~ CI: 0.63,0.92) OR=0.84(95%CI: OR =0.97 (95 % level, area, family 0 8.8.8 ¢
3. Alcohol 0.68,1.03) CI: 0.68,1.40) history of each % %k k
consumption HER2-+ Postmenopausal cancer, smoking
4. BMI OR =0.57(95%CI: OR = 0.64 (95 % status and total
0.39,1.82) CI: 0.51,0.81) energy intake,
TN menopausal status,
OR = 0.93 (95% CI: oral contraceptive
0.54,1.59) use, hormone
replacement
therapy use, age at
menarche, age at
first pregnancy,
and the number of
children. Models 1
and 2 were also
run after
stratification
according to a
series of key
variables that
might influence
the association
between the
WCRF/AICR score
and cancer,
including tumor
subtype, smoking
status, and
menopausal status.
1,000 Healthy Lifestyle 1. Dietary pattern:  NA NA Premenopausal Models accounted Good
Index a posteriori OR = 0.50 (95% for matching by 1 8.8 .8 4

(continued on next page)
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TABLE (continued)

Author/Year/ Sample N of cases  Type of indices or ~ Components HR/OR HR/OR Molecular HR/OR Adjusted variables  Risk of

Country size/Age scores Overall BC subtype (Highest Menopausal status bias
(Highest vs. vs. Lowest (Highest vs. Lowest summary
Lowest category) category) NOS tool
category)

Sanchez- 2,074 2. Physical activity CIL: 0.29,0.84) age category, * %k k

Zamorano, 2011
México

Cases: 52+ 10y
Controls: 51 £9y

3. Alcohol
consumption
4. Smoking

Postmenopausal
OR = 0.20 (95%
CI: 0.11,0.37)

health care system,
region, and factors
adjusted for in
previous literature
such as:
socioeconomic
status,
breastfeeding, age
at menarche, age
at menopause,
BMI, family
history of BC in
first-degree
relatives, personal
history of diabetes,
waist-to-hip ratio,
height, daily
intake of folate,
and total calories.

N: number; HR: hazard ratio; OR: odds ratio; BMI: Body Mass Index; USA: United States of America; NA: not available; 95% CI: 95% confidence interval; y: years; WC: waist circumference; WCRF:
World Cancer Research Fund; AICR: American Institute for Cancer Research; ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; HER2: human epidermal growth factor receptor 2; TN: triple-
negative; ACS: American Cancer Society; WHO: World Health Organization; AHA: American Heart Association; ACS: American Cancer Society; WHO: World Health Organization; AHA: Amer-
ican Heart Association; IWHS: Iowa Women's Health Study: ARIC: Atherosclerosis Risk In Communities; PRS: polygenic risk score; PMH: Postmenopausal hormone; HRT: Hormone replacement
therapy; SES: socioeconomic status; BC: BC; SEP: socioeconomic position; HEL: Healthy Eating Index; Q1: quintile 1; Q3: quintile 5.

Age is shown as mean +standard deviation, or as median and (interquartile range); or as a hyphen-separated age range.
! The authors evaluated the association considering the category of higher adherence to the indices as a healthier lifestyle, compared to the category of lower adherence.

2 For the meta-analysis, the inverse point estimate was calculated for this study since the authors considered the category with the highest adherence to a healthy lifestyle index as the reference

category.

3 Age shown as mean and 95% confidence interval.
4 Age shown as medians and (25th,75th percentiles).
5 Age shown as medians and (10th,90th percentiles).
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association for postmenopausal BC risk and a healthy lifestyle
index. On the other hand, 7 retrospective studies presented in-
formation about the menopausal status [14-16,18,23-25], 3 of
them found a statistically significant negative association among
premenopausal BC [15,24,25] with ORs ranging from 0.22 (95%
CI: 0.10, 0.49) to 0.50 (95% CI: 0.29, 0.84) (Table).

Healthy lifestyle indices and BC by molecular subtype

Five prospective studies included information about the
following molecular subtypes: ER+/ PR+, n = 4; ER+/ PR-,n =
3; ER-/PR-,n = 5; HER2+:n = 1; HER2-: 1 and TN: n =1 [35,39,
46,49,50]. Two retrospective studies contained information
regarding BC molecular subtypes ER+/PR+, HER2 +, and TN
[14,15]. Both the prospective and retrospective studies that
provided information on healthy lifestyle indices and HER2+ BC
molecular subtype showed a statistically significant negative
association (HR = 0.70; 95% CI: 0.55, 0.90 and OR = 0.24; 95%
CI: 0.09, 0.60, respectively [14,46]), except for one (14). No
association was found in the single prospective study that
included TN molecular subtype [46], whereas one of the 2
retrospective studies showed a negative association between TN
BC molecular subtype and healthy lifestyle indices (OR = 0.43;
95% CI: 0.22, 0.83) with statistical significance [15] (Table).

Methodological quality assessment

The quality assessment summary and graph are presented in
Figure 2. Our analysis identifies that none of the prospective
studies had poor quality of evidence (Supplemental Table 2). The
range of the quality was between 9 stars (good quality) for 7
studies [11,17,21,35,39,40,50] and 6 stars (fair quality) for 1
study [19]. A total of 16.7% of the studies were downgraded due
to the method used to ascertain exposure since the instruments
were not validated for the study population [20,36,48,49].
Regarding the outcome domain, 12.5% of the studies had a fair
quality because they obtained the information by self-report or
the information was unclear [19,39,41]. Seven of the 24 pro-
spective studies did not have a long enough follow-up for BC
cases to occur [10,13,36,47,48].

Regarding retrospective studies, all the studies presented
good quality. Five studies achieved 8 stars [14,16,18,23,25] and
2 studies [15,24] achieved 7 stars. The principal concern with
these studies was the selection of the control domain, which was
hospital or clinical based-controls [15,24], whereas 71.4% of the

Advances in Nutrition 14 (2023) 685-709

studies reported population or community controls, Supple-
mental Table 2.

Meta-analysis

For the quantitative synthesis, 2 of the 31 studies were
excluded; one was not comparable with other studies [23].
Another study was excluded because it did not consider the diet
variable within the index [36]. The overall HR for prospective
studies was 0.80 (95% CI: 0.78, 0.83) in 14 studies with mod-
erate certainty of the evidence, indicating that the highest
adherence to a healthy lifestyle index likely reduces BC cases
compared with the lowest. Similarly, for retrospective studies,
the overall OR was 0.74 (95% CI: 0.63, 0.86) in 4 studies with
low certainty of the evidence, which were downgraded due to
high heterogeneity (Figure 3).

Regarding premenopausal BC, the summary HR of 5 pro-
spective studies was 0.96 (95% CI: 0.88, 1.03), with very un-
certain evidence (very low GRADE) about the association of the
highest over the lowest adherence to a healthy lifestyle index and
premenopausal BC. The certainty of the evidence was down-
graded due to slight association and high heterogeneity, while in
retrospective studies, the summary OR was 0.74 (95% CI: 0.59,
0.92) in 6 studies with moderate certainty of the evidence.
Concerning postmenopausal BC, in prospective studies, an HR of
0.78 (95% CI: 0.76, 0.81) was observed for the highest adher-
ence to a healthy lifestyle index over the lowest with moderate
certainty of the evidence. This association was also observed in
retrospective studies with an OR of 0.57 (95% CI: 0.47, 0.68)
with high certainty of the evidence upgraded because of the high
reduction of the association (Figure 4).

For molecular subtypes, the highest over the lowest compli-
ance to a healthy lifestyle index likely reduces overall HR/OR of
BC molecular subtypes: ER+/PR+(HR = 0.68; 95% CIL: 0.63,
0.73), ER+/PR- (HR = 0.78; 95% CI: 0.67, 0.90), and ER-/PR-
(HR = 0.77; 95% CI: 0.64, 0.92) (Figure 5); all present moderate
certainty of evidence. The detailed certainty of evidence is pre-
sented in Supplemental Table 3.

Sensitivity analysis

After performing the assessment of those studies, including a
healthy lifestyle index based on WCRF/AICR or ACS guidelines
for cancer prevention and those studies that represent a greater
weight in the original statistical analysis, no change was
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FIGURE 2. Summary graph of risk of bias from prospective and retrospective studies. a) Summary graph of risk of bias from prospective studies.

b) Summary graph of risk of bias from retrospective studies.
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observed in the overall estimate of the measure of association
concerning the main analyses (Supplemental Figures 1 and 2).

Publication bias
No publication bias was observed in the funnel plots pre-
sented in Supplemental Figures 3, 4, 5, 6, 7, and 8.

Discussion

This study provides the most comprehensive and up-to-date
summary of evidence of the association between lifestyle rec-
ommendations and BC. In this analysis, a total of 31 studies were
included in the systematic review, whereas in the meta-analysis,
29 articles evaluating the association between a healthy lifestyle
index and BC risk were assessed. High versus low adherence to a
healthy lifestyle index was significantly associated with a 20%
decrease in BC risk. Consistent reductions were also shown for
postmenopausal and for molecular subtypes for those females
most adherent to the WCRF/AICR and ACS lifestyle recommen-
dations, whereas for females with premenopausal BC, the evi-
dence was inconclusive.

The analysis carried out by epidemiological design showed a
decreased risk of BC when comparing the category with the

Advances in Nutrition 14 (2023) 685-709

highest adherence to a healthy lifestyle index compared with the
lowest, which was consistent in both prospective (HR = 0.80,
95% CI: 0.78, 0.83) and retrospective studies (OR = 0.74, 95%
CIL: 0.63, 0.86). The results found in the analysis of prospective
studies are in line with Zhang et al., which evaluated lifestyle
factors and cancer incidence, including BC. They found a 23%
lower risk (95% CI: 0.72, 0.82) for the highest versus the lowest
adherence to a healthy lifestyle for developing BC [26].

The results were consistent in most stratified analyses. For
example, in prospective premenopausal studies, when
comparing the highest versus lowest category of a healthy life-
style index, an inverse association was observed (HR = 0.96,
95% CI: 0.88, 1.03); however, this was not significant. Whereas
for postmenopausal studies, a statistically significant inverse
association was observed (HR = 0.78, 95% CI: 0.76, 0.81). For
retrospective studies, analyses stratified by menopausal status
showed a statistically significant inverse association for pre-
menopausal (OR 0.74, 95% CL 0.59, 0.92) and post-
menopausal (OR = 0.57, 95% CI: 0.47, 0.68) BC comparing the
highest adherence to a healthy lifestyle over the lowest.

A possible explanation for the nonstatistically significant as-
sociation found in the meta-analysis stratified by premenopausal
status in prospective studies is the high heterogeneity found in
the variables considered as potential confounders. Although the

%

Temporality and Author (Type of control ) HR (95% Cl) Weight
Prospective
Barrios-Rodriguez 2020 (cohort) —O—Ih— 0.62 (0.27, 1.43) 0.18
Catsburg 2014 (cohort) + 0.69 (0.49, 0.97) 1.05
Catsburg 2014 (cohort) —_— 0.79 (0.57, 1.10) 1.13
Cifu 2018 (cohort) -0: 0.76 (0.70,0.82)  19.59
Dartois 2013 (cohort) -IO 0.81(0.73,0.89)  12.49
Harris 2016 (cohort) —_— | 0.49 (0.35, 0.70) 1.02
Kabat 2015 (cohort) - 0.81(0.76,0.87)  26.84
Karavasiloglou 2018 (cohort) :—1'— 0.98 (0.80, 1.22) 2.75
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FIGURE 3. Forest plot with random effects overall hazard ratio (HR) from prospective studies and odds ratio (OR) from retrospective studies for

an association between healthy lifestyle indices and BC.
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FIGURE 4. Forest plot with random effects for association between healthy lifestyle indices and BC stratified by menopausal status. a) Meta-
analysis by menopausal status for prospective studies b) Meta-analysis by menopausal status for retrospective studies.
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FIGURE 5. Forest plot with random effects overall hazard ratio (HR) from prospective studies and odds ratio (OR) from retrospective studies for
an association between healthy lifestyle indices and BC molecular subtypes. a) Meta-analysis of ER+/PR-+ BC molecular subtype (prospective and
retrospective studies); b) Meta-analysis of ER+/PR- BC molecular subtype (prospective and retrospective studies); c) Meta-analysis of ER-/PR- BC
molecular subtype (prospective and retrospective studies).
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models with the highest level of adjustment reported by the
authors were considered for the results of this meta-analysis,
residual confounding cannot be ruled out. Another explanation
could be the small sample in these studies that included infor-
mation on premenopausal BC, which may contribute to the
attenuation of the association. Further, the number of incident
cases was small in most of the prospective studies that found no
statistically significant association for premenopausal BC [19,21,
22,36], which could contribute to not having the sample size
necessary to detect a statistically significant association. In
addition, all prospective studies with premenopausal women
include the BMI variable within the lifestyle indices, and this
could be considered potentially confounding given the existing
evidence of the inverse association between BMI and premeno-
pausal BC risk [52]. Although selection bias and recall bias are
likely to be present in case-control studies, in the present review,
we did not identify a risk of bias in the selection domain ac-
cording to the evaluation with the NOS tool among the included
studies. Furthermore, we cannot rule out a recall bias related to
the differential recall of dietary intake between cases and
controls.

All 3 sub-analyses showed a negative association between
adherence to a healthy lifestyle index and BC by molecular
subtype (ER+/PR+, ER+/PR-, and ER-/PR-). Different biolog-
ical mechanisms have been postulated by which lifestyle com-
ponents could influence breast carcinogenesis. For example, the
main biological mechanism linked to physical activity and its
potential benefit in BC is that it can decrease estrogen concen-
trations, particularly estradiol and sex hormone-binding globulin
(SHBG) [53]; increase the length of menstrual cycles; and reduce
ovulation in premenopausal women with high levels of physical
activity [52,54], which it could be related to BC molecular
subtypes with hormone receptors. Likewise, it has been observed
that alcohol consumption can increase the levels of sex hor-
mones, such as the levels of androgens and estrogens [55].
Specifically, ethanol can stimulate cell proliferation and induce
the expression of ER and PR hormone receptors [56]. Ethanol
can produce lipid peroxidation and DNA damage through
mechanisms of inflammation and oxidative stress [57].

The effect of tobacco consumption has been specially related
to ER+BC in people with polymorphisms associated with the
metabolism of tobacco compounds [54,58]. In vitro, studies have
shown changes in the mammary gland exposed to cigarette
smoke through changes in gene regulation, such as increased
methylation of occludin and Claudin-1, as well as increased
methylation of the gene that codes for the ER beta (ERp) [59]. It
has been documented that the protective association of fruits and
nonstarchy vegetables could be greater in tumors that do not
express hormone receptors (ER) compared to ER+ [60]. This is
because phytochemicals included in foods within a healthy diet
reduce levels of the Epidermal Growth Factor (EGF), which could
reduce the risk of ER- BC [52]. Some of the phytochemicals
present in fruits and vegetables, such as; carotenoids, glucosi-
nolates, indoles, and isothiocyanates, could reduce the risk of
developing BC due to the activity of detoxifying enzymes, which
can reduce oxidative stress and inflammation and modify the
epigenome [7].

Our study has some important limitations. First, all analyses
showed substantial heterogeneity. This can be explained by the
great diversity of the types of lifestyle indices included in the
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studies since not all of them considered the same number or type
of variables, although many indices are based on adherence to
recognized or standardized guidelines for cancer prevention,
such as those from the WCRF/AICS or the ACS. Other studies
used a combination of these and other cancer prevention
guidelines for the construction of lifestyle indices. In addition,
even when some indices could coincide with the variables that
compose them, the number of variables and operationalization
of these variables were different in most of the studies. Another
possible explanation for the high heterogeneity observed is that
each one of the healthy lifestyle components probably has a
different weight in each population, even though they are being
analyzed together as an index. Despite the heterogeneity
observed in the different sub-analyses, the low risk of bias found
in most of the studies included in this review might indicate their
internal validity. In addition, although we summarized the re-
sults of models with the highest level of adjustment, residual
confounding cannot be ruled out. Moreover, in prospective
studies, components of the adherence score were measured
singularly at baseline and used to assess BC risk over time.
Repeated measurements of lifestyle variables may have provided
an improved exposure assessment of long-term behavior and risk
over time. Additionally, follow-up times ranged from 5 to 23 y
(with most cases less than 10 y), which may not be sufficient for
assessing the protective role of adherence to lifestyle factors and
BC prevention. However, observational studies are the most
appropriate to evaluate this type of exposure and outcomes since
it is difficult to find an RCT with enough time for follow-up and
to identify cancer as an outcome and lifestyle interventions; also,
in our pilot search, we could not identify any RCT that include a
healthy lifestyle index or interventions on more than one of the
components of the healthy lifestyle (diet or physical activity),
and BC as an outcome. Finally, no publication bias was found,
reflecting the representativeness of the studies included in this
meta-analysis, so it is unlikely to substantially alter the overall
findings of this study.

Our study has some strengths. The risk of the bias assessment
tool is validated for observational studies, and this assessment
was stratified by study design. Additionally, in the GRADE
evaluation, most of the sub-analyses obtained a rating of mod-
erate to high certainty of evidence.

In conclusion, to our knowledge, this is the first systematic
review of observational studies regarding healthy lifestyle
indices and BC that explores the relationship between BC mo-
lecular subtype and menopausal status. Adherence to a healthy
lifestyle (a healthy diet, moderate-vigorous intensity physical
activity, low alcohol consumption, low tobacco consumption,
and breastfeeding) may reduce the risk of BC in general, post-
menopausal BC, and BC by ER+/PR+, ER+/PR-, and ER-/PR-
molecular subtype. These findings should be considered to
generate recommendations for BC prevention at the population
level, considering the specific characteristics of each population.

Differences between protocol and review

The protocol was first registered in PROSPERO in August
2021 before starting the review. After the final pilot test, the
research team, in consensus, decided to use the NOS tool to
evaluate the risk of bias in the included studies instead of the risk
of bias in the nonrandomized studies (ROBINS-I) tool. According
to the COSMOS-E guide, this tool is the one that would work
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better for the type of epidemiological designs included in our
systematic review. The NOS tool is validated and recommended
for cohorts and case-control studies.
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Abstract

Background: Insufficient epidemiological evidence suggest that diet quality
indices may influence breast cancer (BC) risk; however, evidence does not
consider molecular expression of this cancer. Objective: We aimed to evaluate if
diet quality is related to BC with molecular subtypes of BC, in women residing in
Northern Mexico. Methods: This is a secondary analysis of 1,045 incident cases
and 1,030 population controls, from a previous case-control study, conducted
between 2007 and 2011 in Northern Mexico. Information about expression of
estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), and human epidermal growth
factor 2 (HER2) was obtained from medical records to classify BC as luminal (ER+
and/or PR+/HER2-), HER2+ (ER+/—and/or PR+/-/HER2+), or triple negative (TN)
(ER- and PR—/HER2-) cases. Food consumption was assessed with a semi-
quantitative food frequency questionnaire. Diet quality was evaluated using the
Mexican Diet Quality Index (MxDQI) and the Mexican Alternative Healthy Eating
Index (MXAHEI). We used unconditional logistic regression models to estimate the
association between Mexican diet quality indices and BC molecular subtypes.
Results: The MxDQI was related to lower odds of BC (ORTavs11=0.24; 95%CI:
0.18, 0.31). Similarly, MxAHEI was negatively associated with BC (ORt3vsT1=0.43;
95%ClI: 0.34, 0.54). The associations of both indices remained significant in the
ER+ and ER- tumors, and in the BC luminal and HER2+ molecular subtypes,
except in the TN molecular subtype for MXAHEI, which was not statistically
significant. Conclusions: Our findings showed that MxDQI and MxAHEI were

negatively associated with BC risk regardless its molecular subtypes.
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INTRODUCTION

Breast cancer (BC) is the main neoplasm in women worldwide (1,2); it is considered
a complex and multifactorial disease that has been associated with various factors,
mainly reproductive (3-5), environmental (6), lifestyle (6,7) especially diet (3,7-9),

and in a small percentage with genetic characteristics (8).

Although BC has been considered as a single nosological entity, this neoplasm
comprises a heterogeneous group of diseases differentiated by their molecular
expressions (10—12), which show significant variation not only in incidence (13—16),
but also in symptomatology (17), response to treatment (18), survival (11,19) and,

possibly, risk factors (20,21).

Multiple studies have evaluated the possible association between BC and the
individual consumption of nutrients, foods and/or food groups (3,8) without yielding
conclusive results to date (7); possibly because the individual evaluation of nutrients
and/or foods does not consider the interactions between them, nor the total set of
foods that are consumed daily. Therefore, it has been suggested that the use of
dietary patterns could more holistically reflect daily intake, and that an additional

component that should be considered is the diet quality. (22).

Worldwide, the information available on the association between diet quality and BC
is inconclusive. On the one hand, most case-control studies showed a negative and
significant relationship between diet quality and BC (22-25), which has been
confirmed in some cohort studies without reaching statistical significance (26—32).
However, this relationship might vary between molecular subtypes, where the

evidence is even more insufficient and contradictory (30,33,34).
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In Mexico, it has been documented the heterogeneity in the incidence of BC and diet
quality (35). The incidence of BC in northern Mexico is almost 2.5 times higher than
in the southern states (36), while the best diet quality, according to the Healthy
Eating Index (HEI) 2015, is consumed by the population in southern states, as well
as by subjects with low socioeconomic and/or educational level, indigenous and rural
areas (35). In this context, we aimed to evaluate if diet quality in women residing in

Northern Mexico is related to BC molecular subtypes.

METHODS

Prior to this report, our group conducted a population-based case-control study from
2007 to 2011; the original research methodology was described elsewhere (37).
Briefly, the main objective of the original study was to identify genetic and
environmental factors associated with BC in Northern Mexico (Coahuila, Chihuahua,
Durango, Nuevo Ledn, and Sonora) (37). A total of 1,045 histopathologically
confirmed incident BC cases were recruited from 17 public and university tertiary
hospitals. For cases, the inclusion criteria were a minimum age of 18 years, no prior
history of any cancer, and a period of residence of more than one year in the study

area (37).

A total of 1,030 controls were women with no self-reported history of cancer, at least
18 years old, residing for more than one year in the same area where the cases were
recruited, matched by age with cases (+ 5 years). Controls were gathered from the
Master Sample Framework used for the Mexican National Survey of Health and

Nutrition, which consists of a probabilistic list of household addresses of urban and
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rural areas selected from the Basic Geostatistical Areas (AGEBS, by its Spanish
acronym) (37). In households with more than one woman eligible, only one
participant was considered randomly. In contrast, a new household was
systematically located according to standardized procedures if no eligible woman
was there, or she refused to participate in the study. The response rate was 96.4%
and 99% for cases and controls, respectively. The main reason for the proportion of
women who refused to participate in the study (3.36%) was lack of interest. Both
cases and controls were interviewed face-to-face to collect information about
reproductive and sociodemographic characteristics, lifestyle habits, and food
consumption. The height (m) and weight (kg) of the participants were also taken to
calculate the body mass index (BMI in kg/m2). Cases were interviewed after
receiving their BC diagnosis at the hospital where they were recruited (with an
average of about two months from diagnosis to interview) and before receiving any

treatment, while controls were interviewed in their homes.

All participants accepted and signed informed consent and were blinded regarding
the study hypothesis. The Ethics, Research, and Biosafety Committee of the

National Institute of Public Health approved this study.
Breast cancer molecular subtype evaluation

Molecular subtype information was obtained through medical records, determined
by immunohistochemical staining. We first classified those tumors that expressed
Estrogen Receptors (ER) as ER+ and those that do not as ER-. Secondly, we
considered as luminal tumors if 21% of sample cells were immunoreactive and

stained with ER and/or progesterone receptors (PR) (38) and when the staining was
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uniform and intense in more than 30 % of cells, we categorized them as HER2+
tumors (39,40). Triple negative tumors were considered those that did not express
either ER/PR or HER2 receptors. For BC molecular subtypes, we analyzed a
subsample of 509 cases age-matched 1:1 with 509 controls (37): luminal (ER +
and/or PR +/HER2-)= 289; HER2 + (ER+/— and/or PR+/-/HER2+)=117; or TN (ER-

and PR—-/HER2-)= 103.
Food consumption assessment

Food consumption was assessed with a semi-quantitative food frequency
questionnaire (FFQ) previously validated in the Mexican population (41). The FFQ
comprised 133 items in total (119 foods and 14 dishes), with the following frequency
of consumption options: never, once a month or less, 2-3 times a month, one time a
week, 2 -4 times a week, 5-6 times a week, one time a day, 2-3 times a day, 4-5
times a day, and six or more times a day. In addition, this questionnaire includes
predetermined portion sizes (glass: for milk and wine; a cup: for yogurt, some fruits
and vegetables, tea, fruit juices, alcoholic and non-alcoholic beverages; a
tablespoon: for oils, creams, sauces, and nuts; a slice: for cheeses, some fruits, and
meats; a plate: for local vegetables and some dishes; a piece: for some dishes, fruits,
and bread). The frequency of consumption was considered according to the size of
the portion consumed and was transformed into grams to obtain daily consumption
per person and to estimate the amount of energy, macro, and micronutrients for each
participant. We queried about food intake during the previous year to the diagnosis
for cases and prior to the interview date for controls. Previously, our research group

used the United States Department of Agriculture (USDA) food composition tables,
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version 20 (42) for the nutrient analysis of the FFQ items. There were two foods for
which information was unavailable in the USDA tables; therefore, the National
Institute of Medical Sciences and Nutrition in Mexico "Salvador Zubiran" food
composition tables were used to obtain energy and nutrient information (43). For the
purposes of this study, we generated the variables for added sugar and trans fatty
acid, since they were not in the food consumption database of the original study. The
consumption of fruits and vegetables was adjusted according to seasonality and
availability throughout the year (e.g., we considered a quart of mango consumption,

since it is only available 3 months of the year).
Dietary added sugar assessment

The amount of added sugar percentage was estimated according to the
methodology proposed by Sanchez-Pimienta (44). Briefly, we identified: 1) foods
without added sugar content; 2) foods that had intrinsic sugars: natural foods
(unprocessed) or minimally processed; 3) foods in which all the sugar content was
added: soft drinks, industrialized grain products; foods that can be used as
sweeteners, etc.; 4) dairy products without added sugar, in which lactose was
considered as an intrinsic sugar, and dairy products with sugar where the amount
of lactose was subtracted from the total sugar; 5) non-dairy foods with some sugars
added (e.g., fruits in syrup, industrialized juices, etc.), from which the amount of
intrinsic sugar from a similar product but without added sugar was not taken into

account in the total sugar content.
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Dietary trans fatty acid assessment

To estimate the trans fatty acid food consumption, we selected different databases
with available information on the content of this nutrient. To assess the intake of
trans fats, the trans fatty acid food content was obtained from the food composition
tables by Villalpando et al. (45) as the first option. We used the USDA 2007 (42) or
USDA 2019 (46) tables when data were unavailable. We averaged the trans fats
content of the three foods whose total fat content was most similar to that from our
previous calculated total fat. To obtain the total daily intake of trans fats from
individual foods, we calculated their grams in predetermined portions or dishes

(Supplemental Figure 1).
Diet quality indices assessment

Diet quality was evaluated using two "a priori" indices adapted for the Mexican
population: the Mexican Diet Quality Index (MxDQI) and the Mexican Alternative
Healthy Eating Index (47). The MxDQI was estimated to assess the adequacy of the
consumption of healthy foods and nutrients and/or the moderation of foods and
nutrients, for which limited consumption is recommended, based on the 2015 Diet
and Physical Activity Guidelines for the Mexican population (48). According to the
previously described methodology (47), the index was segmented into two
components: 1) adequacy intake: vegetables; whole fruits; whole grains; legumes;
shellfish, poultry, or eggs; low-fat dairy and polyunsaturated fat, and 2) moderation
intake: 100% fruit juice, refined grains, red and processed meats, added sugar,
sodium, and saturated fat (47). Depending on the nutrient, food, or food group, we

rated compliance from 0 to 15. For example, we designated a maximum of 5 points
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for the whole grains and refined cereals group. We assigned a maximum score of
10 to the group of vegetables, whole fruits, and legumes, while we considered a
maximum score of 15 for the sodium and added sugars components. We centered
the consumption of all food groups at 2,000 kcal, except for polyunsaturated fatty
acids, added sugar, and saturated fat, where we considered their percentage of total
energy intake. We obtained the total index score by adding up the adequacy and
moderation components which ranged from 0 to 100, where the highest score was

considered the healthiest (47).

Likewise, we computed the MxAHEI according to the previously described
methodology, which includes 12 food groups and divides them into two components:
1) adequacy intake: vegetables, whole fruits, whole grains-cereals, legumes, nuts,
polyunsaturated fat; and 2) moderation intake: sweetened-sugar beverages, red and
processed meats, sodium, trans fats and alcohol (47). However, we considered the
ratio of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids/saturated fat for
this report because women consumed dishes with both fatty acids. We rated
compliance from 0 to 9 depending on the nutrient, food, or food group. For example,
we designated a maximum of 9 points for vegetables, fruits, red, and processed
meat, while we considered a maximum score of 5 for legumes and nuts. In the same
way as the MxDQI, we centered the consumption of all food groups at 2,000 kcal,
except for polyunsaturated fatty acids, as well as the ratio of EPA+DHA/saturated
fat and trans-fat, from which we considered their percentage of the total energy
intake. The total index score ranged from 0 to 100, where we identified zero as non-

compliance, and the highest score was defined as healthier diet quality.
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Estrogenic index development

The estimation of the years of exposure to endogenous estrogens through an
estrogenic index has been described elsewhere (49). For postmenopausal women,
we obtained the difference in years between the age of menopause minus age at
menarche; likewise, for premenopausal women, we used the difference of age at the
time of the study minus the age at menarche; from those individual results, the

number of pregnancies and duration of breastfeeding in years were subtracted (49).
Statistical analysis

We compared the selected characteristics between cases and controls, using the
Student's t-test or Chi-square, as appropriate. Similarly, we compared MxDQI and
MxAHEI total mean scores and their nutrient, food, or food groups, between cases

and controls.

We used unconditional logistic regression models to estimate the association
between the diet quality indices with BC by molecular subtypes. We classified the
score indices into tertiles based on the distribution among controls and evaluated
the linear trend using their continuous form. We adjusted by selected "a priori"
variables: age (years) and estrogen index (years), as well as variables identified by
the Direct Acyclic Graph (DAG) (50) (Supplemental Figures 2 and 3): physical
activity (minutes per week), cigarette consumption (cigarettes/day), education
(years) and alcohol consumption (g/day) (this last which was only considered for the
MxDQI). We used the nutrient density model to adjust for energy (51), standardizing
both indices to 2000 kcal, except for polyunsaturated fat, added sugar, saturated fat

and trans fats, where we used the percentage of energy intake. Those subjects who
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had missing data in any of the variables of interest were eliminated from the final

analyzes.

We set an alpha level <0.05 as statistical significance. All analyzes were performed
using the statistical package STATA version 17 (StataCorp. 2021. Stata Statistical

Software: Release 17. College Station, TX: StataCorp LLC).

RESULTS

Both cases and controls were, on average, around 53 years old. Compared to
controls, cases had more years of education and consumed a greater amount of
alcohol and cigarettes per day. In addition, a higher percentage of cases used
hormones (birth control pills and hormone replacement therapy), with a higher
estrogenic index and a history of familial breast cancer. Furthermore, cases had a
higher age at first pregnancy, a higher proportion of menarche <12 years, number of
children and duration of lactation. Lastly, premenopausal breast cancer cases had a

lower BMI (Table 1).

Regarding the total MxDQI score, controls scored better than cases (566.2£10.3 vs.
49.2410.7, P=0.000). In general, controls had greater compliance in the
consumption of whole grains, shellfish, poultry, and eggs, and in the moderation of
100% fruit juices, red and processed meat, added sugar, sodium, and saturated fat
(Table 2). Likewise, controls presented higher MXAHEI score (48.0+5.9 vs. 45.7+6.9,

P=0.000). Controls had greater compliance in the consumption of whole grains and
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nuts and in moderation of red and processed meat, sodium, and trans fats (Table

3).

After adjusting for physical activity, smoking, alcohol consumption, education, age,
and estrogen index, a negative association was observed between MxDQI and BC
(ORT3vsT1=0.24; 95%CI: 0.18, 0.31, P-trend=0.000), which remained across
molecular subtypes. We also performed an analysis stratifying by the ER+ and ER-
BC tumor expression; we observed a negative and statistically significant association
between the MxDQI and MxAHEI, respectively, in the crude and adjusted models.
Likewise, MXAHEI was negatively associated with BC (ORT3vsT1=0.43; 95%CI:
0.34, 0.54, P-trend=0.000) and its molecular subtypes, although the TN subtype was

not statistically significant (Table 4).

DISCUSSION

In this study, we observed a negative association between BC and MxAHEI and
MxDQI respectively, which did not vary across molecular subtypes, respectively in a

sample of Mexican women.

Although diet quality has been associated with BC in other populations worldwide,
the evidence is inconclusive and, until this report, there was no data from Latin
America. We found a negative association of BC with the MxDQI (OR T3vsT1=0.24;
95%CI: 0.18, 0.31) and MxAHEI (OR T3vsT1=0.43; 95%CI: 0.34, 0.54). Our findings
align with the results of a previous systematic review that included three

retrospective studies (n=1,649 cases and controls, respectively), in which a lower
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risk of BC was found in those with a better diet quality that was evaluated through
two indices similar to ours (Alternative Healthy Eating Index [AHEI] and Alternate
Mediterranean Diet Score (aMED) (52). On the contrary, in two systematic reviews
that included nine (53) and eight (54) prospective studies, respectively, the
association of BC and different diet quality indices similar to ours (Mediterranean
diet score, World Health Organization Healthy Diet Index, Recommended Foods
Score, Dietary Approaches to Stop Hypertension, Healthy Eating Index, AHEI,
aMED) was inconsistent; therefore, more research is needed to clarify the

relationship between diet quality and BC.

On the other hand, we observed that subjects with a higher diet quality had a lower
risk of BC that did not vary by molecular subtype. Few studies have evaluated BC
by molecular subtype and diet quality (22,29,30,32,33,55-57). Our results suggest
a significant inverse association between BC ER- and diet quality, which is
consistent with most prospective studies that found a negative association
(29,30,32), except for one (56). Likewise, our findings suggest a negative and
significant association between BC ER+ and diet quality, which is consistent with
two prospective studies that found a negative but non-significant association
between the Mediterranean Diet Index (32) and the Dietary Approaches to Stop
Hypertension (DASH) index (29), and BC ER+. However, all previous results
contrast with those of two prospective studies (30,56) and one retrospective (55),
where positive but non-significant associations were reported between BC ER+ and
diet quality, as well as with other prospective studies that considered the

classification by molecular subtype luminal (33,58).
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In our study, those tumors expressing HER2+ were inversely associated with diet
quality, which is consistent with one prospective (33) and one retrospective (22)
study. Finally, we report a negative association for the TN molecular subtype, which
is consistent with the findings reported in a prospective (33) and a retrospective (22)

study.

Different biological mechanisms could explain the associations observed between
BC and diet quality. On the one hand, in our study, we found that subjects in the
control group had better adequacy of whole grains consumption, polyunsaturated
fat, and nuts. Regarding the consumption of whole grains, it has been suggested
that fiber inhibits estrogen reabsorption in the intestine, which decreases circulating
estrogen levels (59). Furthermore, the compounds present in the fiber, such as
lignans and phytic acid, have been shown an antioxidant effect (9,60,61) and can
inhibit cell proliferation through the regulation of insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
(62). On the other hand, polyunsaturated fatty acids have a potential anti-
inflammatory effect, by inhibiting the eicosanoids synthesized by arachidonic acid
and can reduce carcinogenic and oxidative stress (9,63). Moreover, we observed a
moderate consumption of red and processed meats, added sugar, and sodium in
controls, which have mechanisms associated with BC. For example, the
consumption of red meat has been associated with the generation of heterocyclic
amines and polycyclic aromatic hydrocarbons derived from its cooking at high
temperatures, which leads to the formation of a DNA adducts (64). Also, the
exogenous hormones found in red meat can activate tumor receptors in breast tissue

causing cell proliferation and metastasis (65,66). Regarding added sugar, it has
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been suggested that consuming carbohydrates with a high load and glycemic index
promotes a greater bioavailability of IGF-1, which has mitogenic and antiapoptotic
activity. Further, IGF-1 interact synergistically with estrogens to increase BC cell

growth and proliferation (60).

To interpret our results, some methodological aspects must be considered. First, we
cannot infer causality since it has a retrospective design. Second, we cannot rule out
lack of power to detect possible associations between the MXAHEI index and the TN
molecular subtype; but also, to the differences between the two indices, since the
MxAHEI considers alcohol consumption (7), which is a strong risk factor for BC, and

is more rigorous in the cut-off points to define adequacy and moderation (47).

Third, exist the possibility of non-differential measurement error in the classification
of BC by its molecular expressions across hospitals; however, although we do not
have a BC molecular subtype national prevalence, several individual studies have
suggested that the prevalence by molecular subtype ranges between 56.6 and
60.1% for luminal (67,68), 9.0 % and 23.0% for HER2+ (67-70), and 14.0 and 23.1%
for TN (67—70), which is consistent with the prevalence of molecular subtypes found
in this study (56.8%, 23.0%, and 20.2% for luminal, HE2+ and TN, respectively).
Another consideration of the present study is that we cannot dismiss the possibility
of recall bias related to differential recall in reports of cases compared to controls.
To address the possibility of recall bias, the FFQ was administered an average two
months after diagnosis, attempting to capture the information in the shortest period
possible before participants could change how they recall their exposure (71).

Known reproductive factors for BC were previously evaluated, which were
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associated with BC in the expected direction (e.g., risk factor: late age at first birth;
protective factor: breastfeeding, among others) (49); consequently, if there had been
a recall bias in the diet report, there might also have been a bias in the report of
known reproductive factors associated with BC (72). Additionally, there is the
possibility of a non-differential measurement error inherent to the use of
questionnaires applied retrospectively, such as the FFQ; however, when comparing
the energy intake reported by controls in this study with data from national surveys,
we observed similar intakes (1624.5 vs. 1592.0 kcal/d, respectively) (73,74).
Considering the non-differential measurement error, we cannot rule out an

attenuation of the observed results.

This work has some strengths. This study may be representative of the northern
region of Mexico since women from the 17 public and university participating
hospitals captured 90% of BC cases in the study area, and there was a high
participation rate (>95% for cases and controls, respectively), which could suggest

the low probability of selection bias.

CONCLUSION

Higher quality diet (including adequate intake of fruits; vegetables; whole grains,
shellfish, poultry, or eggs; polyunsaturated fat and nuts, and moderate intake of red
and processed meats, fruit juices, sodium, trans fat, saturated fat, and added sugar)

may decrease the risk of BC regardless its molecular subtype.
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Table 1. General characteristics in the study sample according to case 1,045 cases and 1,030 controls in women residing in

Northern Mexico.

Cases/Controls

Characteristics (n) Cases Controls P-value
Age (meanzSD, years) (1,045/1,030) 53.4 (12.2) 53.8 (12.7) 0.484
Education (mean+SD,years) (1,044/1,030) 7.7 (4.4) 5.7 (3.6) 0.000
Tobacco consumption (meanxSD, cigarettes/day)? (284/294) 8.8 (10.3) 6.5 (6.9) 0.002
Alcohol intake (meanSD, g/day)? (242/116) 1.7 (5.0) 0.6 (1.1) 0.025
Body mass index (meanSD, kg/m?)
Premenopause (393/346) 28.4 (5.3) 30.4 (6.5) 0.000
Postmenopause (638/683) 30.4 (5.4) 30.7 (6.0) 0.265
Birth control pills (%) 0.000
Yes (349/252) 334 24.5
No (695/778) 66.6 75.5
Hormone replacement therapy (%)° 0.140
Yes (51/25) 33.1 245
No (103/77) 66.9 75.5
Family history of breast cancer (%)? 0.000
Yes (171/10) 16.4 1.0
No (874/1,020) 83.6 99.0
Estrogenic index (meantSD, years) (1,035/1,027) 26.5 (7.7) 21.9 (8.7) 0.000
Menopause (%) 0.023
Premenopausia (401/346) 38.4 33.6
Postmenopausia (644/684) 61.6 66.4
Age at menarche (%) 0.032
<12 years (443/389) 42.4 37.8
>12 years (602/641) 57.6 62.2
Live births (meanSD, number) (1,045/1,030) 3.4 (24) 5.0 (3.3) 0.000
Age at first pregnancy (meantSD, years)® (950/998) 22.4 (5.3) 20.2 (4.3) 0.000
Total breastfeeding (mean+SD, months) (1,045/1,030) 2.6 (3.5) 5.0 (5.5) 0.000

aAmong smokers

®Among alcohol consumers
¢Among postmenopausal women
dMother, sister and/or daughter
¢Among women who had children
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Table 2. Mean score of the Mexican Diet Quality Index (MxDQI) components between 1,045 cases and 1,030 controls in

women residing in Northern Mexico.

Cases Controls
Food components *
(Servings per day) Caseéﬁ)ontrol Compj/i;nce§ Mean SD compoﬁ;nce§ Mean sp | -value
Adequacy
1. Vegetables (1,044/1,029) 46.9 82 (24) 43.0 8.2 (2.2) 0.808
2. Whole fruits (1,033/1,029) 19.3 59 (2.9) 1.6 27 (2.0 0.000
3. Whole-grain cereals (1,044/1,029) 63.7 43 (1.2) 91.7 48 (0.7) 0.000
4. Legumes (1,045/1,030) 4.1 39 (2.5) 4.2 3.8 (2.6) 0.735
5. Seafood, poultry, or eggs (1,044/1,029) 8.9 1.8 (2.0) 19.5 2.1 (2.2) 0.003
6. Low-fat dairy - - - - -
7. Polyunsaturated fatt (1,045/1,030) 65.9 4.7 (0.7) 65.6 48 (0.4) 0.013
Moderation
8. 100% Fruit juices (1,043/1,030) 91.7 48 (0.8) 97.2 50 (0.4) 0.000
9. Refined grains (1,032/1,029) 12.2 25 (1.8) 31.4 24 (2.2) 0.589
10. Red and processed meat  (1,044/1,030) 27.2 3.2 (1.8) 74.7 46 (1.0) 0.000
11. Added sugars? (1,045/1,030) 26.0 75 (6.3) 42.2 95 (6.3) 0.000
12. Sodium (1,045/1,030) 2.0 1.0  (3.0) 18.7 45 (6.2 0.000
13. Saturated fat¥ (1,045/1,030) 9.0 1.6 (1.8) 53.5 39 (1.6) 0.000
Total (1,024/1,026) 49.2 10.7 56.2 10.3 0.000

*Percentage of total energy intake

Initial sample size changes due to missing values

SWith the maximum score criterion

*P-value for mean difference between cases and controls
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Table 3. Mean score of the Mexican Alternative Healthy Eating Index (MXxAHEI) components between 1,045 cases and 1,030
controls in women residing in Northern Mexico.

Cases Controls

Food _components y o P-value*
(Servings per day) Case/Control 0 Mean SD ’ Mean SD

(n) compliance compliance
Adequate
1. Vegetables (1,044/1,029) 14.2 54 (2.3) 9.9 52 (2.1) 0.049
2. Whole fruits (1,033/1,029) 8.8 42 (24) 0.4 1.8 (1.4) 0.000
3. Whole-grain cereals (1,044/1,029) 74.9 82 (1.9 94.7 88 (1.2) 0.000
4. Legumes (1,045/1,030) 26.2 33 (1.5 30.7 3.2 (1.6) 0.138
5. Nuts (1,043/1,030) 0.7 0.3 (0.7) 0.0 0.1 (0.2 0.000
6. Polyunsaturated fat* (1,045/1,030) 65.9 8.5 (0.9 65.6 8.6 (0.8) 0.088
7. Ratio (EPA+DHA)/saturated fats*  (1,045/1,030) 0.0 0.0 (0.0 0.0 0.0 (0.0) 1.000
Moderate
8. Sugar-sweetened beverages (1,041/1,028) 2.1 20 (2.9 1.8 1.8 (2.7) 0.083
9. Red and processed meat (1,044/1,030) 0.8 41 (2.5) 1.8 6.8 (2.0 0.000
10. Sodium (1,045/1,030) 2.0 06 (1.8) 18.7 27 (3.7) 0.000
11. Trans fat? (1,045/1,030) 86.5 89 (0.2 99.5 9.0 (0.0) 0.000
12. Alcohol (1,041/1,030) 99.4 0.0 (0.6) 100.0 0.0 (0.3) 0.118
Total (1,027/1,025) 45.7 (6.9) 48.0 (5.9) 0.000

*Percentage of total energy intake

Initial sample size changes due to missing values
SWith the maximum score criterion

*P-value for mean difference between cases and controls
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Table 4. Association between breast cancer and the Mexican Diet Quality Index (MxDQI) and the Mexican Alternative Healthy Eating Index (MxAHEI) for 1,045 cases and 1,030 controls in women

residing in Northern Mexico.

MxDQl MxAHEI
Cases/Controls Crude model? Model 1° Model 2¢ Cases/Controls Crude model? Model 1¢ Model 2¢
(n) OR (Cl 95%) OR (CI 95%) OR (Cl 95%) (n) OR (Cl 95%) OR (CI 95%) OR (CI 95%)
Overall
Tertil 1 (584/341) (ref) (ref) (ref) (492/342) (ref) (ref) (ref)
Tertil 2 (277/341) 0.48 (0.39, 0.59) 0.46 (0.37,0.58) 0.44 (0.35,0.56) (289/339) 0.59 (0.48,0.73) 0.57 (0.45,0.71) 0.53 (0.42,0.67)
Tertil 3 (150/341) 0.26  (0.21,0.33) 0.26 (0.20,0.33) 0.24 (0.18,0.31) (233/341) 0.47 (0.38,0.59) 0.47 (0.38,0.60) 0.43 (0.34,0.54)
P-trend (1,011/1,023) 0.000 0.000 0.000 (1,014/1,022) 0.000 0.000 0.000
Estrogen receptor expression
ER+
Tertil 1 (159/168) (ref) (ref) (ref) (143/169) (ref) (ref) (ref)
Tertil 2 (77/168) 0.48 (0.34, 0.68) 0.52 (0.36,0.75) 0.50 (0.34,0.73) (66/166) 0.47 (0.33,0.68) 0.48 (0.33,0.69) 043 (0.29,0.64)
Tertil 3 (39/168) 0.24 (0.16, 0.36) 0.25 (0.16,0.38) 0.22 (0.14,0.34) (66/168) 0.46 (0.32,0.66) 0.49 (0.34,0.71) 042 (0.28,0.68)
P-trend (275/504) 0.000 0.000 0.000 (275/503) 0.000 0.003 0.000
ER-
Tertil 1 (108/168) (ref) (ref) (ref) (88/169) (ref) (ref) (ref)
Tertil 2 (52/168) 0.47 (0.32,0.70) 0.50 (0.33,0.76) 0.51 (0.33,0.77) (53/166) 0.59 (0.39,0.88) 0.62 (0.41,0.95) 0.62 (0.40,0.95)
Tertil 3 (31/168) 0.28 (0.18, 0.44) 0.30 (0.19,0.48) 0.30 (0.18,0.48) (50/168) 0.56 (0.37,0.84) 0.62 (0.40,0.95) 0.59 (0.38,0.92)
P-trend (191/504) 0.000 0.000 0.000 (191/503) 0.003 0.019 0.014
Molecular subtypes
Luminal
Tertil 1 (163/95) (ref) (ref) (ref) (146/96) (ref) (ref) (ref)
Tertil 2 (79/96) 0.48 (0.33,0.72) 0.50 (0.33,0.76) 0.49 (0.31,0.76) (71/95) 0.50 (0.33,0.74) 049 (0.32,0.75) 0.44 (0.29,0.68)
Tertil 3 (38/95) 0.23 (0.15, 0.37) 0.24 (0.15,0.39) 0.23 (0.14,0.38) (63/95) 0.43 (0.29,0.65) 0.43 (0.28,0.67) 0.40 (0.26,0.64)
P-trend (280/286) 0.000 0.000 0.000 (280/286) 0.000 0.000 0.000
HER2+
Tertil 1 (63/39) (ref) (ref) (ref) (49/39) (ref) (ref) (ref)
Tertil 2 (37/39) 0.57 (0.31, 1.04) 0.60 (0.32,1.13) 0.49 (0.25,0.97) (40/38) 0.78 (0.43,1.44) 0.81 (0.43,1.53) 0.81 (0.41,1.60)
Tertil 3 (12/38) 0.18 (0.09, 0.39) 0.20 (0.09,0.45) 0.15 (0.07,0.37) (23/38) 0.46 (0.24,0.90) 045 (0.22,0.92) 0.32 (0.14,0.69)
P-trend (112/116) 0.000 0.000 0.000 (112/115) 0.026 0.032 0.005
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TN

Tertil 1 (48/35) (ref) (ref) (ref)
Tertil 2 (32/33) 0.69 (0.36, 1.31) 0.71 (0.37,1.40) 0.71 (0.36, 1.40)
Tertil 3 (20/102) 0.43 (0.21,0.87) 0.41 (0.20,0.87) 0.39 (0.19,0.83)
P-trend (100/103) 0.018 0.020 0.016

(45/35)
(25/33)
(30/34)

(100/102)

0.57
0.69

(ref)
(0.29, 1.13)
(0.35, 1.33)

0.234

0.52
0.76

(ref)
(0.25, 1.05)
(0.38, 1.49)
0.346

0.51
0.70

(ref)
(0.25, 1.04)
(0.35, 1.40)
0.264

2Crude model: unadjusted for covariates
®Model 1 MxDQI: adjusted for physical activity, smoking, alcohol consumption and education
°Model 2 MxDQI: adjusted for physical activity, smoking, alcohol consumption, education, age, and estrogen index

9Model 1 MxAHEI: adjusted for physical activity, smoking and education
°Model 2 MxAHEI: adjusted for physical activity, smoking, education, age, and estrogen index
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Title: Diet quality indices are associated with breast cancer by molecular subtypes in

Mexican women.

Brianda loanna Armenta-Guirado'2, Angel Mérida-Ortega3, Lizbeth Lopez-

Carrillo®, Edgar Denova-Gutiérrez'

Supplemental Table 1. Food Components and scoring criteria of the Mexican Diet Quality Index

(MxDQI)

Maximum  Criteria for minimum Criteria for maximum
Food component )

points score score
Adequacy
Vegetables 10 0 servings >3 servings/2000 kcal
Whole fruit 10 0 servings >3 servings/2000 kcal
Whole-grain cereals 5 0 servings >3 servings/2000 kcal
Legumes 10 0 servings >2 servings/2000 kcal
Seafood, poultry or eggs 5 <1serving/2000 kcal* >2 servings/2000 kcal
Low-fat dairy 5 0 servings >3.5 servings/2000 kcal

5 <6% of total energy >10% of total energy
Polyunsaturated fat* intake intake
Moderation
100% Fruit juices 5 >250 ml/2000 kcal <125 ml/2000 kcal
Refined grains 5 >3 servings//2000 kcal <1 servings/2000 kcal

>1.5 servings//2000
Red and processed meat 5 kcal <0.5 servings/2000 kcal
>10% of total energy <5% of total energy

Added sugars 15 intake intake
Sodium 15 >2 g/2000 kcal <1.5 g/2000 kcal

5 10% of total energy <7% of total energy
Saturated fat intake intake
Total 100 0 100

Adapted from Lépez-Olmedo et
al., 2019.

*Polyunsaturated fat does not include long-chain (n-3) fats (EPA + DHA).

#2000 kcal = 8368 kJ.
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Supplemental Table 2. Food Components and scoring criteria of the Mexican Alternate Healthy

Eating Index (MxAHEI)

Maximum Criteria for minimum Criteria for maximum
Food component .
points score score

Adequacy
Vegetables 9 0 servings >5 servings/2000 kcal
Whole fruit 9 0 servings >4 servings/2000 kcal
Whole-grain cereals 9 Og >75 g/2000 kcal
Legumes 5 0 servings >1 servings/2000 kcal
Nuts 5 0 servings >1 servings/2000 kcal
Polyunsaturated fat* 9 <2% of total energy >10% of total energy

intake intake
Ratio (EPA+DHA)/saturaded fats 9 <0.1 >1
Moderation
Sugar-sweetened beverages 9 >1 servings/2000 kcal 0 servings

>1.5 servings/2000
Red and processed meat 9 kcal 0 servings
Sodium 9 >2 g/2000 kcal <1.5 g/2000 kcal
Trans fat* 9 >4% of total energy <0.5% of total energy

intake intake
Alcohol 9 >2.5 drinks/2000 kcal 0.5-1-5 drinks/2000 kcal
Total 100 0 110

Adapted from Lopez-Olmedo et al., 2019.

*Polyunsaturated fat does not include long-chain (n-3) fats (EPA + DHA).

#2000 kcal = 8368 kJ.
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1Except in cases where there were more than 3 foods with the same amount of grams

Supplemental Figure 1. Algorithm for the construction of the trans fat variable for Mexican Alternative Healthy Eating Index
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Supplemental Figure 3. Directed Acyclic Graph for the relationship between breast cancer
and Mexican Alternative Healthy Eating Index. BMI: Body Mass Index.
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RESUMEN

Antecedentes. Diversos factores de riesgo modificables del estilo de vida se han
asociado de manera independiente con el cancer de mama (CM); sin embargo, no
existe evidencia sobre la relacién conjunta de los componentes del estilo de vida y
el CM por subtipo molecular en México. Objetivo. Evaluar la asociacion entre un
estilo de vida saludable con el CM por subtipos molecular en mujeres del Norte de
México. Métodos. Este es un analisis secundario de un estudio de 1,045 casos y
1,030 controles poblacionales, llevado a cabo en el periodo de 2007-2011 en el
norte de México. La informacion sobre la expresion del receptor de estrégeno
(ER), el receptor de progesterona (PR) y el factor de crecimiento epidérmico
humano 2 (HER2) se obtuvo de registros meédicos, para clasificar CM como
luminal (ER+ y/o PR+/HER2-), HER2+ (ER+/ —y/o PR+/-/HER2+), o triple
negativo (TN) (ER- y PR—-/HER2-). La informacién de las variables de estilo de
vida como dieta, actividad fisica, consumo de tabaco, consumo de alcohol, etc.,
fue obtenida a través de cuestionarios retrospectivos. Se evalué el cumplimiento a
un estilo de vida saludable mediante los indices: Healthy Lifestyle Index Score
(HLIS) y Healthy Behavior Index (HBI). Para evaluar la asociacion entre el CM por
subtipo molecular y los indices, se utilizaron modelos de regresion logistica no
condicional multiple. Resultados. El HLIS se asocié con una menor posibilidad de
CM de 23% (RMr3vsT1=0.77; 95%IC: 0.60, 0.99) y de 67% con el HBI
(RMT3vsT1=0.25; 95%IC: 0.15, 0.41). Esta asociacién se mantuvo significativa a
través de los tumores ER+ y ER- y a través de los subtipos moleculares luminar,

HER+, excepto el TN, que no fue estadisticamente significativo en el HLIS.
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Conclusion. Nuestros hallazgos sugieren que el HLIS y el HBI se asociaron

negativamente con el CM por subtipo molecular en mujeres del norte de México.

Palabras clave: cancer de mama, estilo de vida, subtipo molecular.
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INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es el tumor mas frecuentemente diagnosticado (1) y la
principal causa de muerte por cancer en mujeres alrededor del mundo (2). EI CM
es una enfermedad multifactorial, que se ha asociado con distintos factores de
riesgo no modificables, como los reproductivos (3,4), ambientales (5) y genéticos
(6). Adicionalmente, se han identificado diversos factores modificables del estilo de

vida (5,7).

Las células tumorales de CM expresan un perfil complejo de informacion
molecular, existiendo tumores que incluyen la activacion de receptores
hormonales (receptor de estrogeno [ER] y de progesterona [PR]), activacién del
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER) y aquellos que no
expresan receptores, triple negativo (TN). En consecuencia, se han documentado
diferencias importantes en los subtipos moleculares tanto para su incidencia (8,9),
estrategias de tratamiento (10), tasas de supervivencia (11), asi como para sus

potenciales factores de riesgo (12,13).

Diversos componentes del estilo de vida han sido identificados como factores de
riesgo de CM (7), tales como la inactividad fisica (14,15), dietas no saludables
(16,17), ingesta de alcohol (18), indice de masa corporal (IMC) elevado (19),
consumo de tabaco (20), entre otros. Sin embargo, se ha sugerido que el estudio
en conjunto de los componentes del estilo de vida podria ser una herramienta util
para entender la relacion de estos con el CM, puesto que los individuos suelen

adoptar patrones de comportamiento que coexisten (21,22).
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De acuerdo con los ultimo reportes de la World Cancer Research Fund/American
Institute for Cancer Research (WCRF/AICR) (7) y la American Cancer Society
(ACS) (23), el adoptar comportamientos de estilo de vida que conlleven una dieta
saludable (rica en granos enteros, vegetales y frutas, limitar el consumo de
bebidas azucaradas, y de carnes rojas y procesadas), tener un peso sano, ser
fisicamente activo, y limitar el consumo del alcohol, podrian prevenir el riesgo de

CM (7,23).

Al respecto, varias investigaciones alrededor del mundo han evaluado la
asociacion entre el CM y los componentes de un estilo de vida saludable,
agrupandolos en indices o puntajes, representados principalmente por tener un
peso normal, una dieta saludable, realizar actividad fisica de moderada-vigorosa
intensidad, no consumir tabaco, limitar o evitar la ingesta de alcohol, lactancia,
entre otros (24—-27). Bajo este enfoque, se ha sugerido que una mayor adherencia
un indice de estilo de vida saludable puede reducir el riesgo de CM de un 20-27%
(25-27), mientras que para los subtipos moleculares ER+/PR+, ER+/PR-y ER-

/PR- se han observado reducciones del riesgo >22% (27).

En México, la carga nacional de CM es mas severa comparada con paises de
altos ingresos, dado que las tasas de mortalidad y de supervivencia cursan con un
peor prondstico (28). También se ha observado una distribucién de la enfermedad
heterogénea, ya que los estados del Norte duplican las tasas de incidencia en
comparacién con los estados del Sur (ej. tasas de incidencia por 100,000 de 59.5
y 51.7 para Nuevo Leodn y Chihuahua vs 23.1 y 20.0 para Quintana Roo y Chiapas,

respectivamente) (29).

100



71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

En el contexto de poblacion mexicana, la evidencia que documenta la asociacion
entre el CM y un estilo de vida saludable es escasa y contradictoria (30,31).
Ademas, hasta donde sabemos, no se ha explorado la asociacién entre un estilo
de vida saludable y los distintos subtipos moleculares de CM. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio es evaluar la asociacion entre un indice de estilo de
vida saludable con el CM y sus subtipos moleculares en mujeres del Norte de

México.

METODOS

El presente trabajo de investigacion utilizé informacién de un estudio de casos y
controles poblacionales realizado en cinco estados del Norte del pais: (Coahuila,
Chihuahua, Durango, Nuevo Leén y Sonora), entre el periodo de 2007 a 2011y
cuyo objetivo fue identificar factores genéticos y ambientales asociados con el
riesgo de cancer de mama en la zona Norte de México (60). El disefio y

metodologia del estudio han sido descritos previamente (32).

Brevemente, se identificaron un total de 1045 casos con diagnéstico
histopatolégico confirmado de CM en 17 hospitales publicos y académicos de
tercer nivel. Los criterios de inclusion incluyeron mujeres sanas sin historial de
algun tipo de cancer, edad minima de 18 afos, y al menos 1 afo de residencia en
las en area del estudio (32). Los controles fueron 1,030 mujeres, sin historial de
ningun tipo de cancer, mayores de 18 afos, con residencia de mas de 1 afio en la
misma area de estudio de los casos que fueron pareados por edad con los casos

(x 5 afos) (32). Los controles se identificaron considerando el marco muestral
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maestro, utilizado en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), que
contempla una lista probabilistica de direcciones de viviendas seleccionadas a
partir de areas geoestadisticas basicas (AGEBS) de zonas urbanas y rurales (32).
De manera aleatoria, se seleccioné a una participante en los hogares en los que
habia mas de una mujer elegible; cuando ninguna mujer elegible se encontraba en
el hogar o se negaba a participar, se seleccioné de forma sistematicamente un
nuevo hogar. La tasa de respuesta fue mayor al 90% para casos y controles (32).
Los participantes fueron entrevistados cara a cara antes de recibir cualquier tipo
de tratamiento; para los casos se considero un promedio de dos meses desde el
diagndstico hasta la entrevista. En esta, se recopild informacion sobre
caracteristicas sociodemograficas, historial reproductivo, antecedentes familiares,
habitos del estilo de vida y dieta. Ademas, se tomaron medidas antropométricas
con el fin de obtener el IMC, el cual se calculé como el peso en kg sobre la talla en

m? (kg/m?).

El presente estudio fue disefiado con base en las pautas de la Declaracion de
Helsinki y fue aprobado por los Comités de Etica, Bioseguridad e Investigacion del
Instituto Nacional de Salud Publica. Todas las participantes del estudio aceptaron

y firmaron una carta de consentimiento informado.

Subtipos moleculares de cancer de mama

Se incluyeron un total de 509 casos con informacién de subtipos moleculares de
CM, los cuales fueron pareados 1:1 con 509 controles. El diagndstico de los

subtipos moleculares de CM se determind por expresion inmunohistoquimica de
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ER, PRy HER2. Esta informacion estuvo disponible en el historia clinica de las
participantes. El subtipo tumoral se determiné mediante analisis
inmunohistoquimico en el departamento de patologia de cada uno de los
hospitales participantes. Primero realizamos una clasificacién considerando
aquellos tumores que expresaban Receptores de Estrégenos (RE) como ER+y
aquellos que no los expresaban como ER-. Posteriormente, se consideré como
tumor luminal ER+ y/o PR+ si 21% de las células de la muestra fueron
inmunorreactivas y se tifieron con el receptor de estrégeno, progesterona o
ambos; cuando la tincion fue uniforme e intensa en mas del 30% de las células, se
consideraron como tumores HER2+. Los subtipos moleculares de CM fueron:
luminal (ER+ y/o PR +/HER2-)=289, HER2+ (ER+/- y/o PR+/-/[HER2+)=117, 0 TN

(ER- y PR-/HER2-)=103 (33).

Evaluacion dietética

Para la evaluacion dietética se empled una frecuencia de consumo de alimentos
(FCA) semi-cuantitativa, previamente validada en poblacién mexicana (34). Para
los casos, se pregunto por el consumo de alimentos en el afio previo al
diagndstico, mientras que en los controles se preguntd por el consumo previo a la
entrevista. La FCA consistio en 133 items (119 alimentos y 14 platillos) con 10
opciones respuestas: nunca, una vez al mes o menos, 2-3 veces al mes, 1 vez a la
semana, 2-4 veces a la semana, 5-6 veces a la semana, 1 vez al dia, 2-3 veces al
dia, 4-5 veces al dia y 6 o mas veces al dia. La FCA consider6 tamanos
predeterminados de porciones (vaso: para leche y vino; una taza: para yogur,

algunas frutas y verduras, té, jugos de frutas, bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas;
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una cucharada: para aceites, cremas, salsas y frutos secos; una rebanada: para
quesos, algunas frutas y carnes; un plato: para las verduras locales y algunos
platos; una pieza: para algunos platos, frutas y pan). La FCA se determin6 con
base al tamafo de porcidn consumida y se convirtié a gramos para estimar la
ingesta total diaria de energia, micronutrientes y macronutrientes. Para la
codificacion y analisis de nutrientes de cada alimento, nuestro grupo de trabajo
utilizé previamente las tablas de composicién de alimentos de United States
Department of Agriculture (USDA) version 20 (35), y las tablas mexicanas de
composicion de alimentos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ) (36). El consumo de frutas, verduras y hortalizas fue
ajustado segun la temporalidad y disponibilidad a lo largo del afo (ej. para las
ciruelas se considerd la mitad de su consumo, ya que unicamente estan
disponibles 6 meses al afio y para el mango, contabilizamos la tercera parte de su

consumo, ya que solo estan disponibles 3 meses al aio).

indices de calidad del estilo de vida

Para determinar la calidad del estilo de vida, se evalud el grado de cumplimiento a
los componentes del Healthy Lifestyle Index Score (HLIS) (37) y el Healthy

Behavior Index (HBI) (38).

De acuerdo con la metodologia descrita por McKenzie et al., el HLIS contempla
cinco componentes del estilo de vida: 1) tabaquismo, 2) IMC, 3) consumo de
alcohol, 4) dieta y 5) actividad fisica. Debido a que el HLIS originalmente considera

el componente dietario basado en recomendaciones alimentarias para paises
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europeos, para adaptarlo a poblacion mexicana, utilizamos el Mexican Diet Quality
Index (MxDQI), el cual es un indice que evalua la calidad de la dieta basado en las
guias alimentarias para México (39). En general, el MxDQI contienen lo siguientes
13 grupos de alimentos y esta centrado al consumo de 2,000 kcal: 1)
componentes de adecuacién: verduras; frutas enteras; granos enteros; legumbres;
mariscos, aves o huevos; lacteos bajos en grasa y grasa poliinsaturada, y 2)
componentes de moderacion: jugo 100% de fruta; granos refinados; carnes rojas y
procesadas; azucar afiadida; sodio y grasa saturada. La calificacién total del
MxDQI oscilé entre 0 y 100, en dénde el puntaje mas alto fue considerado una
mayor calidad de la dieta. El sistema de puntuacion del HLIS consideré de 0 a 4
puntos para cada uno de los componentes, y se obtuvo una calificacion final del
indice de 0 a 20 puntos. La puntuacién mas alta se identificé como un estilo de

vida mas saludable (37) (Supplemental Table 1).

El calculo del HBI se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Heitz et al. (38).
Para la construccidn de este indice fueron ponderados como componentes del
estilo de vida los siguientes indicadores: 1) tabaquismo; 2) IMC; 3) indice cintura-
cadera, 4) consumo de alcohol, 5) dieta, y 6) actividad fisica vigorosa. El HBI
considera un patron dietario “Occidentalizado” evaluado de manera “a posteriori”;
en este caso utilizamos el patron “Occidentalizado”, que fue derivado previamente
por nuestro grupo de estudio y que esta caracterizado principalmente por carne
rojas, cereales refinados, grasa saturada, consumo de bebidas azucaradas, y
productos lacteos ricos en grasas y azucarados (40). Para evaluar el cumplimiento

al HBI, se le asign6é cada componente de 0 a 2 puntos, obteniendo un puntaje total
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entre 0 a 12, en donde las puntuaciones mas altas se consideraron como un estilo

de vida mas sano (38) (Supplemental Table 2).

Covariables

Previamente, nuestro grupo de trabajo estimo los afios de exposicion a los
estrogenos enddgenos, mediante un indice estrogénico, descrito detalladamente
en otro lugar (33). De manera breve, para las mujeres en estado postmenopausico
se considero la diferencia en afos de la edad de la menopausia menos la edad de
la menarca. Mientras que, para las mujeres pre-menopausicas, se consideré como
la diferencia entre la edad al momento del estudio menos la edad de la menarca.
Posteriormente, a dichas diferencias se le resté el numero de embarazos y la

duracion de la lactancia en afos (33).

Analisis estadistico

Para la comparacion de variables entre factores conocidos de cancer de mama,
como variables reproductivas y caracteristicas sociodemograficas entre casos y
controles, se utilizo la prueba de t-Student o la prueba Chi cuadrada, segun
correspondié. De igual forma, nosotros comparamos las puntuaciones medias

totales del HLIS y HBI entre casos y controles.

Previamente, nuestro grupo de trabajo derivé dos patrones dietarios "a posteriori"
en esta poblacién de estudio: el patrén "Occidental" y el patron "Prudente” (41).
Brevemente, se estandariz6 a puntaje Z el porcentaje de la ingesta total de

energia obtenida de cada grupo de alimentos. Los factores con valores mayores
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que 1.5 se mantuvieron para facilitar la interpretabilidad de los patrones dietarios.
Adicionalmente, se contempld un subconjunto 24 grupos de alimentos que
tuvieran una carga absoluta =-20, o0 20.20. Para aquellos grupos de alimentos que
presentaron una carga =0.20. Para evaluar la adecuacion de los datos del analisis
factorial, se estimé el indice de Kaiser-Meyer-Olkin, obteniéndose un valor de 0.5.
Ademas, para evaluar las correlaciones entre las variables se utilizé prueba de

esfericidad de Bartlett, con un valor P=0.10.

Para estimar la asociacién entre los indices de estilo de vida saludables con el CM
y los subtipos moleculares, nosotros utilizamos modelos de regresién logistica no
condicional multiple. Consideramos el puntaje de los indices en terciles, de
acuerdo con la distribucion de los controles y evaluamos la tendencia lineal
usando su forma continua. Como variables de ajuste para ambos indices, se
selecciond "a priori" a la edad (afios) y al indice estrogénico (afos); ademas, se
incluyeron las siguientes variables identificadas mediante el DAG (Supplemental
Figure 1 and Supplemental Figure 2) (42): educacion (afios) para el HLIS; y
educacion, edad y energia total para el HBI. Dado que el HBI incluye el patron
"Occidental" como componente dietario, nosotros consideramos el modelo de

particién de energia, ajustando por el patron "Prudente".

Para indicar significancia estadistica, establecimos un nivel alfa <0.05. Todos los
analisis se realizaron con el paquete estadistico STATA version 17 (StataCorp.

2021. Stata Statistical Software: Release 17. College Station, TX: StataCorp LLC).
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RESULTADOS

En comparacion con los casos, los controles tuvieron una mejor puntuacion total
tanto en el HLIS (12.8+3.0 vs 13.2+2.8, P=0.000) como en el HBI (5.8£1.5 vs
6.4+1.5, P=0.000). En general, los casos presentaron un mayor cumplimiento para
los componentes de tabaquismo e IMC en ambos indices y una mejor puntuacion
en el indice cintura-cadera en el HBI; mientras que, los controles tuvieron un mejor
cumplimiento en el componente de ingesta de alcohol y dieta en ambos indices

(Table 1).

En cuanto a la distribucién de caracteristicas sociodemograficas por tercil de los
indices del estilo de vida; comparado con el tercil 1, los controles en el tercil 3 de
ambos indices tuvieron una mayor edad, menos afios de educacion y un menor
porcentaje de mujeres con edad de la menarca <12 anos. En el HLIS, los
controles en el tercil 3 tuvieron un menor porcentaje de mujeres premenopausicas,
mayor numero de hijos y mas meses de lactancia; mientras que, los casos en el
tercil 1 tuvieron un mayor porcentaje de menarca <12 afios. Para el HBI,
comparado con el tercil 1, los casos en el tercil 3 tuvieron un menor porcentaje de
mujeres premenopausicas, un menor porcentaje de mujeres con edad de la
menarca <12 afnos, una mayor edad de primer embarazo y menos meses de

lactancia (Table 2).

Después de ajustar por educacion, edad e indice estrogénico, observamos una
asociacion negativa entre el HLIS y el CM (ORT3vsT1=0.77; 95%IC: 0.60, 0.99, P-

trend=0.030), que se mantuvo entre los tumores ER+ y los ER-, asi como en los
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subtipos moleculares luminal y HER2+. De igual forma, observamos una
asociacion negativa y significativa para el HBI y el CM (ORT3vsT1=0.25; 95%IC:
0.15, 0.41 P-trend=0.000), tras ajustar por educacién, edad y el patron “Prudente”.
Esta asociacion se mantuvo en los tumores ER+ y ER- y a través de todos los

subtipos moleculares de CM (Table 3).

DISCUSION

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en México que evalua la relacién
entre un estilo de vida saludable y el CM por subtipo molecular en mujeres
mexicanas. Los datos del presente estudio sugieren una asociacion negativa entre
el CM y un estilo de vida saludable, evaluado a través de los indices HLIS y HBI,
en mujeres del Norte de México; dicha asociacion permanecio a través de los
subtipos moleculares luminal y HER2+ para ambos indices, pero no para el TN en

el HLIS.

La asociacién entre un estilo de vida saludable y el CM ha sido evaluada en
diferentes poblaciones alrededor del mundo, a través de distintos indices y
compontes del estilo vida. Nosotros encontramos una asociacion negativa entre el
CMy el HLIS (ORT3vsT1=0.77; 95%IC: 0.60, 0.99) y el HBI (ORT3vsT1=0.25;
95%IC: 0.15, 0.41). Nuestros resultados son consistentes con una revision
sistematica y metaanalisis (27), que incluyd 24 estudios prospectivos y 6 estudios
retrospectivos, en dénde se observé una reduccion del riesgo de 20% (95%IC:
0.78, 0.83) y de 36% (95% IC: 0.63, 0.86), respectivamente, cuando se compardé la

categoria mayor del indice de estilo de vida versus la menor. En dicha revision
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270 sistematica se encontr6é que la mayoria de los indices incluyeron los mismos

271  componentes del estilo de vida incluidos en el presente estudio (dieta, actividad
272  fisica, consumo de alcohol, IMC, consumo de tabaco, e indice cintura cadera),
273  basados en diversas guias internacionales para la prevencion de CM (27). Otras
274  dos revisiones sistematicas y metaanalisis de estudios tanto prospectivos como
275  retrospectivos, reportaron resultados similares a los nuestros, con reducciones de
276  riesgo entre 26% (95%IC: 0.65, 0.83)(26) y 23% (951C%: 0.72, 0.82)(26) cuando
277  se compard la categoria de mayor cumplimiento a los indices de estilo de vida vs

278 la menor.

279 Al mismo tiempo, nuestros resultados sugieren que las mujeres con un estilo de
280 vida mas saludable tuvieron un menor riesgo de CM que no vario a través de los
281  subtipos moleculares. Nosotros encontramos una asociacion negativa entre el

282  subtipo molecular luminal y un mejor estilo de vida, lo que coincide con un

283  metaanalisis que incluyé 5 estudios prospectivos y 2 retrospectivos, mostré un

284  menor riesgo de CM de 32% (95%IC: 0.63, 0.73) para los tumores que expresaron

285 ER+/ER+ vy de 22% (95% IC: 0.67, 0.90) para los tumores ER+/ER-.

286  Nosotros encontramos una asociacion negativa para el subtipo molecular HER2+
287 y un estilo de vida mas saludable, lo que es consistente con un estudio

288  prospectivo (43) y dos retrospectivo (44,45). Ademas, nuestros resultados

289  sugieren una asociacion inversa para el subtipo molecular TN; sin embargo, esta
290 asociacion ha sido inconsistente en un estudio prospectivo (43) y dos estudios

291 retrospectivos (43, 45).
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Existen distintos mecanismos bioldgicos por los cuales los componentes del estilo
de vida pueden contribuir a la tumorogénesis mamaria. Por una parte, nuestro
estudio sugiere que las mujeres en el grupo control tuvieron un mejor puntaje en el
componente de alcohol. En cuanto al consumo de alcohol, ha sugerido que el
acetaldehido podria elevar la permeabilidad celular a compuestos carcinégenos
(46,47), inducir a polimorfismos en los genes asociados al metabolismo del
alcohol, folato, metionina y de la reparacién del ADN (7,46). Ademas, el alcohol
puede aumentar los niveles de androgenos y estrogenos, a través de: incrementar
la actividad de la aromatasa que convierte la testosterona en estrogenos; inhibir la
actividad de enzimas implicadas en la degradacion de estrégenos como la
melatonina; y aumentar el estado redox hepatico, conduciendo a un descenso del
metabolismo esteroideo (48). Adicionalmente, el etanol tiene capacidad de
estimular la proliferacién celular y de inducir la expresion hormonas ER y PR (49).
Por otra parte, nosotros observamos una mejor puntuacion en los controles para el
componente dietario en ambos indices. En el HLIS, se utilizé el MxDQI para
evaluar la dieta, el cual considera en su componente de adecuaciéon el consumo
de granos enteros, grasa poliinsaturada y nueces. Al respecto, se ha postulado
que la fibra de los cereales de grano entero puede aumentar la reabsorcién de
estrogenos en el intestino y promover la eliminacion y descomposicion de
sustancias cancerigenas al ser absorbidas por polimeros, sustancias coloides
hidrofilicas y lignina (47, 50). Ademas, la fermentacion intestinal de la fibra puede
reducir la toxicidad de los acidos biliares libres, produciendo a su vez acidos
grasos de cadena corta y ramificada, lo que se ha asociado a un efecto

anticancerigeno. También, se ha evidenciado el efecto antioxidante que poseen
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los lignanos y el acido fitico contenidos en la fibra (48,51,52). Referente a los
acidos grasos poliinsaturados, estos han demostrado tener un efecto
antiinflamatorio, al inhibir los eicosanoides sintetizados por el acido araquidonico y
reducir el estrés oxidativo (52,53). Adicionalmente, nosotros evaluamos el
componente dietario en el HBI, considerando un menor consumo del patron
“Western”, caracterizado por consumo de carnes rojas, grasa saturada, cereales
refinados y azucares, elementos que también fueron evaluados en el componente
de moderacion del MxDQI en el HLIS. Se han identificado diversos mecanismos
carcinogeénicos en la glandula mamaria asociados a la carne roja. El primero es
relacionado con el hierro hemo, el cual aumenta la formacion enddgena de
compuestos nitrogenados al interactuar con nitratos/nitritos y con una fuente de
amina (54); el segundo esta asociado a la coccidn de la carne a altas
temperaturas, por medio de la formacion de aminas heterociclicas, compuestos
nitrogenados e hidrocarburos poliaromaticos, lo que puede producir aductos de
ADN (55,56). Por su parte, el consumo excesivo de grasa en la dieta se ha
asociado a la elevacién de los niveles de estrogenos endoégenos, particularmente
del estradiol, el cual puede producir alteraciones estructurales y/o funcionales en
el ADN, asi como inducir la proliferacion celular (48). Finalmente, el consumo de
carbohidratos con un alto indice y carga glicémica elevan los niveles de insulina
plasmatica, elevando la biodisponibilidad de IGF-I, la cual presenta actividad

mitogénica, antiapoptética y proliferativa en la célula mamaria cancerosa (48).

Nuestros resultados deben interpretarse considerando algunas limitaciones

metodolodgicas. Debido a la naturaleza retrospectiva de la investigacion, no
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podemos inferir causalidad. Tampoco podemos descartar la falta de poder para
observar la potencial asociacion entre el HLIS y el subtipo molecular TN. Al
respecto, la diferencia en la operacionalizacién de los componentes de cada indice
del estilo de vida pudiera explicar la ausencia de significancia estadistica, puesto
que el HLIS es mas estricto en su sistema de puntuacion y estratifica cada
componente en un mayor numero de categorias; ademas cuando evaluamos la
media de los puntajes de los indices, observamos diferencias estadisticamente
significativas para los subtipos luminal y HER2+ y TN, pero no para el TN en el
HLIS (12.9 vs 12.6, P= 0.3785 para casos y controles) (datos no mostrados). Otra
posible limitacion, es que no podemos descartar un posible error de medicion
diferencial debido al sobre-reporte de los casos en el consumo de alimentos del
patréon “Western”, que ellos pudieron identificar estar asociados con el CM (gj.
carnes rojas, cereales refinados, azucares, etc.). Diversos estudios retrospectivos
han evidenciado que el sesgo de memoria contribuiria a explicar la asociacion
entre el patrén “Occidentalizado” y el CM, puesto que en los estudios prospectivos
no se ha encontrado dicha asociacion, posiblemente porque la medicion de dieta
es evaluada antes del diagnostico de CM (57). Para solventar la posibilidad del
sesgo de memoria, la recoleccién de informacion dietaria evaluada a través de la
FCA se midié en un promedio de dos meses después del diagndstico de cancer de
mama, intentando captar la informacion en el periodo mas corto posible antes de
que las participantes pudieran cambiar la manera en que recuerdan su exposicion
(41). Asimismo, nuestro equipo de trabajo evalud previamente los factores
reproductivos conocidos para CM, observando una asociacion en la direccidon

esperada (ej., factor de riesgo: edad tardia del primer parto; factor protector:
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lactancia materna) (48). Por ende, de haberse presentado un sesgo de recuerdo
en el reporte de dieta, también pudo presentarse un sesgo en el reporte de los
factores reproductivos conocidos para CM (71). Adicionalmente, no podemos
descartar la dilucién de la magnitud de las asociaciones observadas, ya que existe
la posibilidad de un error de medicion no diferencial inherente a la utilizacion de
instrumentos aplicados retrospectivamente, como lo es la FCA. No obstante,
comparamos el reporte de la ingesta total de energia de los controles con los
datos provenientes de encuestas nacionales en México, y observamos una ingesta
de energia similar (1624.5 vs. 1592.0 kcal/d, para casos y controles,

respectivamente) (58,59).

Este trabajo presenta algunas fortalezas. Una de las ventajas principales es la alta
tasa de participacidon obtenida entre los casos y los controles (<90%), lo cual
podria indicar la poca probabilidad de sesgo de seleccion, asi como la
representatividad de la poblacion estudiada. Asi mismo, la captaciéon de los casos
fue en hospitales de tercer nivel de atencion a la salud y representd una cobertura
de 90% de los casos en el area estudio, lo que sugiere la representatividad de la
region norte de México. El estudio original encontré una prevalencia de cancer de
mama luminal de 56.7%, 22.9% para HER2+ y de 20.3% para TN, lo que es

consistente con diversos estudios realizados en poblacion mexicana (41,60).
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CONCLUSION

Un estilo de vida saludable (que contemple una dieta saludable, limitar el consumo

de tabaco y alcohol, realizar actividad fisica y tener un peso saludable) puede
disminuir el riesgo de CM independientemente del subtipo molecular en la

poblacion mexicana del Norte de México.
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Table 1. Healthy Lifestyle Index Score (HLIS) and Healthy Behavior Index (HBI) among cases and controls.

Healthy Lifestyle Index Score Healthy Behavior Index

Components Cases Controls Components Cases Controls
Case/Control Mean Case/Control Mean (SD) Mean
Score  (n) (SD) Mean (SD)  P-value* Score (n) (SD) P-value*
Smoking (1,044/1,030) 3.5(1.0) 0.007 Smoking (1,044/1,030) 1.7 (0.6) 1.6(0.7)  0.001
Current > 15 cigarettes/day 0 (16/17) Current 0 (70/160)
Current < 15 cigarettes/day 1 (54/143) Former 1 (220/135)
Ex—smokers quit < 10 years 2 (116/52) Never 2 (754/735)
Ex—smokers quit > 10 years 3 (104/83)
Never 4 (754/735) Body Mass Index (kg/m?) (1,031/1,029) 0.8 (0.8) 0.7 (0.8) 0.003
Body Mass Index (kg/m?) (1,031/1,029) 2.2 (1.4) 0.001 Obesity >30.0 0 (449/513)
Q1: <2542 0 (153/205) Overweigth 25.0-29.0 1 (368/339)
Q2: >25.42-28.53 1 (178/206) Normal <25.0 2 (214/177)
Q3: >28.54-31.44 2 (233/206)
Q4: >31.45-35.20 3 (231/206) Alcohol (drinks/d) (1,041/1,030)  2.0(0.1) 2.0(0.0) 0.008
Q5: >35.20 4 (236/206) >1.0 0 (4/0)
Alcohol (g/d) (1,045/1,030) 3.7 (0.5) 0.000 0.5-1.0 1 (4/0)
>20.0 0 (2/0) <0.5 2 (1,033/1,030)
10.0-19.9 1 (4/0)
5.0-9.9 2 (9/4) Dietary pattern (Western) (1,045/1,030)  0.1(0.3) 1.0(0.8) 0.000
0.1-4.9 3 (227/112) T3:<-0.370 0 (962/343)
Never 4 (803/914) T2: <-1.084 to -0.370 1 (76/343)
Diet score (MxDQI) (1,024/1,026) 1.2 (1.3) 0.000 T1:>-1.085 2 (7/344)
Q5: >66.11 0 (433/206)
Q4: >58.64-66.11 1 (195/205) Physical activity (min/week)? (1,045/1,030) 1.0 (0.9) 1.0(0.8) 0.235
Q3: >52.77-58.63 2 (190/205) T1:<218.6 0 (454/357)
Q2: >47.33-52.76 3 (148/205) T2: >218.6-325.7 1 (109/336)
Q1: <47.33 4 (58/205) T3:>325.7 2 (482/337)
Physical activity (min/week)? (1,045/1,030) 2.1 (1.8) 0.051
Q5: >377.1428 0 (349/220) Waist-to-hip ratio (cm) (1,029/1,029) 0.2 (0.5) 0.1(0.4) 0.000
Q4: >304.2857-377.1428 1 (132/194) >0.84 0 (815/893)
Q3: >231.4286-300.0 2 (65/204) 0.775-0.84 1 (194/128)
Q2: >162.8572-231.4286 3 (46/213) >0.775 2 (20/8)
Q1: <162.8572 4 (453/199)
Total 0 (1,004/1,021)  12.8 (3.0) 0.001 Total 0-12 (1,021/1,028) 5.8 (1.5) 6.4 (1.5 0.000

T: tertile; Q: quintile

Initial sample size changes due to missing values

*P-value for mean difference between cases and controls

aLifetime average hours per week of physical activity.
Tertiles and quintiles were constructed based on the control’s distribution
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Table 2. Selected characteristics of the study sample according to case/control status for the Healthy Lifestyle Index Score (HLIS) and the Healthy Behavior Index (HBI)

ch . Healthy Lifestyle Index Score Healthy Behavior Index
aracteristics
(n) Tertil 1 Tertil 3 P-value (n) Tertil 1 Tertil 3 P-value

Age, years [mean(SD)]

Cases (1,004) 53.0(12.6) 54.9(12.0) 0.167 (1,021) 54.2 (12.0) 53.0 (13.4) 0.006

Controls (1,021) 50.9 (11.9) 57.7 (12.8) 0.000 (1,028) 52.8 (12.3) 55.5 (12.0) 0.021
Education, years [mean(SD)]

Cases (1,003) 8.1(4.5) 7.5(4.2) 0.064 (1,020) 7.5(4.4) 8.5(4.4) 0.080

Controls (1,021) 6.4 (3.7) 4.9 (3.4) 0.000 (1,028) 5.9 (3.6) 5.3 (3.6) 0.092
Birth control pills, yes (%)

Cases (338) 43.8 20.1 0.566 (340) 67.1 12.4 0.822

Controls (248) 411 21.0 0.872 (251) 55.0 23.1 0.362
Hormone replacement therapy, yes (%)?

Cases (49) 46.9 18.4 0.359 (50) 72.0 6.0 0.106

Controls (25) 24.0 20.0 0.150 (25) 60.0 20.0 0.974
Family history of breast cancer, yes (%)°®

Cases (168) 53.6 17.9 0.060 (165) 67.3 10.3 0.616

Controls (10) 40.0 10.0 0.637 (10) 60.0 10.0 0.594
Estrogenic index, years [mean(SD)]

Cases (994) 26.2 (7.7) 27.1 (7.8) 0.360 (1,011) 26.4 (8.0) 27.0 (7.1) 0.676

Controls (1,018) 22.5(8.1) 21.6 (9.5) 0.194 (1,025) 22.3 (8.3) 21.9(9.2) 0.154
Menopause, premenopause (%)

Cases (381) 48.0 16.3 0.280 (388) 61.9 12.6 0.001

Controls (344) 48.3 15.7 0.000 (345) 54.8 20.6 0.204
Age at menarche, <12 years (%)

Cases (431) 511 15.8 0.005 (431) 73.8 9.3 0.005

Controls (386) 44.8 18.1 0.026 (388) 57.2 19.3 0.009
Live births, [mean(SD)]

Cases (1,004) 3.5(2.4) 3.5(2.5) 0.725 (1,021) 3.6 (2.5) 3.1(2.3) 0.087

Controls (1,021) 4.5(3.0) 5.5 (3.5) 0.002 (1,028) 4.9 (3.2) 5.3 (3.3) 0.250
Age at first pregnancy, years [mean(SD)]°

Cases (915) 22.1 (5.3) 225 (5.3) 0.312 (928) 22.1(5.2) 23.7 (5.7) 0.006

Controls (989) 20.2 (4.5) 20.1 (4.5) 0.971 (996) 20.0 (4.2) 20.7 (4.8) 0.126
Total breastfeeding, months [mean(SD)]

Cases (793) 38.9(40.4) 39.4 (47.4) 0.957 (809) 42.0 (45.4) 33.7 (38.6) 0.019

Controls (910) 59.1 (60.2)  78.9 (74.0) 0.003 (918) 63.5 (60.8) 72.9 (71.4) 0.216

2Among postmenopausal women
®Mother, sister and/or daughter
°Among women who had children
P-value comparing all tertiles
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Table 3. Association between breast cancer with the Healthy Lifestyle Index Score (HLIS) and Healthy Behavior Index (HBI).

HLIS

Cases/Controls

(n)

Model 12

OR (95%Cl)

Model 2P

OR (95%Cl)

HBI

Cases/Controls

(n)

Model 1¢

OR (95%Cl)

Model 24

OR (95%Cl)

(1,011/1,025)

All cases (994/1,018)
Tertil 1 (455/405) (ref) (ref)
Tertil 2 (355/397) 0.82 (0.67, 0.99) 0.83 (0.68, 1.03)
Tertil 3 (184/216) 0.79 (0.62, 0.99) 0.77 (0.60, 0.99)
P-trend 0.029 0.030
Estrogen receptor expression
ER+ (272/502)
Tertil 1 (147/194) (ref) (ref)
Tertil 2 (84/198) 0.56 (0.40, 0.79) 0.57 (0.40, 0.81)
Tertil 3 (41/110) 0.45 (0.29, 0.69) 0.44 (0.28, 0.70)
P-trend 0.000 0.000
ER- (186/502)
Tertil 1 (95/194) (ref) (ref)
Tertil 2 (58/198) 0.61 (0.42,0.90) 0.63 (0.43,0.94)
Tertil 3 (33/110) 0.66 (0.41, 1.05) 0.66 (0.41, 1.06)
P-trend 0.029 0.034
Molecular subtypes
Luminal (277/285)
Tertil 1 (148/105) (ref) (ref)
Tertil 2 (88/121) 0.52 (0.36, 0.77) 0.55 (0.37,0.82)
Tertil 3 (41/59) 0.46 (0.28, 0.76) 0.50 (0.30, 0.84)
P-trend 0.000 0.002
HER2+ (109/116)
Tertil 1 (56/44) (ref) (ref)
Tertil 2 (35/40) 0.70 (0.38, 1.28) 0.66 (0.35, 1.26)
Tertil 3 (18/32) 0.44 (0.22,0.89) 0.41 (0.19, 0.87)
P-trend 0.022 0.018
TN (98/101)
Tertil 1 (47/45) (ref) (ref)
Tertil 2 (27/29) 0.90 (0.46, 1.75) 0.87 (0.44,1.71)
Tertil 3 (24/27) 0.85 (0.42,1.68) 0.79 (0.39, 1.60)
P-trend 0.621 0.500

(692/528) (ref) (ref)

(200/255) 0.56 (0.44,0.71) 0.57 (0.45,0.73)

(119/242) 0.32 (0.25,0.42) 0.32 (0.24,0.42)

0.000 0.000

(277/506)

(204/271) (ref) (ref)
(48/117) 0.45 (0.30, 0.69) 0.48 (0.31,0.74)
(25/118) 0.24 (0.14,0.39) 0.25 (0.15,0.41)

0.000 0.000

(191/506)

(143/271) (ref) (ref)
(29/117) 0.46 (0.29,0.74) 0.47 (0.29,0.76)
(19/118) 0.28 (0.16,0.48) 0.29 (0.17,0.50)

0.000 0.000

(282/288)

(208/153) (ref) (ref)
(48/74) 0.38 (0.24, 0.60) 041 (0.25,0.67)
(26/61) 0.29 (0.17,0.50) 0.31 (0.18,0.54)

0.000 0.000

(110/116)

(79/55) (ref) (ref)

(30/49) 0.43 (0.24,0.78) 042 (0.23,0.79)

(1712) 0.05 (0.01,0.45) 0.06 (0.01,0.53)
0.000 0.000

(102/102)

(51/36) (ref) (ref)

(44/49) 0.66 (0.35,1.22) 0.66 (0.35,1.23)

(717) 0.23 (0.08, 0.63) 0.24 (0.09, 0.68)
0.005 0.007

@Adjusted for education and age
bAdjusted for education, age, and estrogen index

°Adjusted for education, age and Prudent dietary pattern

dAdjusted for education, age, Prudent dietary pattern and estrogen index
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Healthy lifestyle indices are associated with breast cancer by molecular

subtypes in Mexican women.

Brianda loanna Armenta-Guirado'-2, Angel Mérida-Ortega3, Lizbeth Lopez-Carrillo®,

Edgar Denova-Gutiérrez"

Supplemental Table 1. Components and scoring criteria of the Healthy Lifestyle Index Score
(HLIS).

»
(2}
o
=
o

Components Criteria

Smoking Current > 15 cigarettes/day
Current < 15 cigarettes/day
Ex—smokers quit < 10 years
Ex—smokers quit > 10 years
Never

Body Mass Index (kg/m?) 5th quintile
4th quintile
3rd quintile
2nd quintile
1st quintile

Alcohol (g/d) >20 (g/day)
10.0-19.9 (g/day)
5.0-9.9 (g/day)
0.1-4.9 (g/day)
Never

Diet score (MxDQ) 5th quintile
4th quintile
3rd quintile
2nd quintile
1st quintile

Physical activity (minutes/week) 5th quintile
4th quintile
3rd quintile
2nd quintile
1st quintile

O WN-20PP OODN-20RPON_OPON_,rO[PLON-~O

Healthy Lifestyle Index Score

T: tertil
Adapted from McKenzie et al., 2015.
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Supplemental Table 2. Components and scoring criteria of the Healthy Behavior Index
(HBI).

Components Criteria Score
Smoking Current 0
Former 1
Never 2
Body Mass Index (kg/m?) Obesity <30 0
Overweigth 25-30 1
Normal <25 2
Waist-to-hip ratio (cm) <0.775 0
0.775-0.84 1
>0.84 2
Alcohol (drinks/d) >1 0
0.5-1 1
<0.5 2
Dietary pattern (Western) T3 0
T2 1
) T1 2
Physical activity T
(minutes/week) 0
T2 1
T3 2
Healthy Behavior Index 0-12

T: tertil; d: day
Adapted from Heitz et al., 2018.
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Supplemental Table 3. Association between breast cancer and the Healthy Lifestyle Index
Score (HLIS), and Healthy Behavior Index

HBI: Prudent*

Model 12 Model 2°
OR (Cl 95%) OR (Cl 95%)
Overall
Tertil 1 (ref) (ref)
Tertil 2 0.64 (0.47,0.87) 0.63 (0.46, 0.86)
Tertil 3 0.44 (0.32,0.59) 0.43 (0.31,0.58)
P-trend 0.000 0.000
Estrogen receptor expression
ER+
Tertil 1 (ref) (ref)
Tertil 2 0.62 (0.37,1.05) 0.62 (0.36, 1.06)
Tertil 3 0.33 (0.19, 0.55) 0.34 (0.20, 0.58)
P-trend 0.000 0.000
ER-
Tertil 1 (ref) (ref)
Tertil 2 0.53 (0.29, 0.97) 0.54 (0.30,0.99)
Tertil 3 0.35 (0.20, 0.62) 0.36 (0.21,0.64)
P-trend 0.000 0.000
Molecular subtypes
Luminal
Tertil 1 (ref) (ref)
Tertil 2 0.70 (0.39, 1.26) 0.70 (0.39,1.27)
Tertil 3 0.38 (0.21,0.68) 0.39 (0.22,0.69)
P-trend 0.001 0.001
HER2+
Tertil 1 (ref) (ref)
Tertil 2 0.73 (0.27, 1.95) 0.84 (0.30, 2.34)
Tertil 3 0.29 (0.11,0.78) 0.33 (0.12,0.91)
P-trend 0.016 0.040
TN
Tertil 1 (ref) (ref)
Tertil 2 0.57 (0.20, 1.57) 0.57 (0.20, 1.57)
Tertil 3 0.27 (0.10,0.72) 0.27 (0.10,0.71)
P-trend 0.009 0.008

*Originally the HBI considered the Western pattern as a dietary

component, for this analysis we included the Prudent pattern instead

aModel 1 HBI Prudent: adjusted for education, age and Western pattern

®Model 2 HB Prudentl: adjusted for education, age, Western pattern, and estrogen index
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Supplemental Figure 1. Directed Acyclic Graph (DAG) for the relationship between breast

@® exposure
@ outcome

ancestor of exposure
@ ancestor of outcome
ancestor of exposure and

outcome
O adjusted variable
== causal path

/

cancer and Healthy Lifestyle Index Score (HLIS).

Education

Family history of BC

. §

Estrogenic Index

2

&

Healthy Lifestyle Index

Total energy

=)

Breast cancer and molecular subtypes

Supplemental Figure 2. Directed Acyclic Graph (DAG) for the relationship between breast

cancer and Healthy Behavior Index (HBI).

Total energy is considered as the adjustment for the "Prudent" pattern, considering the

energy partition model.

127



DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

En nuestro conocimiento, el presente trabajo es el primer estudio en México que
evalua la asociacion entre un estilo de vida saludable, incluyendo la calidad de la dieta

y el CM por subtipo molecular Luminal, HER2+ y TN en mujeres del Norte del pais.

Esta investigacion surge de la necesidad de identificar un conjunto de componentes
del estilo de vida que pueden ser potencialmente modificables y su asociacion con el
CM, el cual es un problema de salud prioritario, asi como la relacién que guarda con
sus distintos subtipos moleculares. Con lo anterior, se busca contribuir al desarrollo
de recomendaciones basadas en evidencia para la promocion de un estilo de vida
saludable, con la finalidad de promover acciones en salud publica para la prevencion

del CM en México.

Con respecto a la evidencia cientifica a nivel mundial derivada de la revision
sistematica, observamos que, la adherencia a un estilo de vida saludable que
contemple diferentes comportamientos modificables como: una dieta saludable; la
practica de actividad fisica de moderada-vigorosa intensidad; el bajo o nulo consumo
de alcohol; evitar el consumo de tabaco y la lactancia materna cuando sea posible,

puede reducir el riesgo de CM, independientemente de sus subtipos moleculares.

Partiendo de esta revision, identificamos algunos indices de estilo de vida que son
utilizados con mayor frecuencia en la literatura y que contemplan el conjunto de
comportamientos anteriormente mencionados, como lo son el HLIS y el HBI. Dichos
indices se utilizaron para evaluar la relacion entre un estilo de vida saludable y el CM
en las mujeres del Norte de México, en donde encontramos que, un estilo de vida
saludable que contemple —una dieta saludable, limitar el consumo de tabaco y
alcohol, realizar actividad fisica y tener un peso saludable— se asoci6é negativamente
con el CM y con sus subtipos moleculares. Ademas, observamos que, de estos
componentes del estilo de vida, para esta poblacion en particular, una dieta de mayor
calidad y un bajo consumo de alcohol, son los comportamientos que parecen estar
influenciando la relacion inversa entre los indices de estilo de vida, y el CM y los
subtipos moleculares Luminal, HER2 y TN; no obstante, no se puede descartar que
lo observado sea resultado de posibles interacciones entre los componentes de estos

indices.
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Derivado de lo anterior, se explord especificamente la relacién entre el CM y la calidad
de la dieta como uno de los componentes mas importantes del estilo de vida. Los
resultados arrojaron que, una mayor calidad de la dieta se asocié negativamente con
el CM, indistintamente de su subtipo molecular en las mujeres mexicanas del Norte
de México. En concreto, los hallazgos sugieren que, en nuestros indices de calidad
de la dieta, los siguientes grupos de alimentos pudieran estar representando en mayor
medida la asociacion negativa antes mencionada: un consumo adecuado de cereales
integrales; mariscos, aves o huevos; grasas poliinsaturadas, y un consumo moderado
de carnes rojas y procesadas, jugos de frutas, sodio, grasas trans, grasas saturadas

y azucar anadida.

En general, los hallazgos encontrados en la presente investigacion son consistentes
con las recomendaciones realizadas por diversos organismos internacionales, lideres
en la investigacion para la prevenciéon del CM, los cuales han recopilado la mas alta
evidencia existente hasta el momento referente a estilo de vida, dieta y nutricién
(8,26). Se ha sugerido que el promover un estilo de vida saludable que contemple una
dieta alta en —vegetales no almidonados, alimentos que contengan carotenoides,
lacteos bajos en grasa, y alimentos ricos en calcio—, en conjunto con actividad fisica
de moderada-vigorosa intensidad, lactancia materna cuando sea posible y mantener
un peso saludable a lo largo de la vida, podria contribuir a la prevencion de CM a nivel

poblacional.

Derivado de lo anterior, y con el objetivo de establecer recomendaciones a nivel
poblacional sobre la relacion entre el estilo de vida y el CM, es necesario trabajar, en
la medida de lo posible, en la homologacidon de las variables que constituyen a un
estilo de vida saludable. En los diferentes estudios detectados alrededor del mundo
se identificaron multiples versiones de los indices del estilo de vida, con diferentes
numero, tipo y operacionalizacion de las variables. Si bien se identificaron
componentes del estilo de vida que consistentemente estuvieron presentes en la
mayoria de los indices, y que ademas, existe un estudio publicado en el 2019 que
propone un sistema de estandarizacién en cuanto a las recomendaciones para la
prevencion de cancer emitidas por la WCRF/AICR (78); hasta el momento no hay una
consenso a nivel mundial que homogenice la evidencia y las guias emitidas por

diversos organismos internacionales para la prevencion de CM especificamente.
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En el contexto de México, dos estudios previos que abordan la asociacion del estilo
de vida y el CM, no han sido concluyentes y han mostrado resultados contradictorios,
ademas de que no incluyen un analisis por subtipo molecular. Por un lado, en el
estudio de casos y controles de Fanidi et al. (35), observaron una asociacién positiva,
aunque no significativa, entre un indice de estilo de vida saludable y el CM. Por otro
lado, los resultados del estudio de casos y controles de Sanchez-Zamorano et al. (43),
arrojaron una asociacion negativa y significativa para el CM en general que coincide
con nuestros hallazgos. Sin embargo, los autores consideraron la construccion de su
indice mediante la metodologia “a posteriori” (43); y, de acuerdo con los datos
observados en nuestra revisidon sistematica y metaanalisis, dicho estudio fue el unico
que no utilizé la metodologia “a priori”, lo cual limita la comparabilidad con otros
estudios a nivel mundial, asi como su replicabilidad en otras poblaciones y diferentes

contextos.

Diversas consideraciones metodolégicas deben ser tomadas en cuenta para la
interpretacion de nuestros resultados. Una de las limitaciones principales es que, los
estudios de casos y controles son susceptibles a presentar sesgo de memoria, puesto
que los casos pueden recordar, en este caso en particular, de una mejor manera sus
habitos dietarios y del estilo de vida en comparacién con los controles, dado la
presencia o el diagndstico de la enfermedad; por tanto, existe la posibilidad de un
sobre-reporte de algunos de los alimentos consumidos que los casos consideren estar
potencialmente asociados positivamente con el riesgo de desarrollar CM. El sesgo de
memoria ha sido documentado en diversos estudios de casos y controles debido a la
temporalidad de medicion de la exposicidon de forma retrospectiva (75). Para solventar
la posibilidad del sesgo de memoria, la recoleccidén de informacion dietaria evaluada
a través de la FCA se midié en un promedio de dos meses después del diagndstico
de CM, intentando captar la informacién en el periodo mas corto posible antes de que

las participantes pudieran cambiar la manera en que recuerdan su exposicion (75).

Adicionalmente, existe la posibilidad de un error de medicién no diferencial inherente
a los instrumentos aplicados de forma retrospectiva, lo que pudiera provocar una
subestimacion de los hallazgos encontrados. No obstante, se compardé el reporte de
ingesta de energia de los controles con los datos provenientes de encuestas

nacionales, encontrandose una ingesta de energia de 1624.5 vs. 1592.0 kcal/d para
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controles del estudio y datos de la encuesta, respectivamente (79,80). Otra limitacion
es que, solo se contdé con la informacioén referente al subtipo molecular del CM de una
sub-muestra de los casos y de los controles (509/1075 casos; 509 controles/1030);
sin embargo, las prevalencias de CM Luminal de 56.7%, de 22.9% para HER2+ y de
20.3% para TN son consistentes con diversos estudios realizados en poblacion

mexicana (81-84).

Una de las ventajas principales del estudio es la alta tasa de participacion obtenida
entre los casos y los controles (>90%), lo cual podria sugerir la poca probabilidad de
sesgo de seleccion, y la posible representatividad de la poblaciéon en estudio (mujeres
del Norte de México). Asi mismo, dado que la captacién de los casos fue en hospitales
publicos de tercer nivel de atencidn a la salud, representd una cobertura de alrededor
del 90% de la poblacién en el area y tiempo de estudio. Otra fortaleza es que, el
estudio recolecta informacién de casos incidentes, lo cual podria disminuir el sesgo
de memoria. Adicionalmente, existe limitada evidencia en el mundo sobre subtipos
moleculares de CM y su asociacién con indices de calidad de la dieta; aun menos
sobre subtipos moleculares y su asociacion con indices de calidad del estilo de vida.

No existe informacién de este tipo reportada en México a la fecha.

La evidencia de los distintos trabajos que componen a esta investigacién sugieren
que, la combinacién de distintos comportamientos modificables que constituyen un
estilo de vida saludable como: tener una dieta saludable, realizar actividad fisica de
moderada a vigorosa intensidad, limitar el consumo de alcohol, evitar el consumo de
tabaco, mantener un peso saludable y lactancia materna cuando sea posible, pueden
disminuir la incidencia de CM, asi como de sus subtipos moleculares en distintas

poblaciones alrededor del mundo, asi como en mujeres mexicanas.

En materia de salud publica, es prioritario que estos hallazgos sean considerados
como base cientifica en la elaboracion de estrategias concretas para la promocion y
el establecimiento de recomendaciones de un estilo de vida saludable para la
prevencion de CM, tomando en cuenta las caracteristicas especificas de la poblacion
mexicana. La promocion de un estilo de vida saludable a nivel poblacional bajo un
enfoque integral y multidisciplinario, podria ser una estrategia efectiva para prevenir

el CM en México. Adicionalmente, es necesario la realizacion de estudios
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longitudinales que corroboren la relacion entre la adherencia a un estilo de vida

saludable y el CM, asi como de sus subtipos moleculares en mujeres mexicanas.
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ANEXO 1
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a) Muestra total. Grafica del poder estadistico para la muestra total
estimado bajo diferentes proporciones de la exposicion en los controles y
distintas razones de momios, de acuerdo autores (Sdnchez-Zamorano,
2011; McKenzie, 2014). P20%: proporcion de 20% de exposicion en los
controles; P30%: proporcion de 30% de exposicion en los controles;
P40%: proporcion de 40% de exposicion en los controles y P50%:
proporcion de 50% de exposicion en los controles.

b) Subtipo molecular ER+. Grafica del poder estadistico para subtipo
molecular ER+, estimado bajo diferentes proporciones de la exposicion
en los controles y distintas razones de momios, de acuerdo autores
(Romaguera, 2017). P20%: proporcion de 20% de exposicion en los
controles; P30%: proporcion de 30% de exposicion en los controles;
P40%: proporcién de 40% de exposicion en los controles y P50%:
proporcion de 50% de exposicion en los controles.
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¢) Subtipo molecular HER2+. Grafica del poder estadistico por subtipo
molecular HER2+, estimado bajo diferentes proporciones de la
exposicion en los controles y distintas razones de momios, de acuerdo
autores (Romaguera, 2017). P20%: proporcion de 20% de exposicion en
los controles; P30%: proporcion de 30% de exposicion en los controles;
P40%: proporcion de 40% de exposicion en los controles y P50%:
proporcion de 50% de exposicion en los controles.

d) Subtipo molecular TN. Grafica del poder estadistico por subtipo
molecular TN, estimado bajo diferentes proporciones de la exposicion en
los controles y distintas razones de momios, de acuerdo autores
(Romaguera, 2017). P20%: proporcion de 20% de exposicion en los
controles; P30%: proporcién de 30% de exposicion en los controles;
P40%: proporcion de 40% de exposicion en los controles y P50%:
proporcion de 50% de exposicion en los controles.

Figura Anexo 1. Grafica del poder estadistico estimado para la muestra total y para los
subtipos moleculares ER+, HER2+ y TN.
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