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DESCRIPCIÓN 
 
Estratificación del riesgo prequirúrgico basada en la expresión de PDE4D7 y las variables clínicas prequirúrgicas 
 
Campo de la invención 5 
 
La invención se refiere a un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata. 
Asimismo, la invención se refiere a un kit de diagnóstico, a un uso del kit en un método de estratificación del riesgo 
prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, a un uso de un perfil de expresión génica para la variante 7 de la 
fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en la estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, y a un 10 
producto de programa informático correspondiente. 
 
Antecedentes de la invención 
 
El cáncer es una clase de enfermedad en la que un grupo de células muestra un crecimiento descontrolado, invasión 15 
y a veces metástasis. Estas tres propiedades malignas de los cánceres los diferencian de los tumores benignos, que 
son autolimitados y no invaden ni metastatizan. El cáncer de próstata (CaP) es la neoplasia maligna no cutánea más 
frecuente en los hombres. Se muestra como una enfermedad heterogénea con un potencial variable para desarrollar 
progresivamente formas mortales de la enfermedad. De los 417.000 nuevos casos anuales estimados en Europa, 
alrededor de 92.000 morirán a causa de su enfermedad (véase Ferlay J. et al., GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer 20 
Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase N. 11 [Internet], Lyon, Francia, International Agency for 
Research on Cancer, 2013). 
 
Clínicamente, se han desarrollado varios esquemas para la clasificación del riesgo prequirúrgico basados en los 
resultados biológicos longitudinales de los pacientes (véase Rodrigues G. et al., "Pretreatment risk stratification of 25 
prostate cancer patients: A critical review", Canadian Urological Association Journal, Vol. 6, N.º 2, páginas 121-127, 
2012). Si bien las diversas pautas nacionales e internacionales recomiendan la vigilancia activa (VA) para hombres 
con cáncer de próstata de riesgo muy bajo y bajo (véase Mohler J. et al., "NCCN clinical practice guidelines in oncology: 
Prostate cancer, Versión 1.2016", Journal of the National Comprehensive Cancer Network, Vol. 14, N.º 1, páginas 19-
30, 2016), hay un subgrupo significativo en esta población de pacientes con un riesgo del 10 al 25 % de recidiva del 30 
cáncer después del tratamiento primario (véase, por ejemplo, Hernández D. J. et al., "Contemporary evaluation of the 
D'amico risk classification of prostate cancer", Journal of Urology, Vol. 70, N.º 5, páginas 931-935, 2007). Estos 
pacientes sufren la carga de los tratamientos de seguimiento que normalmente se desencadenan por una recaída 
bioquímica. De igual modo, en el grupo de riesgo intermedio hay una subpoblación con bajo riesgo de progresión 
bioquímica (véase, por ejemplo, Jung J. W. et al., "Stratification of patients with intermediate-risk prostate cancer", BJU 35 
International, Vol. 115, N.º 6, páginas 907-912, 2015). No obstante, este grupo es heterogéneo, comprendiendo 
pacientes con resultados variados, incluyendo aquellos con características patológicas agresivas (véase Abern M.R. 
et al., "Delayed radical prostatectomy for intermediate-risk prostate cancer is associated with biochemical recurrence: 
Possible implications for active surveillance from the SEARCH database", The Prostate, Vol. 73, N.º 4, páginas 409-
417, 2013). 40 
 
Los descriptores de riesgo clínico no delimitan de manera eficaz ni la extensión de la enfermedad ni su agresividad 
para todos los pacientes. Por tanto, se necesita una mejor estratificación de los pacientes para optimizar las decisiones 
de tratamiento primario Siao-Yi Wang et al., 2014 ("miR-19, miR-345, miR-519c-5p Serum Levels Predict Adverse 
Pathology in Prostate Cancer Patients Eligible for Active Surveillance",PLoS ONE, vol. 9, n.º 6, 3, página e98597) 45 
revela que los niveles séricos prequirúrgicos de miR-19, miR-345 y miR-519c-5p son útiles para identificar pacientes 
con cáncer de próstata con mal pronóstico; esta predicción mejora cuando se combina una puntuación de CAPRA. . 
 
Sumario de la invención 
 50 
Es un objeto de la invención proporcionar un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer 
de próstata, lo que puede permitir tomar mejores decisiones de tratamiento primario. Es un objeto adicional de la 
invención proporcionar un kit de diagnóstico, un uso del kit en un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de 
un sujeto con cáncer de próstata, un uso de un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D 
(PDE4D7) en la estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, y un producto de programa 55 
informático correspondiente. 
 
En un primer aspecto de la presente invención, se presenta un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de 
un sujeto con cáncer de próstata, que comprende: 
 60 

determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en una muestra 
biológica obtenida del sujeto, 
determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica, y 
determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 65 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 
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Se sabe que la vía de señalización de AMPc desempeña un papel importante tanto en el desarrollo como en la 
progresión del cáncer de próstata (véase Merkle D. y Hoffmann R., "Roles of cAMP and cAMP-dependent protein 
kinase in the progression of prostate cancer: Cross-talk with the androgen receptor", Cellular Signalling, Vol. 23, N.º 3, 
páginas 507-515, 2011). Mientras que una familia de adenilato ciclasas es responsable de la síntesis de AMPc, las 5 
fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos (PDE) parecen representar el único mecanismo celular para su destrucción. 
Los PDE proporcionan terminación de señal y, significativamente, la compartimentación de la señalización de AMPc 
dentro de la matriz 3D de las células. Esto se logra a través de la destrucción espacialmente discreta de AMPc a través 
de subpoblaciones de distintas isoformas de PDE secuestradas por proteínas de anclaje/señalosomas localizados 
(véase, por ejemplo, Conti M. y Beavo J., "Biochemistry and physiology of cyclic nucleotide phosphodiesterases: 10 
essential components in cyclic nucleotide signaling", Annual Review of Biochemistry, Vol. 76, páginas 481-511, 2007). 
Por tanto, los cambios en la expresión y/o actividad de distintas isoformas de PDE pueden alterar las vías de 
señalización descendentes durante el desarrollo y la progresión de la enfermedad, proporcionando dianas potenciales 
para nuevos biomarcadores y para intervenciones terapéuticas dirigidas. De hecho, las alteraciones en la expresión 
de los miembros de la familia PDE4 que degradan el AMPc parecen estar asociadas con una serie de enfermedades 15 
diferentes, incluyendo ictus, acrodisostosis, esquizofrenia y EPOC. Recientemente, se demostró que la regulación a 
la baja de una isoforma particular de PDE4 (PDE4D7) puede tener un impacto en el cáncer de próstata (véase, por 
ejemplo, Böttcher R. et al., "Human phosphodiesterase 4D7 (PDE4D7) expression is increased in TMPRSS2-ERG 
positive primary prostate cancer and independently adds to a reduced risk of post-surgical disease progression", 
Britisch Journal of Cancer, Vol. 113, N.º 10, páginas 1502-1511,2015). La isoforma PDE4D7 se denomina isoforma 20 
larga, ya que contiene los dominios reguladores UCR1 y UCR2. UCR1 se encuentra en isoformas de PDE4 largas, 
pero no en cortas, y permite la regulación por varias proteínas quinasas, incluyendo PKA y MK2 y también determina 
el resultado funcional de la fosforilación de la unidad catalítica por ERK. Funcionalmente, proporciona parte del sistema 
de desensibilización celular al AMPc y permite la comunicación cruzada entre las vías de señalización que conducen 
a la activación de ERK y AMPK, por ejemplo. 25 
 
Mediante la determinación de una puntuación de riesgo basada en la expresión para un sujeto con cáncer de próstata 
en función del perfil de expresión génica de PDE4D7, se obtiene información molecular adicional que representa la 
biología de la enfermedad. El poder de pronóstico de PDE4D7 se utiliza en la evaluación del riesgo prequirúrgico del 
paciente mediante la determinación de una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico que no solo se basa en 30 
las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto, sino que además se basa en la puntuación de riesgo basada en la 
expresión. Esto puede permitir una estratificación mejorada del sujeto en un entorno prequirúrgico que puede dar como 
resultado mejores decisiones de tratamiento primario. Por ejemplo, la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico 
puede permitir hacer mejores recomendaciones sobre si seleccionar vigilancia activa frente a intervención activa, por 
ejemplo, prostatectomía radical, para ciertas subpoblaciones de pacientes con cáncer de próstata. 35 
 
La expresión "fosfodiesterasa 4D7" o "PDE4D7" se refiere a la variante de empalme 7 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D7, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001165899.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:19, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de 40 
la transcripción de PDE4D7, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 
como se expone en la SEQ ID NO:20, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001159371.1 que codifica el polipéptido de PDE4D7. La expresión 
"fosfodiesterasa 4D7" o "PDE4D7" también se relaciona con el amplicón que puede generar el par de cebadores 
PDE4D7_forward (SEQ ID NO:21) y PDE4D7_reverse (SEQ ID NO:22) y puede detectarse mediante la sonda SEQ 45 
ID NO:23. 
 
El polipéptido de PDE4D7 también se puede detectar con el par de cebadores PDE4D7-2_forward (SEQ ID NO: 24) y 
PDE4D7_reverse (SEQ ID NO: 25) y se puede detectar con la sonda SEQ ID NO: 26. 
 50 
El término "PDE4D7" también comprende secuencias de nucleótidos que muestran un alto grado de homología con 
PDE4D7, por ejemplo, secuencias de ácidos nucleicos de al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 19 o secuencias de 
aminoácidos que son al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % 
idénticas a la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 20 o secuencias de ácidos nucleicos que codifican secuencias 55 
de aminoácidos que son al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 
99 % idénticas a la secuencia establecida en la SEQ ID NO:20 o secuencias de aminoácidos codificadas por 
secuencias de ácidos nucleicos que son al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 
97 %, 98 % o 99 % idénticas) a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:19. 
 60 
La expresión "muestra biológica" o "muestra obtenida de un sujeto" se refiere a cualquier material biológico obtenido 
a través de métodos adecuados conocidos por el experto en la materia de un sujeto, por ejemplo, un paciente con 
cáncer de próstata. La muestra biológica utilizada puede recolectarse de manera clínicamente aceptable, por ejemplo, 
de manera que se conserven los ácidos nucleicos (en particular el ARN) o las proteínas. 
 65 
La(s) muestra(s) biológica(s) puede(n) incluir tejido corporal y/o un fluido, tal como, pero sin limitación, sangre, sudor 

E18827070
13-04-2022ES 2 911 245 T3

 



4 

y orina. Además, la muestra biológica puede contener un extracto celular derivado de o una población celular que 
incluya una célula epitelial, tal como una célula epitelial cancerosa o una célula epitelial derivada de tejido que se 
sospecha que es canceroso. La muestra biológica puede contener una población celular derivada de un tejido 
glandular, por ejemplo, la muestra puede proceder de la próstata de un sujeto masculino. Adicionalmente, las células 
pueden purificarse a partir de tejidos y fluidos corporales obtenidos, si es necesario, y después usarse como muestra 5 
biológica. En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra de tejido, una muestra de orina, una muestra 
de sedimento de orina, una muestra de sangre, una muestra de saliva, una muestra de semen, una muestra que 
incluye células tumorales circulantes, vesículas extracelulares, una muestra que contiene exosomas secretados por 
la próstata, o líneas celulares o línea celular de cáncer. 
 10 
En una realización particular, se pueden obtener y/o utilizar muestras de biopsias o resecciones. Tales muestras 
pueden incluir células o lisados celulares. 
 
También es concebible que el contenido de una muestra biológica se someta a una etapa de enriquecimiento. Por 
ejemplo, una muestra puede ponerse en contacto con ligandos específicos para la membrana celular o los orgánulos 15 
de ciertos tipos de células, por ejemplo, células de próstata, funcionalizados, por ejemplo, con partículas magnéticas. 
El material concentrado por las partículas magnéticas se puede usar posteriormente para las etapas de detección y 
análisis como se describe en el presente documento anteriormente o a continuación. 
 
Además, las células, por ejemplo, las células tumorales, pueden enriquecerse mediante procesos de filtración de 20 
muestras de fluidos o líquidos, por ejemplo, sangre, orina, etc. Dichos procesos de filtración también pueden 
combinarse con etapas de enriquecimiento basadas en interacciones específicas de ligando como se ha descrito 
anteriormente en el presente documento. 
 
La expresión "cáncer de próstata" se refiere a un cáncer de la glándula prostática en el sistema reproductor masculino, 25 
que ocurre cuando las células de la próstata mutan y comienzan a multiplicarse sin control. Normalmente, el cáncer 
de próstata está relacionado con un nivel elevado de antígeno específico de la próstata (PSA). En una realización de 
la presente invención, la expresión "cáncer de próstata" se refiere a un cáncer que muestra niveles de PSA superiores 
a 4,0. En otra realización, el término se refiere al cáncer que muestra niveles de PSA superiores a 2,0. El término "nivel 
de PSA" se refiere a la concentración de PSA en la sangre en ng/ml. 30 
 
La expresión "estado de cáncer de próstata no progresivo" significa que una muestra de un individuo no muestra 
valores de parámetros que indiquen "recidiva bioquímica" y/o "recidiva clínica". 
 
La expresión "estado de cáncer de próstata progresivo" significa que una muestra de un individuo muestra valores de 35 
parámetros que indican "recidiva bioquímica" y/o "recidiva clínica". 
 
La expresión "recidiva bioquímica" generalmente se refiere a valores biológicos recurrentes de aumento de PSA que 
indican la presencia de células de cáncer de próstata en una muestra. Sin embargo, también es posible utilizar otros 
marcadores que pueden ser utilizados en la detección de la presencia o que levantan la sospecha de tal presencia. 40 
 
La expresión "recidiva clínica" se refiere a la presencia de signos clínicos que indican la presencia de células tumorales 
medidas, por ejemplo usando la obtención de imágenes in vivo. 
 
La expresión "pronóstico del cáncer de próstata", como se usa en el presente documento, se refiere a la predicción 45 
del curso o resultado de un cáncer de próstata diagnosticado o detectado, por ejemplo, durante un cierto periodo de 
tiempo, durante un tratamiento o después de un tratamiento. El término también se refiere a la determinación de la 
probabilidad de supervivencia o de recuperación de la enfermedad, así como a una predicción del tiempo de 
supervivencia esperado de un sujeto. Un pronóstico puede, de manera específica, implicar establecer la probabilidad 
de supervivencia de un sujeto durante un período de tiempo en el futuro, tal como 6 meses, 1 año, 2 años, 3 años, 50 
5 años, 10 años o cualquier otro período de tiempo. 
 
Se prefiere que las variables clínicas prequirúrgicas comprendan uno o más de: (i) una edad del sujeto; (ii) un nivel de 
antígeno específico de la próstata (PSA); (iii) una puntuación de Gleason de la biopsia primaria y secundaria; (iv) una 
fase clínica; y (v) un porcentaje de biopsias positivas para tumores. 55 
 
Las decisiones de tratamiento en cáncer de próstata primario localizado están sujetas en gran medida a una 
combinación del riesgo de progresión futura de la enfermedad y la esperanza de vida. La Red Nacional Integral del 
Cáncer (NCCN) ha definido cinco categorías de riesgo en función de variables clínicas prequirúrgicas (véase Mohler 
J. et al.). Para cada grupo de riesgo, que van desde muy bajo, bajo, intermedio (dicotomizado en favorable frente a 60 
intermedio desfavorable), alto y muy alto riesgo, varias opciones de intervenciones se presentan en las guías prácticas 
actuales sobre el cáncer de próstata. En el pasado se han presentado herramientas más avanzadas de predicción del 
riesgo clínico en forma de modelos matemáticos, que combinan el valor de las variables clínicas en una sola 
puntuación (véase Lughezani G. et al., "Predictive and prognostic models in radical prostatectomy candidates: A critical 
analysis of the literature". European Urology, Vol. 58, N.º 5, páginas 687-700, 2010). Uno de los algoritmos de riesgo 65 
clínico más extensamente validados para apoyar la toma de decisiones prequirúrgicas es la puntuación de CAPRA 
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prequirúrgica (véase Cooperberg M.R., "The UCSF Cancer of the Prostate Risk Assessment (CAPRA) Score: A 
straightforward and reliable pre-operative predictor of disease recurrence after radical prostatectomy", Journal of 
Urology, Vol. 173, N.º 6, páginas 1938-1942, 2005). La puntuación es una combinación de información disponible 
clínicamente, es decir, la edad del paciente, PSA preoperatorio, Gleason de la biopsia, porcentaje de biopsias positivas 
para tumores y fase clínica. Publicada inicialmente en 2005, esta puntuación ha sido validada en varios estudios desde 5 
entonces (véase Brajtbord J.S. et al., "The CAPRA score at 10 years: Contemporary perspectives and analysis of 
supporting studies", European Urology, Vol. 71, N.º 5, páginas 705-709, 2017). Al combinar la información molecular 
proporcionada por la puntuación de riesgo basada en la expresión con la información de variables clínicas 
prequirúrgicas ampliamente validadas, se puede obtener una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico con un 
poder de pronóstico mejorado. 10 
 
También se prefiere que el método comprenda además: 
determinar una puntuación prequirúrgica de evaluación del riesgo de cáncer de próstata (CAPRA) para el sujeto, en 
donde la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico se determina combinando la puntuación de riesgo basada 
en la expresión y la puntuación de CAPRA prequirúrgica. 15 
 
Tal como se ha mencionado anteriormente, la puntuación de CAPRA prequirúrgica es uno de los algoritmos de riesgo 
clínico más extensamente validados para apoyar la toma de decisiones prequirúrgicas en el cáncer de próstata. 
Proporciona una puntuación categórica entre 1 y 10 con tres categorías de bajo riesgo (puntuaciones de CAPRA 
prequirúrgicas de 0 a 2), riesgo intermedio (puntuaciones de CAPRA prequirúrgicas de 3 a 5) y alto riesgo 20 
(puntuaciones de CAPRA prequirúrgicas de 6 a 10). En vista de su nivel actual de validación como algoritmo de 
pronóstico en el cáncer de próstata, así como su resultado de puntuación única fácil de interpretar, la puntuación de 
CAPRA prequirúrgica se puede combinar ventajosamente con la puntuación de riesgo basada en la expresión en una 
puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico que puede determinarse fácilmente en la práctica clínica y que puede 
permitir una mejora adicional en el pronóstico prequirúrgico en comparación con el uso del algoritmo CAPRA 25 
prequirúrgico solamente. 
 
Se prefiere además que la puntuación de riesgo basada en la expresión y la puntuación de CAPRA prequirúrgica se 
combinen con una función de regresión derivada de una población de sujetos con cáncer de próstata. 
 30 
El análisis de regresión ayuda a comprender cómo cambia el valor típico de la variable dependiente (o "variable 
criterio") cuando se varía cualquiera de las variables independientes, mientras que las otras variables independientes 
se mantienen fijas. Esta relación entre la variable dependiente y las variables independientes se captura en la función 
de regresión, que se puede utilizar para predecir la variable dependiente dados los valores de las variables 
independientes. La variable dependiente puede ser, por ejemplo, una variable binaria, tal como la recaída bioquímica 35 
dentro de los 5 años después de la cirugía. En este caso, la regresión es una regresión logística que se basa en una 
función lógica de las variables independientes, que, en el presente caso, comprenden o consisten en la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y la puntuación de CAPRA prequirúrgica. Por medio de la función de regresión, una 
predicción mejorada de, por ejemplo, el riesgo de recidiva bioquímica a los 5 años después de la cirugía puede ser 
posible. 40 
 
En una alternativa, se prefiere que la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico se determine como una 
puntuación de evaluación del riesgo de cáncer de próstata (CAPRA) prequirúrgica modificada para el sujeto, en donde 
una puntuación de Gleason de la biopsia primaria y secundaria se sustituye por la puntuación de riesgo basada en la 
expresión. 45 
 
La puntuación de Gleason de la biopsia tiene, por un lado, un impacto significativo en la puntuación de CAPRA 
prequirúrgica. Al mismo tiempo, sin embargo, el presente inventor descubrió que la puntuación de Gleason está sujeta 
a una variabilidad sustancial entre los patólogos. Al reemplazar la información de la puntuación de Gleason de la 
biopsia dentro de la puntuación de CAPRA prequirúrgica con la información molecular proporcionada por la puntuación 50 
de riesgo basada en la expresión, se puede obtener una puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada que puede 
ser más confiable y menos susceptible a variaciones en la evaluación proporcionada por diferentes patólogos. 
 
Se prefiere además que la puntuación de riesgo basada en la expresión sea un valor en un intervalo predefinido, en 
donde dependiendo del valor se añade un número de puntos en el intervalo de 0 a 3 en la puntuación de CAPRA 55 
prequirúrgica modificada. 
 
La puntuación de Gleason de la biopsia primaria y secundaria se considera en la puntuación de CAPRA prequirúrgica 
de la siguiente manera: Si tanto la puntuación de Gleason de la biopsia primaria como de la secundaria están en el 
intervalo de 1 a 3, no se añade ningún punto en la puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada. Como alternativa, 60 
si la puntuación de Gleason de la biopsia primaria está en el intervalo de 1 a 3 y la puntuación de Gleason de la biopsia 
secundaria está en el intervalo de 4 a 5, se añade un punto en la puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada. Por 
último, si la puntuación de Gleason de la biopsia primaria está en el intervalo de 4 a 5 y la puntuación de Gleason de 
la biopsia secundaria está en el intervalo de 1 a 5, se añaden tres puntos en la puntuación de CAPRA prequirúrgica 
modificada. Al añadir, dependiendo del valor de la puntuación de riesgo basada en la expresión, un número de puntos 65 
en el intervalo de 0 a 3 en la puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada, la estructura general de la puntuación 
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de CAPRA prequirúrgica modificada resultante se puede mantener igual con una puntuación total mínima de 0 y una 
puntuación total máxima de 10. 
 
En un ejemplo preferente, la puntuación de riesgo basada en la expresión es un valor en el intervalo de 1 a 5 y se 
añaden tres puntos en la puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada si el valor está en el intervalo de 1 a <2, 5 
mientras que se suman dos puntos si el valor está en el intervalo de 2 a <3, se añade un punto si el valor está en el 
intervalo de 3 a <4, y no se añade ningún punto si el valor está en el intervalo de 4 a <5. 
 
Se prefiere que el método comprenda además: 
 10 

proponer un tratamiento primario para el sujeto en función de la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico, 
en donde el tratamiento primario se selecciona entre el grupo que consiste en: (i) al menos una prostatectomía 
parcial; (ii) una terapia activa seleccionada de radioterapia, terapia hormonal, quimioterapia y una combinación de 
los mismos; y (iii) vigilancia activa. 

 15 
Tal como se ha mencionado anteriormente, las distintas guías nacionales e internacionales recomiendan diferentes 
tratamientos para un sujeto con cáncer de próstata dependiendo del riesgo de progresión futura de la enfermedad y 
de la esperanza de vida. Por ejemplo, para los hombres con riesgo muy bajo y bajo de cáncer de próstata generalmente 
se recomienda la vigilancia activa (VA), mientras que para el cáncer de alto riesgo podría indicarse una prostatectomía 
radical. Sin embargo, como también se ha mencionado anteriormente, los descriptores de riesgo clínico conocidos no 20 
delimitan de manera eficaz ni la extensión de la enfermedad ni su agresividad para todos los pacientes. Por ejemplo, 
se ha encontrado que en los grupos de muy bajo y bajo riesgo de la NCCN, existe un subgrupo significativo de 
población de pacientes con un riesgo de recidiva del cáncer del 10 al 25 % después del tratamiento primario. De igual 
modo, se sabe que en el grupo de riesgo intermedio existe una subpoblación con bajo riesgo de progresión bioquímica. 
Al basar la propuesta de un tratamiento primario para el sujeto en la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico, 25 
mejores recomendaciones sobre, por ejemplo, si seleccionar vigilancia activa frente a intervención activa, por ejemplo, 
prostatectomía radical, pueden hacerse para ciertas subpoblaciones de pacientes con cáncer de próstata. 
 
Se prefiere además que el método comprenda: 
 30 

normalizar el perfil de expresión génica con respecto a uno o más genes de referencia seleccionados del grupo 
que consiste en: hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1) de Homo sapiens, Tubulina-Alfa-lb (TUBA1B), 
miembro de la familia de unión a ARN de pumilio (PUM1) de Homo sapiens, y proteína de unión a la caja TATA 
(TBP) de Homo sapiens, 
en donde la puntuación de riesgo basada en la expresión se determina en función del perfil de expresión génica 35 
normalizado. 

 
Al normalizar el perfil de expresión génica con respecto a uno o más genes de referencia y al determinar la puntuación 
de riesgo basada en la expresión se determina en función del perfil de expresión génica normalizado, se puede reducir 
la variabilidad en la determinación de la puntuación de riesgo basada en la expresión. Esto permite diferenciar entre 40 
variaciones reales en los perfiles de expresión génica y variaciones debidas a los procesos de medición. En este 
sentido, se ha encontrado que HPRT1, TUBA1B, PUM1 y TBP son particularmente adecuados como genes de 
referencia para normalizar el perfil de expresión del gen de PDE4D7. 
 
El perfil de expresión génica puede determinarse detectando la expresión de ARNm utilizando uno o más cebadores 45 
y/o sondas y/o uno o más conjuntos de los mismos. Asimismo, el perfil de expresión génica puede determinarse 
mediante un método basado en amplificación y/o análisis de micromatrices y/o secuenciación de ARN. La 
determinación del perfil de expresión génica puede incluir la realización de la reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) en el ARN extraído de la muestra biológica. En otras realizaciones, el perfil de 
expresión génica se determina mediante secuenciación de ARN, PCR convencional (usando, por ejemplo, análisis de 50 
criterio de valoración por electroforesis en gel) o PCR múltiple. En el caso de la RT-qPCR, la determinación del perfil 
de expresión génica puede incluir la determinación de un valor de umbral de ciclos (Ct) para PDE4D7 y cada uno del 
uno o más genes de referencia. La PCR se puede realizar con al menos un cebador y/o una sonda para medir un gen 
de referencia seleccionado de HPRT1, TUBA1B, PUM1 y TBP. 
 55 
Se prefiere que uno o más genes de referencia comprendan al menos dos, o al menos tres de HPRT1, TUBA1B, 
PUM1 y TBP. En una realización particularmente preferida, el uno o más genes de referencia comprenden todos de 
HPRT1, TUBA1B, PUM1 y TBP. 
 
Otros genes de referencia que pueden usarse adicional o alternativamente para normalizar el perfil de expresión del 60 
gen de PDE4D7 incluyen: beta-actina de homo sapiens, ARNm (ACTB); ARNm de fosfoproteína P0 ribosómica ácida 
60S de Homo sapiens (RPLP0); Polipéptido A de Polimerasa (ARN) II (Dirigida por ADN), 220kDa (POLR2A); beta-2-
microglobulina (B2M); y aminolevulinato-delta-sintasa (ALAS-1). 
 
Se prefiere además que la puntuación de riesgo basada en la expresión se determine con una función de puntuación, 65 
en función del perfil de expresión génica, habiéndose derivado la función de puntuación de perfiles de expresión génica 
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para muestras biológicas de sujetos con cáncer de próstata. 
 
En el presente documento, se prefiere particularmente que la función de puntuación se base en el perfil de expresión 
génica normalizado, por ejemplo, el perfil de expresión génica normalizado con respecto a todos de HPRT1, TUBA1B, 
PUM1 y TBP, y que la función de puntuación se derive de perfiles de expresión génica correspondientemente 5 
normalizados para muestras biológicas de sujetos con cáncer de próstata. En una realización preferida, la función de 
puntuación es una transformación lineal que transforma el perfil de expresión génica normalizado en un intervalo 
predefinido de valores, como el intervalo mencionado anteriormente de 1 a 5. Tal transformación puede determinarse 
considerando la distribución de frecuencias de los valores del perfil de expresión génica normalizados para PDE4D7 
para muestras biológicas de una población de sujetos con cáncer de próstata y determinando la transformación que 10 
transforma la distribución de frecuencias en el intervalo deseado. Haciendo uso de tal función de puntuación, la 
puntuación de riesgo basada en la expresión se puede expresar de una manera que sea intuitiva para un usuario, tal 
como en un pequeño intervalo de valores positivos. Esto es similar a otras categorías utilizadas en la rutina clínica, 
por ejemplo, en clasificación de histopatología (Gleason) o puntuación de radiología por IRM multiparamétrica 
(PIRADS). 15 
 
En una realización particular, la puntuación de riesgo basada en la expresión se determina de la siguiente manera: 
 

EBRS = (((PDE4D7_norm + A)*B)+1), (1) 
 20 
donde "EBRS" es la puntuación de riesgo basada en la expresión, "PDE4D7_norm" es el valor del perfil de expresión 
del gen de PDE4D7 normalizado, y A y B son variables. 
 
En un ejemplo, A puede ser alrededor de 6-8, tal como 6,7167499999999, B puede ser 0,4-0,45, tal como 
0,420780231744713, y la puntuación de riesgo basada en la expresión puede ser un valor en el intervalo de 1 a 5 25 
(como se mencionó anteriormente). La puntuación de riesgo basada en la expresión también puede clasificarse o 
categorizarse en uno de al menos dos grupos de riesgo, en función del valor de la puntuación de riesgo basada en la 
expresión. Por ejemplo, puede haber dos grupos de riesgo, o tres grupos de riesgo, o cuatro grupos de riesgo, o más 
de cuatro grupos de riesgo predefinidos. Cada grupo de riesgo cubre un intervalo respectivo de puntuación de riesgo 
basada en la expresión (sin superposiciones). Por ejemplo, un grupo de riesgo puede incluir todas las puntuaciones 30 
de riesgo basadas en la expresión de 1 a <2, otro grupo de riesgo de 2 a <3, otro grupo de riesgo de 3 a <4, y otro 
grupo de riesgo de 4 a <5. 
 
Se prefiere particularmente que la determinación del perfil de expresión génica comprenda realizar RT-qPCR en el 
ARN extraído de la muestra biológica, en donde se determina un valor de Cq para PDE4D7 y para cada uno del uno 35 
o más genes de referencia, y en donde la determinación de la puntuación de riesgo basada en la expresión incluye 
normalizar el valor de Cq para PDE4D7 usando el valor de Cq para cada uno del uno o más genes de referencia y 
calcular la puntuación de riesgo basada en la expresión como una función lineal del valor de Cq normalizado. 
 
Por ejemplo, el valor de Cq normalizado para PDE4D7 puede generarse aplicando lo siguiente: 40 
 

N(CqPDE4D7) - Media(Cqref_genes) - (CqPDE4D7), (2) 
 
donde N(CqPDE4D7) es el valor normalizado del perfil de expresión génica (ciclo de cuantificación, Cq) de PDE4D7, 
Media(Cqref_genes) es la media aritmética de los valores de Cq de PCR del uno o más genes de referencia, y CqPDE4D7 45 
es el valor de Cq de PCR de PDE4D7. 
 
El perfil de expresión génica puede incluir además información de expresión de la variante 5 de la fosfodiesterasa 4D 
(PDE4D5) y/o de la variante 9 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D9), en donde se determina una puntuación de riesgo 
basada en la expresión para el sujeto para cada una de las variantes de la fosfodiesterasa 4D en función del perfil de 50 
expresión génica, y en donde la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto se determina en 
función de las puntuaciones de riesgo basadas en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 
 
En un aspecto adicional de la presente invención, se presenta un kit de diagnóstico, que comprende: 
 55 

al menos un cebador y/o sonda para determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de fosfodiesterasa 
4D (PDE4D7) en una muestra biológica obtenida de un sujeto con cáncer de próstata; y 
opcionalmente, al menos un cebador y/o sonda para determinar el perfil de expresión génica para uno o más genes 
de referencia seleccionados del grupo que consiste en: hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1) de Homo 
sapiens, Tubulina-Alfa-lb (TUBA1B), miembro de la familia de unión a ARN de pumilio (PUM1) de Homo sapiens, 60 
y proteína de unión a la caja TATA (TBP) de Homo sapiens; y 
opcionalmente, al menos un agente para determinar un nivel de antígeno específico de la próstata (PSA) en una 
muestra biológica obtenida del sujeto; y 
un producto de programa informático que almacena instrucciones para calcular una puntuación de pronóstico de 
riesgo prequirúrgico en función del perfil de expresión génica para PDE4D7 y variables clínicas prequirúrgicas del 65 
sujeto, en donde las instrucciones, cuando se ejecutan por un ordenador, realizan un método que comprende: 
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determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica para PDE4D7, y 
determinar la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto, 5 
opcionalmente, en donde el método comprende: 
 

normalizar el perfil de expresión génica para PDE4D7 con respecto al uno o más genes de referencia, 
en donde la puntuación de riesgo basada en la expresión se determina en función del perfil de expresión 
génica normalizado para PDE4D7, 10 
opcionalmente, en donde las variables clínicas prequirúrgicas comprenden el nivel de antígeno específico 
de la próstata (PSA). 

 
El al menos un agente para determinar el nivel de antígeno específico de la próstata (PSA) puede ser, por ejemplo, 
un anticuerpo específico de PSA o similar. 15 
 
En un aspecto adicional de la presente invención, se presenta un uso del kit como se define en la reivindicación 12 en 
un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata. 
 
En un aspecto adicional de la presente invención, se presenta el uso de un perfil de expresión génica para la variante 20 
7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en la estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, 
que comprende: 
 

determinar el perfil de expresión génica en una muestra biológica obtenida del sujeto, 
determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 25 
génica, y 
determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 

 
En un aspecto adicional de la presente invención, se presenta un producto de programa informático que comprende 30 
instrucciones que, cuando el programa es ejecutado por un ordenador, hacen que el ordenador lleve a cabo un método 
que comprende: 
 

determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en una muestra 
biológica obtenida de un sujeto con cáncer de próstata, 35 
determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica, y 
determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 

 40 
Breve descripción de los dibujos 
 
En los siguientes dibujos: 
 

La figura 1 muestra de forma esquemática y a modo de ejemplo un diagrama de flujo de una realización de un 45 
método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, 
Las figuras 2 a 7 muestran los resultados del análisis de supervivencia de Kaplan-Meier del tiempo hasta la recaída 
del PSA o el inicio de cualquier terapia de rescate después de la prostatectomía radical en la cohorte de pacientes 
con BD (n.º 151), 
Las figuras 8 a 10 muestran los resultados del análisis de la curva ROC de la recidiva bioquímica (RBQ) a los 5 50 
años después de la cirugía en la cohorte de pacientes con BD, 
La figura 11 muestra los resultados del análisis de la curva de decisión del beneficio neto de cinco estrategias de 
tratamiento diferentes para hombres que experimentan recidiva de la enfermedad dentro de los 5 años después 
de la cirugía (en total, 45 de los 151 pacientes investigados fracasaron en el tratamiento primario inicial de cirugía 
por recidiva de PSA (29,8 %)), 55 
Las figuras 12 a 17 muestran los resultados del análisis de supervivencia de Kaplan Meier del tiempo hasta la 
recaída de PSA (criterio de valoración: RBQ) en la cohorte de pacientes con PR (n = 536) para las puntuaciones 
de PDE4D5, PDE4D7 y PDE4D9, 
La figura 18 muestra un mapa de calor de muestras de tumores negativos para TMPRSS2-ERG de la cohorte de 
pacientes con PR (n = 256), 60 
Las figuras 19 y 20 muestran los resultados del análisis de supervivencia de Kapaln Meier de la supervivencia libre 
de progresión de la recidiva bioquímica (RBQ) y la supervivencia libre de tratamiento secundario (SLTS) (radiación 
de rescate y/o privación de andrógenos) en la cohorte de pacientes con BD para la puntuación combinada de 
CAPRA y PDE4D5/7/9 categorizada, 
Las figuras 21 y 22 muestran los resultados del análisis de la curva ROC de la recidiva bioquímica (RBQ) a los 5 65 
años después de la cirugía y la supervivencia libre de tratamiento secundario (STFS) a los 5 años después de la 
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cirugía en la cohorte de pacientes con BD para el modelo de CAPRA frente al modelo de CAPRA y PDE4D7 frente 
al modelo de combinación de CAPRA y PDE4D5/7/9, 
La figura 23 muestra los resultados del análisis de la curva de decisión en la cohorte de pacientes con BD del 
beneficio neto de cuatro estrategias diferentes de decisión de tratamiento para hombres con riesgo de experimentar 
recidiva de la enfermedad dentro de los 5 años después de la cirugía, y la figura 24 muestra los resultados del 5 
análisis de la curva de decisión en la cohorte de pacientes con BD de la reducción neta de dos estrategias 
diferentes de decisión de tratamiento para hombres en riesgo de experimentar recidiva de la enfermedad dentro 
de los 5 años después de la cirugía. 

 
Descripción detallada de las realizaciones 10 
 
Descripción general de la estratificación del riesgo prequirúrgico 
 
La figura 1 muestra de forma esquemática y a modo de ejemplo un diagrama de flujo de una realización de un método 
de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata. 15 
 
El método comienza en la etapa S100. 
 
En la etapa S102, se obtiene una muestra biológica de cada uno de un primer conjunto de pacientes (sujetos) 
diagnosticados con cáncer de próstata. Preferentemente, el seguimiento del cáncer de próstata se ha realizado para 20 
estos pacientes con cáncer de próstata durante un período de tiempo, tal como al menos un año, o al menos dos años, 
o alrededor de cinco años, después de la obtención de la muestra biológica. 
 
En la etapa S104, se obtiene un perfil de expresión génica para PDE4D7 para cada una de las muestras biológicas 
obtenidas del primer grupo de pacientes, por ejemplo, realizando RT-qPCR (PCR cuantitativa en tiempo real) en el 25 
ARN extraído de cada muestra biológica. El perfil de expresión génica de ejemplo incluye un nivel de expresión (por 
ejemplo, valor) para PDE4D7 que puede normalizarse utilizando valor(es) para cada conjunto de genes de referencia, 
tales como HPRT1, TUBA1B, PUM1 y/o TBP. En una realización, el valor del perfil de expresión génica de PDE4D7 
es normalizado con respecto a uno o más genes de referencia seleccionados del grupo que consiste en HPRT1, 
TUBA1B, PUM1 y TBP, por ejemplo, al menos uno, o al menos dos o al menos tres, o, preferentemente, todos estos 30 
genes de referencia. 
 
En la etapa S106, se determina una función de puntuación para asignar una puntuación de riesgo basada en la 
expresión, en función del perfil de expresión génica para PDE4D7 obtenido para al menos algunas de las muestras 
biológicas obtenidas para el primer grupo de pacientes y los respectivos resultados obtenidos del seguimiento. En una 35 
realización preferida, la función de puntuación es una transformación lineal que transforma el perfil de expresión génica 
normalizado en un intervalo predefinido de valores, como el intervalo mencionado anteriormente de 1 a 5. Tal como 
se ha mencionado anteriormente, dicha transformación se puede determinar considerando la distribución de 
frecuencias de los valores del perfil de expresión génica normalizados para PDE4D7 para muestras biológicas de una 
población de sujetos con cáncer de próstata (en este caso, el primer grupo de pacientes) y determinando la 40 
transformación que transforma la distribución de frecuencias en el intervalo deseado. En una realización particular, la 
puntuación de riesgo basada en la expresión se determina como se especifica en la ecuación (1) anterior. 
 
En la etapa S108, se obtiene una muestra biológica de un paciente (sujeto o individuo). El paciente puede ser un 
paciente nuevo o uno del primer conjunto. 45 
 
En la etapa S110, se obtiene un perfil de expresión génica para PDE4D7, por ejemplo, mediante la realización de PCR 
en la muestra biológica. En una realización, el valor del perfil de expresión génica de PDE4D7 es normalizado con 
respecto a uno o más genes de referencia seleccionados del grupo que consiste en HPRT1, TUBA1B, PUM1 y TBP, 
por ejemplo, al menos uno, o al menos dos o al menos tres, o, preferentemente, todos estos genes de referencia. Esto 50 
es sustancialmente lo mismo que en la etapa S104. 
 
Otros genes de referencia que pueden usarse adicional o alternativamente en las etapas S104 y S110 incluyen: beta-
actina de homo sapiens, ARNm (ACTB); ARNm de fosfoproteína P0 ribosómica ácida 60S de Homo sapiens (RPLP0); 
Polipéptido A de Polimerasa (ARN) II (Dirigida por ADN), 220kDa (POLR2A); beta-2-microglobulina (B2M); y 55 
aminolevulinato-delta-sintasa (ALAS-1). 
 
En la etapa S112, se determina una puntuación de riesgo basada en la expresión para el paciente, en función del perfil 
de expresión génica, utilizando la función de puntuación derivada. 
 60 
En la etapa S114, se determina una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el paciente en función de 
la puntuación de riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del paciente. Esto se describirá 
con más detalle más adelante en la descripción. 
 
En S116, se puede proporcionar una recomendación de terapia, por ejemplo, al paciente o a su tutor, a un médico, o 65 
a otro personal sanitario, en función de la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico. Con este fin, la puntuación 
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de pronóstico de riesgo prequirúrgico puede clasificarse en uno de un conjunto predefinido de grupos de riesgo, en 
función del valor de la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico. Proporcionar una recomendación de terapia 
puede incluir uno o más de: a) proponer una terapia para el paciente en función del grupo de riesgo asignado, estando 
asociados al menos dos de los grupos de riesgo con diferentes terapias, b) calcular una predicción del riesgo de 
progresión de la enfermedad del paciente antes o después de la cirugía de próstata; y c) calcular una predicción de 5 
respuesta a la terapia para el paciente antes o después de la cirugía de próstata. Las terapias de ejemplo incluyen al 
menos una prostatectomía parcial, una terapia activa seleccionada de entre la radioterapia, quimioterapia, y una 
combinación de las mismas, y observación solamente, es decir, sin realizar prostatectomía o terapia activa (es decir, 
vigilancia activa). 
 10 
El método termina en S118. 
 
Cada uno de los grupos de riesgo puede estar asociado con una terapia propuesta respectiva, que difiere en su 
agresividad. Cada terapia propuesta puede basarse en los resultados de los pacientes del primer conjunto que se 
asignaron a ese grupo de riesgo y se predice que proporcione la terapia menos agresiva que no exceda un umbral de 15 
riesgo clínico para el desarrollo de cáncer de próstata. En algunos casos, esto permite asignar a un nuevo paciente a 
un grupo de riesgo asociado con una terapia propuesta menos agresiva que en el caso de otros métodos de perfiles 
de riesgo, como el que usa la puntuación de Gleason, las categorías de riesgo de la NCCN o la puntuación de CAPRA 
prequirúrgica. 
 20 
En una realización, los perfiles de expresión génica en las etapas S104 y S110 se determinan detectando la expresión 
de ARNm usando uno o más cebadores y/o sondas y/o uno o más conjuntos de los mismos. 
 
En la TABLA 3 se muestra una descripción detallada de PDE4D7 y uno o más genes de referencia, incluida su ID de 
transcripción (RefSeq de NCBI) y las secuencias de aminoácidos correspondientes para el par de cebadores y la 25 
sonda. Esta tabla también muestra, para cada gen, un cebador sentido, un cebador antisentido y una secuencia sonda 
que se une específicamente al amplicón. 
 

TABLA 1: Ejemplos de secuencias de ácidos nucleicos de cebador y sonda 
Nombre 
del gen 

Ejemplo de 
RefSeq de NCBI

Ejemplo de 
registro de 
proteína 

Cebador sentido Cebador 
antisentido 

Secuencia sonda 

PDE4D7 NM_001165 
899.1 (SEQ ID 
NO: 19) 

NP_001159 
371.1 (SEQ ID 
NO: 20) 

 

 
HPRT1 NM_00019 4.2 

(SEQ ID NO: 
34) 

NP_000185. 1 
(SEQ ID NO: 
35) 

 
TUBA1B NM_00608 2.2 

(SEQ ID NO: 
39) 

NP_006073. 2 
(SEQ ID NO: 
40) 

 
  

E18827070
13-04-2022ES 2 911 245 T3

 



11 

(continuación) 
Nombre 
del gen 

Ejemplo de 
RefSeq de NCBI

Ejemplo de 
registro de 
proteína 

Cebador sentido Cebador 
antisentido 

Secuencia sonda 

PUM1 NM_001020 
658.1 (SEQ ID 
NO: 44); 
NM_01467 6.2 
(SEQ ID NO:45)

NP_001018 
494.1 (SEQ ID 
NO: 46); 
NP_05549 1.1 
(SEQ ID NO:47) 

 
TBP NM_00319 4.4 

(SEQ ID NO: 
51) 

NP_00318 5.1 
(SEQ ID NO: 
52) 

 
ACTB NM_00110 1.3 

SEQ ID NO: 56)
NP_00109 2.1 
(SEQ ID NO: 
57) 

 
RPLP0 NM_00100 2.3 

(SEQ ID NO:61)
NP_44450 
5.1/NP_000 
993.1 (SEQ ID 
NO: 62/63) 

 
ALAS-1 NM_00068 

8.5/NM_199 
166.2 (SEQ ID 
NO: 67/68) 

NP_00067 
9.1/NP_954 
635.1 (SEQ ID 
NO: 69/70) 

 
 
Para explorar el poder de pronóstico de PDE4D7 en la evaluación del riesgo del paciente antes de la cirugía, se 
investigó la correlación con la recidiva de la enfermedad en el contexto de variables de riesgo prequirúrgicas y 
algoritmos como la puntuación de CAPRA prequirúrgica. Se desarrollaron modelos de combinación de la puntuación 5 
de riesgo basada en la expresión junto con variables prequirúrgicas en una cohorte de cirugía y el modelo se validó 
en pacientes independientes en tejido de biopsia de diagnóstico. Los resultados muestran que PDE4D7 puede añadir 
información adicional a las variables prequirúrgicas o puntuaciones de pronóstico que se basan en dichas variables, 
como la puntuación de CAPRA prequirúrgica, que puede permitir una mejor estratificación de los pacientes para 
optimizar las decisiones de tratamiento primario. 10 
 
Ejemplos 
 
Cohortes de pacientes y muestras 
 15 
Dos cohortes de pacientes, una cohorte de pacientes con prostatectomía radical (PR) y una cohorte de pacientes con 
biopsia diagnóstica (BD), con la demografía mostrada en la Tabla 2, fueron empleadas. Para la cohorte de pacientes 
con PR, se recolectó una pequeña biopsia en sacabocados (aproximadamente 1 milímetro por 2 milímetros) de tejido 
de un área tumoral representativa de la próstata resecada de 550 pacientes que habían sido operados 
consecutivamente entre 2000 y 2004 en un solo centro clínico de alto volumen en Alemania. Después del control de 20 
calidad de los datos del estudio en función de criterios predefinidos y de la eliminación de los pacientes que se 
sometieron a la terapia hormonal adyuvante, se encontraron 503 muestras de pacientes elegibles para el análisis 
estadístico. Para la cohorte de pacientes con BD, se recogió una sola biopsia en sacabocados (aproximadamente 1 
milímetro por 2 milímetros) de la biopsia diagnóstica positiva para tumores con el grado de Gleason más alto por 
paciente. Los 168 pacientes de este caso fueron diagnosticados con cáncer de próstata y operados entre 1995 y 2011 25 
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en la University Klinik Muenster, Alemania. En total, se encontró que los tejidos de biopsia con aguja de diagnóstico 
de 151 pacientes eran elegibles para el análisis estadístico. 
 
TABLA 2: Datos demográficos de la cohorte de pacientes con prostatectomía radical (PR) y la cohorte de pacientes 

con biopsia diagnóstica (BD) 5 
Cirugía: 2000-2004 Parámetro Cohorte con PR (n.º 

503)
Cohorte con BD (n.º 
151) 

Intervalo clínico (mediana; RIQ) 

Edad (en PR) 41,3-74,5, (62,6; 7,4) 47,4-77,4, (64,9; 8,5) 

PSA preoperatorio 0,18-73,16, (6,7; 5,5) 2,0-49,1, (8,1; 5,7)

Porcentaje de tumor en biopsia 0,2-79,7, (10,3; 16,0) N/D 

Volumen de próstata 9-148, (42; 22,5) 13,6-148,0, (38,5; 19,2)

Densidad de PSA 0,1-2,03, (0,16; 0,14) 0,03-1,6, (0,2; 0,17) 

N.º de pacientes en la categoría 
de riesgo de CAPRA (porcentaje) 

Bajo Riesgo (CAPRA 0-2) 225 (44,7 %) 38 (25,2 %) 

Riesgo Intermedio (CAPRA 3-
5) 

263 (52,3 %) 82 (54,3 %) 

Alto Riesgo (CAPRA >5) 15 (3,0 %) 31 (20,5 %) 

N.º de pacientes con patología 
prequirúrgica (porcentaje) 

Gleason de la biopsia 3+3 
(GG1) 

316 (62,8 %) 77 (51,0 %) 

Gleason de la biopsia 3+4 
(GG2) 

149 (29,6 %) 38 (25,2 %) 

Gleason de la biopsia 4+3 
(GG3) 

25 (5,0 %) 20 (13,2 %) 

Gleason de la biopsia ≥ 4+4 (≥ 
GG4) 

13 (2,6 %) 16 (10,6 %) 

cT1 342 (68 %) 97 (64,2 %) 

cT2 150 (29,8 %)  

cT3 11 (2,2 %) 54 (35,8 %) 

N.º de pacientes con patología 
posquirúrgica (porcentaje) 

Gleason de patología 3+3 
(GG1) 

201 (40 %) 46 (30,5 %) 

Gleason de patología 3+4 
(GG2) 

257 (51,1 %) 52 (34,4 %) 

Gleason de patología 4+3 
(GG3) 

41 (8,2 %) 31 (20,5 %) 

Gleason de patología > = 4+4 
(≥GG4) 

4 (0,8 %) 22 (14,6 %) 

pT2 331 (65,8 %) 88 (58,3 %) 

pT3 172 (34,2 %) 53 (41,7 %) 

pT4 0 (0 %) 0 (0 %) 

Márgenes quirúrgicos positivos 120 (23,9 %) 33 (21,9 %) 

Estado capsular 113 (22,5) (=T3a) 57 (39,3 %) infiltrados 
75 (51,7 %) penetrados

Invasión de vesícula seminal 
positiva 

60 (11,9 %) N/D 

Invasión de ganglios linfáticos 
positivos 

5 (1 %) 10 (6,6 %) 

Meses de seguimiento 
Media 123,6 73,7 

mediana de RIQ 141,8 73,6 

N.º de acontecimientos de 
resultado / 

RBQ <5 años 92/446 (20,6 %) 45/151 (29,8 %)

RBQ <10 años 134/347 (38,6 %) N/D 

n.º de pacientes total (porcentaje) 
RC <5 años 5/441 (1,1 %) N/D 

RC <10 años 13/306 (4,2 %) N/D 
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(continuación) 
Cirugía: 2000-2004 Parámetro Cohorte con PR (n.º 

503)
Cohorte con BD (n.º 
151) 

Tratamiento de rescate 
N.º de acontecimientos/N.º de 
pacientes total (porcentaje) 

RTR <5 años 53/439 (12,1 %) 12/151 (7,9 %) 

RTR <10 años 83/320 (25,9 %) N/D 

TPAR <5 años 27/441 (6,1 %) 16/151 (10,6 %) 

TPAR <10 años 54/312 (17,3 %) N/D 

Mortalidad 
N.º de acontecimientos/N.º de 
pacientes total (porcentaje) 

SECP <5 años 17/453 (1,1 %) 1/151 (0,7 %) 

SECP <10 años 38/330 (2,6 %) 0/151 (0 %) 

SG <5 años 5/441 (3,7 %) 1/151 (0,7 %) 

SG <10 años 10/302 (11,2 %) 5/151 (3,3 %)
 
Para la edad del paciente, PSA preoperatorio, porcentaje de tumor en biopsia, volumen prostático y densidad del PSA, 
los valores mínimos y máximos se muestran en cada cohorte, mientras que los valores de la mediana y el RIQ se 
representan entre paréntesis. Para las categorías de riesgo CAPRA, se muestra el número de pacientes y porcentaje 5 
por grupo de riesgo. En caso de patología prequirúrgica, se indican las puntuaciones de Gleason de la biopsia y los 
grupos de grados de Gleason, así como las fases clínicas (por número y porcentaje de pacientes). La patología 
posquirúrgica está representada por las puntuaciones de Gleason de la patología y los grupos de grados de Gleason, 
las fases de la patología, el estado del margen quirúrgico después de la prostatectomía, el estado de invasión tumoral 
de las vesículas seminales y los ganglios linfáticos pélvicos (por número y porcentaje de pacientes). En este sentido, 10 
se observa que la extensión extracapsular no se proporcionó como parámetro principal sino que se derivó de la fase 
de la patología pT3a. El seguimiento demuestra los períodos de seguimiento medio y mediano en meses después de 
la cirugía para todos los pacientes. La categoría de resultado ilustra la recidiva bioquímica (RBQ) y la recidiva clínica 
a metástasis (RC) acumulada a los 5 y 10 años del tratamiento primario posquirúrgico. La categoría de tratamiento 
enumera el inicio acumulativo a los 5 y 10 años para la radioterapia de rescate (RTR) o la terapia de privación de 15 
andrógenos de rescate (TPAR) después de la cirugía. La mortalidad se muestra como supervivencia específica del 
cáncer de próstata (SECP), así como supervivencia general (SG). Para todos los resultados, se muestra el número de 
hombres que experimentaron el resultado por el número total de hombres con el respectivo seguimiento a los 5 o 10 
años, en donde el porcentaje de acontecimientos se da entre paréntesis. (B) Datos demográficos de la cohorte de 
pacientes con biopsia diagnóstica. (N/D = no disponible). 20 
 
Métodos de laboratorio 
 
Todos los métodos de laboratorio utilizados, incluidos los cebadores y las sondas de oligonucleótidos para RT-qPCR 
(PCR cuantitativa en tiempo real), extracción de ARN y control de calidad y los procedimientos para incluir/descartar 25 
muestras del análisis estadístico se describieron previamente en Böttcher R. et al.. Los cebadores y sondas utilizados 
para la RT-qPCR para medir los genes de interés, así como los genes de referencia, también se proporcionan en la 
TABLA 1. 
 
RESULTADOS 30 
 
Correlación de la puntuación de riesgo basada en la expresión con los resultados clínicos longitudinales 
 
La puntuación de riesgo basada en la expresión continua (es decir, la expresión normalizada y transformada del gen 
de referencia de la transcripción de PDE4D7) se correlacionó con las variables clínicas prequirúrgicas en las dos 35 
cohortes de pacientes: la cohorte de pacientes con PR y la cohorte de pacientes con BD. 
 
Las TABLAS 3 a 8 muestran el análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia libre de 
recidiva bioquímica (RBQ) y la supervivencia global (SG) de las puntuaciones de riesgo basadas en la expresión 
continua. En el análisis multivariado, las puntuaciones de riesgo basadas en la expresión se ajustaron por variables 40 
clínicas prequirúrgicas, concretamente, por la edad en la cirugía, el PSA preoperatorio, la densidad de PSA, el grupo 
de grado de Gleason de la biopsia, el porcentaje de núcleos de biopsia positivos para tumores, el porcentaje de tumor 
en la biopsia y la fase clínica (véanse las TABLAS 3, 5 y 7) o por la puntuación prequirúrgica de Evaluación del riesgo 
de cáncer de próstata (CAPRA) (véanse las TABLAS 4, 6 y 8). El grupo de grado de Gleason de la biopsia y la fase 
clínica se modelaron como categorías y la categoría más baja se utilizó como referencia. Todas las demás variables 45 
demográficas y clínicas, así como las puntuaciones de riesgo basadas en la expresión, se modelaron como variables 
continuas. Todas las variables se introdujeron en el modelo multivariado y las respectivas medidas estadísticas se dan 
en las tablas. 
 
El análisis de regresión de Cox univariado demostró una correlación muy significativa de la puntuación de riesgo 50 
basada en la expresión continua para el tiempo hasta la RBQ en las dos cohortes de pacientes investigadas con RRI 
= 0,53; IC del 95 % = 0,41-0,67; p <0,0001 y RRI = 0,43; IC del 95 % = 0,33-0,65, p <0,0001, respectivamente (véanse 
las TABLAS 3 y 7). El ajuste del análisis de regresión de Cox multivariado para las variables prequirúrgicas o la 
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puntuación de CAPRA prequirúrgica dio como resultado una contribución independiente significativa a la predicción 
de la RBQ posquirúrgica para la puntuación de riesgo basada en la expresión continua (véanse las TABLAS 3, 4, 7 y 
8). Asimismo, al probar la supervivencia general (SG) del criterio de valoración en la cohorte de pacientes con PR, 
observamos un poder predictivo independiente similar de la puntuación de riesgo basada en la expresión continua 
cuando se ajusta a las variables clínicas prequirúrgicas relevantes o la puntuación de CAPRA prequirúrgica (véanse 5 
las TABLAS 5 y 6). Curiosamente, sin embargo, solo la edad (RRI = 1,1; IC del 95 % = 1,03-1,2; p = 0,007) y la fase 
clínica cT2 y cT3 siguieron siendo predictivos significativos en el modelo multivariado, aparte de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión (RRI = 0,43; IC del 95 % = 0,29-0,62; p <0,0001). La puntuación de CAPRA 
prequirúrgica fue un predictivo significativo de la supervivencia global en el análisis univariado (RRI = 1,2; IC del 95 % 
= 1,3-1,6; p = 0,01), mientras que cayó por debajo de la significación estadística en el análisis multivariado (RRI = 1,2; 10 
IC del 95 % 0,99-1,4; p = 0,06). La puntuación de riesgo basada en la expresión continua siguió siendo muy significativa 
también en el modelo multivariado (RRI = 0,4; IC del 95 % = 0,28-0,58; p <0,0001; TABLAS 5 y 6). 
 

TABLA 3: Análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia libre de recidiva bioquímica 
(RBQ) de la puntuación de riesgo basada en la expresión en la cohorte de pacientes con PR (n.º 503), en donde la 15 
puntuación de riesgo basada en la expresión se ajustó para las variables prequirúrgicas en el análisis multivariado. 
Parámetros clínicos prequirúrgicos Univariado (introducir) Multivariado (introducir) 

Criterio de valoración de RBQ (n.º 
148/n.º 503; 29,4 %) 

valor p RRI 
IC del 95% 
de RRI

valor p RRI 
IC del 95% 
de RRI

Edad en la cirugía 0,88 1,0 0,97-1,03 0,77 1,00 0,96-1,02 

PSA preoperatorio 0,0002 1,03 1,01-1,04 0,00 1,08 1,03-1,1

Densidad de PSA 0,0100 2,15 
1,2 hasta 
3,8 

0,03 0,12 0,02-0,8 

Gleason de la biopsia GG1 (n.º 316), Referencia

Gleason de la biopsia GG2 (n.º 149) 0,0003 1,9 1,4-2,8 0,02 1,56 1,06-2,3 

Gleason de la biopsia ≥ GG3 (n.º 38) <0,0001 6,2 3,9-9,7 <0,0001 4,82 2,9-7,9

Porcentaje de núcleos de biopsia 
positivos para tumores 

<0,0001 4,2 2,3-7,7 0,08 2,29 0,91-5,7 

Porcentaje de tumor en biopsia <0,0001 1,0 1,02-1,04 0,00 1,02 1,01-1,04 

Fase clínica cT1c (n.º 342); Referencia 

Fase clínica cT2 y cT3 (n.º 161) <0,0001 2,1 
1,5 hasta 
2,9

0,20 1,27 0,88-1,8 

Puntuación de riesgo basada en la 
expresión (continua) 

<0,0001 0,53 
0,41 hasta 
0,67

<0,0001 0,52 0,4-0,68 

 
TABLA 4: Análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia libre de recidiva bioquímica 

(RBQ) de la puntuación de riesgo basada en la expresión en la cohorte de pacientes con PR (n.º 503), en donde la 
puntuación de riesgo basada en la expresión se ajustó para la puntuación de CAPRA prequirúrgica en el análisis 20 

multivariado. 
Parámetros clínicos 
prequirúrgicos 

Univariado (introducir) Multivariado (introducir) 

Criterio de valoración de 
RBQ (n.º 148/n.º 503; 
29,4 %) 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

valor p RRI 
IC del 95% de 
RRI 

Puntuación de CAPRA <0,0001 1,5 
1,3 hasta 
1,6

<0,0001 1,7 1,5 hasta 1,9 

Puntuación de riesgo 
basada en la expresión 
(continua) 

<0,0001 0,53 
0,41 hasta 
0,67 

<0,0001 0,52 0,4-0,68 

 
TABLA 5: Análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia general (SG) de la puntuación 

de riesgo basada en la expresión en la cohorte de pacientes con PR (n.º 503), en donde la puntuación de riesgo 
basada en la expresión se ajustó para las variables prequirúrgicas en el análisis multivariado. 25 

Parámetros clínicos prequirúrgicos Univariado (introducir) Multivariado (introducir) 

Criterio de valoración de RBQ (n.º 52/n.º 503; 
10,3 %) 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

Edad en la cirugía 0,001 1,1 1,03-1,2 0,007 1,1 1,01-1,1 
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(continuación) 
Parámetros clínicos prequirúrgicos Univariado (introducir) Multivariado (introducir) 

Criterio de valoración de RBQ (n.º 52/n.º 503; 
10,3 %) 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

PSA preoperatorio 0,93 1,0 0,96-1,03 0,74 0,99 0,96-1,03 

Gleason de la biopsia GG1 (n.º 316), Referencia

Gleason de la biopsia GG2 (n.º 149) 0,04 1,7 1,01-3,0 0,20 1,5 081-2,6 

Gleason de la biopsia ≥GG3 (n.º 38) 0,001 3,3 1,6-6,8 0,14 1,8 0,82-3,9

Porcentaje de núcleos de biopsia positivos 
para tumores 

0,86 1,1 0,39-3,0 0,75 1,3 0,3-5,4 

Porcentaje de tumor en biopsia 0,71 1,0 0,99-1,01 0,75 1,0 0,97-1,02 

Fase clínica cT1c (n.º 342); Referencia 

Fase clínica cT2 y cT3 (n.º 161) 0,02 1,77 1,1-2,9 0,03 1,8 1,05-3,1 

Puntuación de riesgo basada en la expresión 
(continua) 

<0,0001 0,39 0,27-56 <0,0001 0,43 0,29-0,62 

 
TABLA 6: Análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia global (SG) de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión en la cohorte de pacientes con PR (n.º 503), en donde la puntuación de riesgo basada 

en la expresión se ajustó para la puntuación de CAPRA prequirúrgica en el análisis multivariado. 5 
Parámetros clínicos prequirúrgicos Univariado (introducir) Multivariado (introducir)

Criterio de valoración de RBQ (n.º 64/n.º 503; 
12,7 %) 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI 

Puntuación de CAPRA 0,01 1,2 1,3-1,6 0,06 1,2 0,99-1,4

Puntuación de riesgo basada en la expresión 
(continua) 

<0,0001 0,39 0,33-0,65 <0,0001 0,40 0,28-0,58 

 
TABLA 7: Análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia libre de recidiva bioquímica 

(RBQ) de la puntuación de riesgo basada en la expresión en la cohorte de pacientes con BD (n.º 151), en donde la 
puntuación de riesgo basada en la expresión se ajustó para las variables prequirúrgicas en el análisis multivariado. 
Parámetros clínicos prequirúrgicos Univariado (introducir) Multivariado (introducir) 

Criterio de valoración de RBQ (n.º 55/n.º 151; 
36,4 %) 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI

Edad en la cirugía 0,81 0,99 0,95-1,04 0,006 0,94 0,89-0,98 

PSA preoperatorio 0,0001 1,04 1,02-1,06 0,002 1,1 1,03-1,2

Densidad de PSA 0,003 2,7 1,4-5,3 0,18 0,26 0,04-1,9 

Gleason de la biopsia GG1 (n.º 85), Referencia

Gleason de la biopsia GG2 (n.º 44) 0,07 1,9 0,95-3,8 0,10 1,9 0,89-3,9 

Gleason de la biopsia GG3 (n.º 20) 0,0001 4,3 2,04-9,2 0,02 2,6 1,2-5,7

Gleason de la biopsia GG4 (n.º 7) 0,0007 5,7 2,1-15,8 0,01 4,1 1,4-11,6 

Gleason de la biopsia GG5 (n.º 11) <0,0001 8,0 3,5-18,4 0,03 2,9 1,1-7,6

Porcentaje de núcleos de biopsia positivos 
para tumores 

0,013 4,6 1,4-15,2 0,19 2,4 0,63-9,4 

Fase clínica cT2 (n.º 108); Referencia 

Fase clínica cT3 (n.º 60) 0,007 2,0 1,2-3,4 0,05 1,7 0,99-3,1

Puntuación de riesgo basada en la expresión 
(continua) 

<0,0001 0,47 0,33-0,65 <0,0001 0,43 0,29-0,63 

 10 
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TABLA 8: Análisis de regresión de Cox univariado y multivariado de la supervivencia libre de recidiva bioquímica 
(RBQ) de la puntuación de riesgo basada en la expresión en la cohorte de pacientes con BD (n.º 151), en donde la 
puntuación de riesgo basada en la expresión se ajustó para la puntuación de CAPRA prequirúrgica en el análisis 

multivariado. 
Parámetros clínicos prequirúrgicos Univariado (introducir) Multivariado (introducir)

Criterio de valoración de RBQ (n.º 55/n.º 151; 
36,4 %) 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI 

valor p RRI 
IC del 
95% de 
RRI 

Puntuación de CAPRA <0,0001 1,5 1,3-1,6 <0,0001 1,4 1,2-1,6

puntuación de riesgo basada en la expresión 
(continua) 

<0,0001 0,47 0,33-0,65 0,0001 0,53 0,38-0,74

 5 
Puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico en función de la puntuación de riesgo basada en la expresión y 
variables clínicas prequirúrgicas 
 
Para explorar más a fondo el poder de pronóstico de PDE4D7, se probó el beneficio de una combinación de la 
puntuación de riesgo basada en la expresión con variables clínicas prequirúrgicas utilizadas para pronosticar pacientes 10 
con cáncer de próstata para varios regímenes de tratamiento. En función de los datos de regresión de Cox 
multivariado, se planteó la hipótesis de que una combinación de la puntuación de CAPRA prequirúrgica junto con la 
puntuación de riesgo basada en la expresión proporcione una mejora significativa en el poder de pronóstico sobre las 
variables clínicas prequirúrgicas solas. Para evaluar esta hipótesis, se seleccionó una subcohorte de 449 pacientes 
(92 acontecimientos; 20,5 %) de la cohorte de pacientes con PR con antecedentes completos de resultado a los 5 15 
años y se generó un modelo de regresión logística para combinar la puntuación de riesgo basada en la expresión con 
la puntuación de CAPRA prequirúrgica para predecir el riesgo de recidiva bioquímica a los 5 años después de la 
cirugía. La función de regresión logit(p) se transformó a p = 1/(1+e^(-logit(p)) para calcular la probabilidad p de que un 
paciente individual experimente una recaída bioquímica dentro de los 5 años después de la cirugía. 
 20 
El modelo demostró el valor predictivo independiente de la puntuación de riesgo basada en la expresión para la métrica 
de CAPRA prequirúrgica (razón de probabilidades 0,46; IC del 95 % 0,3-0,69; p = 0,0002; datos no mostrados). 
Después, este modelo de regresión logística de puntuación de riesgo basada en la expresión y la puntuación de 
CAPRA prequirúrgica se probó de forma independiente en 151 pacientes que eran elegibles para el análisis de datos 
estadísticos. Todos los pacientes tenían un mínimo de 60 meses de seguimiento después de la operación. Los 25 
métodos utilizados para investigar el poder del modelo de regresión logística de la puntuación de CAPRA prequirúrgica 
y la puntuación de riesgo basada en la expresión fueron (i) análisis de supervivencia de Kaplan-Meier, (i) análisis de 
la curva ROC, así como (iii) reclasificación y análisis de curvas de decisión. 
 
Las figuras 2 a 7 muestran los resultados del análisis de supervivencia de Kaplan-Meier del tiempo hasta la recaída 30 
de PSA o el inicio de cualquier terapia de rescate después de la prostatectomía radical en la cohorte de pacientes con 
BD (n.º 151). Figuras 2 a 4: Análisis de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de recidiva bioquímica (RBQ) en la 
cohorte de pacientes con BD de la puntuación de riesgo basada en la expresión categorizada (indicado como 
"puntuación de PDE4D7" en la figura 2), las categorías de puntuación de CAPRA prequirúrgica (indicado como 
"puntuación de CAPRA" en la figura 3), y el modelo de combinación de puntuación de CAPRA prequirúrgica y 35 
puntuación de riesgo basada en la expresión (indicado como "puntuación de CAPRA y PDE4D7" en la figura 4). Figuras 
5 a 7: Análisis de Kaplan-Meier del tiempo posquirúrgico hasta el inicio de cualquier supervivencia libre de terapia de 
rescate en la cohorte de pacientes con DP de la puntuación de riesgo basada en la expresión categorizada (indicado 
como "puntuación de PDE4D7" en la figura 5), las categorías de puntuación de CAPRA prequirúrgicas ((indicado como 
"puntuación de CAPRA" en la figura 6), y el modelo de combinación de puntuación de CAPRA prequirúrgica y 40 
puntuación de riesgo basada en la expresión (indicado como "puntuación de CAPRA y PDE4D7" en la figura 7). En 
todas las figuras, los pacientes censurados se indican mediante barras verticales. Se proporcionan las razones de 
riesgos instantáneos (RRI) en comparación con el grupo de referencia y los valores p de orden logarítmico. El número 
de hombres en riesgo se proporciona en las tablas debajo de los gráficos de supervivencia de Kaplan-Meier. Las 
categorías de puntuación de riesgo basada en la expresión se definieron como: "Puntuación de PDE4D7 (1-2)": 45 
puntuación de riesgo basada en la expresión en el intervalo de 1 a <2; "Puntuación de PDE4D7 (2-3)": puntuación de 
riesgo basada en la expresión en el intervalo de 2 a <3; "Puntuación de PDE4D7 (3-4)": puntuación de riesgo basada 
en la expresión en el intervalo de 3 a <4; y "puntuación de PDE4D7 (4-5)": puntuación de riesgo basada en la expresión 
en el intervalo de 4 a ≤5. La categoría de puntuación de riesgo basada en la expresión más alta "puntuación de 
PDE4D7 (4-5)" se utilizó como categoría de referencia. Las categorías de puntuación de CAPRA prequirúrgicas se 50 
definieron como: "Puntuaciones de CAPRA (0-2)": puntuaciones de CAPRA prequirúrgicas en el intervalo de 0 a 2; 
"Puntuaciones de CAPRA (3-5)": puntuaciones de CAPRA prequirúrgicas en el intervalo de 3 a 5; y "puntuaciones de 
CAPRA (>5)": puntuaciones de CAPRA prequirúrgicas en el intervalo de 6 a 10. La categoría de puntuación de CAPRA 
prequirúrgica más baja "puntuaciones de CAPRA (0-2)" se utilizó como categoría de referencia. Las categorías del 
modelo de combinación de puntuación de CAPRA prequirúrgica y puntuación de riesgo basada en la expresión se 55 
definieron de acuerdo con la probabilidad de experimentar fallo del PSA después de la cirugía según la función logit(p) 
del modelo de regresión logística como: "Probabilidad (<0,15)"; "Probabilidad (0,15 a <0,25)"; "Probabilidad (0,25 a 
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<0,5)"; y "Probabilidad (0,5 a 1,0)". 
 
Los estudios de supervivencia de Kaplan-Meier en la cohorte de pacientes con BD mostraron una separación 
significativa de los pacientes en diferentes riesgos de experimentar una recaída posoperatoria del PSA o el inicio de 
cualquier terapia de rescate después de la prostatectomía radical en función de la medición prequirúrgica de la 5 
puntuación de riesgo basada en la expresión en una biopsia en sacabocados de tejido de diagnóstico (véase la figura 
2). En cuanto al modelo de regresión logística, que combina la puntuación de CAPRA prequirúrgica y la puntuación 
de riesgo basada en la expresión en una función de regresión, la probabilidad calculada por el modelo de experimentar 
el criterio de valoración se clasificó o categorizó en cuatro grupos (como se describió anteriormente) y las razones de 
riesgos instantáneos entre los grupos de riesgo de recidiva más bajo frente a más alto se compararon con los grupos 10 
de pacientes estratificados solo por las categorías de puntuación de CAPRA prequirúrgicas. La adición de la 
puntuación de riesgo basada en la expresión a las categorías de CAPRA prequirúrgicas demostró aumentar 
significativamente la razón de riesgos instantáneos del grupo de riesgo más bajo respecto al más alto (9,0 frente a 
39,6, respectivamente), mientras que el número de pacientes en estas categorías de riesgo permaneció prácticamente 
igual (véanse las figuras 3 y 4). 15 
 
Al probar el criterio de valoración clínicamente relevante del inicio de cualquier terapia de rescate (radiación, ablación 
hormonal) después del fallo del PSA, se descubrió que, como antes, los resultados muestran una mejor separación 
del riesgo entre los pacientes con el riesgo más bajo frente al más alto para recibir tratamiento secundario 
posquirúrgico cuando se combina la puntuación de CAPRA prequirúrgica con la puntuación de riesgo basada en la 20 
expresión (véanse las figuras 5 a 7). 
 
Además, se probó la predicción de la recaída del PSA a los 5 años después del tratamiento primario de la puntuación 
de CAPRA prequirúrgica frente al modelo de regresión logística, que combina la puntuación de CAPRA prequirúrgica 
y la puntuación de riesgo basada en la expresión en una función de regresión y que se desarrolló previamente 25 
utilizando la cohorte con PR con un seguimiento completo a los 5 años (n.º 449). Usando un análisis ROC, las ABC 
(área bajo la curva) a los 5 años se calcularon como 0,77 para la puntuación de CAPRA prequirúrgica sola y como 
0,82 para el modelo de regresión logística (véase la figura 8). Se probó que las ABC de los dos modelos eran 
significativamente diferentes (p = 0,004). 
 30 
En otra prueba, se exploró el beneficio de añadir la puntuación de riesgo basada en la expresión a la puntuación de 
CAPRA prequirúrgica. La métrica de CAPRA prequirúrgica clasifica sus componentes individuales y da puntos 
ponderados a estas categorías. La puntuación de CAPRA prequirúrgica es la suma de estos puntos ponderados (véase 
Cooperberg M.R.). Tal como se ha mencionado anteriormente, la puntuación de Gleason de la biopsia tiene, por un 
lado, un impacto significativo en la puntuación de CAPRA. Al mismo tiempo, sin embargo, el presente inventor 35 
descubrió que la puntuación de Gleason está sujeta a una variabilidad sustancial entre los patólogos. Por lo tanto, la 
información de la puntuación de Gleason de la biopsia dentro de la puntuación de CAPRA prequirúrgica fue 
reemplazada por la información molecular proporcionada por la puntuación de riesgo basada en la expresión. En 
particular, dependiendo del valor de la puntuación de riesgo basada en la expresión, varios puntos en el intervalo de 
0 a 3 estaban en una puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada. Al hacer esto, la estructura general de la 40 
puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada resultante podría mantenerse igual con una puntuación total mínima 
de 0 y una puntuación total máxima de 10 (véase la TABLA 9). 
 
TABLA 9: Sustitución de la puntuación de Gleason de la biopsia por la puntuación de riesgo basada en la expresión 

en el modelo CAPRA prequirúrgico. 45 
Puntuación de CAPRA 

Variable Intervalo Puntos 

PSA [ng/ml] 

2,0-6,0 0

>6,0-10,0 1 

>10,0-20,0 2

>20,0-30,0 3 

>30,0 4

Gleason de la biopsia 
[primaria/secundaria] 

1-3/1-3 0 

1-3/4-5 1

4-5/1-5 3

Fase clínica [cT] 
cT1/cT2 0 

cT3a 1

[%] Biopsias positivas para tumores 
<34 % 0 

≥34 % 1
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(continuación) 
Puntuación de CAPRA 

Variable Intervalo Puntos 

Edad del paciente [años] 
<50 0 

≥50 1

   

Puntuación de CAPRA total mínima  0

Puntuación de CAPRA total máxima  10 

Puntuación de CAPRA (-BxGl/+PDE4D7) 

Variable Intervalo Puntos 

PSA [ng/ml] 

2,0-6,0 0

>6,0-10,0 1 

>10,0-20,0 2

>20,0-30,0 3 

>30,0 4

Puntuación de riesgo basada en la 
expresión 

4-5 0 

3-4 1

2-3 2 

1-2 3

Fase clínica [cT] 
cT1/cT2 0

cT3a 1 

[%] Biopsias positivas para tumores 
<34 % 0

≥34 % 1 

Edad del paciente [años] 
<50 0

≥ 50 1 

  

Puntuación de CAPRA total mínima (-
BxGl/+PDE4D7)  0

Puntuación de CAPRA total máxima (-
BxGl/+PDE4D7)  10

 
Al probar este modelo para la predicción de resultados de RBQ a 5 años en el análisis ROC, el ABC resultante de la 
"puntuación de CAPRA (-BxGl/+PDE4D7)" se mantuvo igual en comparación con la puntuación de CAPRA 
prequirúrgica que incluye la información de la puntuación de Gleason de la biopsia (ABC = 0,77; véase la figura 9). Si 5 
bien la sustitución de la puntuación de Gleason de la biopsia por la puntuación de riesgo basada en la expresión no 
afecta al rendimiento del modelo, la predicción a los 5 años del fallo del PSA del modelo CAPRA prequirúrgico cae 
significativamente en caso de que la información de Gleason de la biopsia se elimine del modelo clínico (ABC = 0,77 
frente a ABC = 0,69 con y sin la puntuación de Gleason de la biopsia; p = 0,008; véase la figura 9, donde la puntuación 
de CAPRA prequirúrgica sin la información de Gleason de la biopsia se indica como "puntuación de CAPRA (-BxGl)"). 10 
 
En la cohorte de pacientes con Gleason de la biopsia ≤6, solo un número limitado de hombres experimenta una recaída 
del PSA después de la cirugía (21,2 % en la cohorte con PR y en la cohorte con BD, respectivamente) o, aún más 
relevante, progresa a metástasis (1,9 % en la cohorte con PR) o sufre una muerte específica por enfermedad (1,3 % 
en la cohorte con PR). Por lo tanto, se realizó un análisis de subcohorte (n.º 74) de la puntuación de CAPRA 15 
prequirúrgica frente al modelo de combinación de puntuación de CAPRA prequirúrgica y puntuación de riesgo basada 
en la expresión en la cohorte de pacientes con DP que incluía solo pacientes con una puntuación de Gleason de la 
biopsia ≥7. El modelo de combinación mostró un rendimiento equivalente en comparación con la prueba de la cohorte 
completa (ABC = 0,8 frente a 0,82, respectivamente), mientras que hubo una mayor caída del rendimiento en el modelo 
de CAPRA prequirúrgico solo en el análisis de subcohorte (ABC = 0,73 frente a 0,77, respectivamente; véase la figura 20 
10). Esto puede indicar un rendimiento de discriminación mejorado del modelo de combinación en pacientes con 
características de mayor riesgo. 
 
Recientemente, el concepto de análisis de la curva de decisión (DCA) se introdujo en el campo de la prueba del valor 
de un biomarcador o modelo de predicción en la práctica clínica (véase Vickers A.J. y Elkin E.B., "Decision curve 25 
analysis: A novel method for evaluating prediction models", Medical Decision Making, Vol. 26, N.º 6, páginas 565 a 
574, 2006). DCA es un análisis de beneficio neto, que compara las tasas de verdaderos positivos con las de falsos 
positivos ponderados en diferentes umbrales de riesgo para decidir el inicio del tratamiento secundario después de la 
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cirugía debido al riesgo de fallo futuro del PSA. En el presente caso, el beneficio neto del tratamiento secundario 
desencadenado por la recaída del PSA después de la cirugía se exploró para los tres modelos (es decir, la puntuación 
de riesgo basada en la expresión, la puntuación de CAPRA prequirúrgica y el modelo de regresión de puntuación de 
CAPRA prequirúrgica y puntuación de riesgo basada en la expresión) en el análisis de la curva de decisión (DCA). Se 
compararon cinco estrategias de tratamiento diferentes: (1, 2) tratar a todos o ninguno de los pacientes; (3 a 5) tratar 5 
de acuerdo con la puntuación de riesgo basada en la expresión, la puntuación de CAPRA prequirúrgica, o el modelo 
de regresión combinado de la puntuación de CAPRA prequirúrgica y la puntuación de riesgo basada en la expresión. 
Para ello, se determinó la tasa de verdaderos (TPR) y falsos positivos (FPR) para todas las estrategias entre umbrales 
de decisión variables que van del 0 % al 50 % en etapas de 5 % (véase figura 11). El análisis demostró que todos los 
modelos utilizados muestran un mejor beneficio neto en comparación con la estrategia "tratar a todos", mientras que 10 
el modelo de regresión de puntuación de CAPRA prequirúrgica y puntuación de riesgo basada en la expresión reveló 
el mejor beneficio neto en todos los umbrales de decisión modelados. 
 
Los resultados proporcionados muestran que un modelo predictivo del algoritmo CAPRA de riesgo clínico prequirúrgico 
con mediciones cuantitativas del biomarcador de cáncer de próstata PDE4D7 en una muestra biológica de un sujeto 15 
con cáncer de próstata puede proporcionar una mejor estratificación del riesgo. Se demostró en múltiples análisis que 
este modelo de predicción de riesgo funciona mejor en la estratificación de pacientes con cáncer de próstata en 
categorías de riesgo relevantes para el tratamiento en comparación con el uso de esquemas de riesgo basados 
únicamente en parámetros clínicos prequirúrgicos, según lo recomendado por las diversas guías nacionales de cáncer 
de próstata empleadas actualmente. 20 
 
Análisis 
 
Las decisiones de tratamiento en cáncer de próstata primario localizado están sujetas en gran medida a una 
combinación del riesgo de progresión futura de la enfermedad y la esperanza de vida. Los datos proporcionados 25 
ilustran que la puntuación de riesgo basada en la expresión añade información independiente a la métrica de CAPRA 
prequirúrgica para predecir la recidiva de la enfermedad, mientras que en la predicción de la supervivencia general 
(de la cual ~80 % de los acontecimientos se deben a muertes no específicas de la enfermedad), la puntuación de 
riesgo basada en la expresión sigue siendo la única variable que contribuye significativamente a la predicción de la 
supervivencia. Por tanto, PDE4D7 puede estar añadiendo valor de pronóstico a los modelos de predicción clínica en 30 
función de variables prequirúrgicas, como la puntuación de CAPRA prequirúrgica, para los resultados específicos de 
la enfermedad, así como para la predicción de la supervivencia para respaldar la toma de decisiones sobre el 
tratamiento. 
 
Recientemente, se publicaron los resultados a largo plazo de la cohorte de vigilancia activa dentro del ensayo de 35 
cribado de cáncer de próstata aleatorizado de Göteborg. Esto indicó que los hombres con enfermedad de riesgo 
clínicamente bajo pueden tener un riesgo considerable de experimentar una enfermedad progresiva bajo un régimen 
de tratamiento diferido (véase Godtman R.A. et al., "Long-term Results of Active Surveillance in the Göteborg 
Randomized, Population-based Prostate Cancer Screening Trial", European Urology, Vol. 70, N.º 5, páginas 760-766, 
2016). Por lo tanto, el presente inventor cuestionó si los hombres distintos de aquellos con enfermedad de muy bajo 40 
riesgo serían elegibles para las estrategias de manejo expectante. La publicación reciente de los resultados a los 10 
años del estudio ProtecT indica conclusiones similares en el arma de seguimiento activo del ensayo (véase Hamdy 
F.C. et al., "10-Year Outcomes after Monitoring, Surgery, or Radiotherapy for Localized Prostate Cancer", New England 
Journal of Medicine Vol. 375, páginas 1415-1424, 2016). Aunque existe cierto debate sobre la validez de estos 
resultados para la práctica contemporánea (véase Bergh R.C.N. van den, Murphy D.G., Poel H. G. van der, "Expectant 45 
Management for Prostate Cancer: Lessions from the past, Challenges for the Future", European Urology, Vol. 70, 
páginas 767-770, 2016), pueden sugerir que solo los pacientes con el riesgo más bajo están a salvo de cualquier 
progresión durante el manejo del tratamiento diferido. Si bien el uso de criterios clínicos como el modelo CAPRA 
prequirúrgico permite la selección de una cohorte de pacientes de tan bajo riesgo (45 % de la cohorte con PR con un 
9,3 % de riesgo de RBQ posquirúrgica a los 5 años; 27,7 % de la cohorte con DP con un 4,8 % de riesgo de RBQ 50 
posquirúrgica a los 5 años), la adición de marcadores moleculares puede permitir ampliar este grupo de pacientes de 
muy bajo riesgo. De hecho, el modelo de regresión de puntuación de CAPRA prequirúrgica y puntuación de riesgo 
basada en la expresión desarrollada define una cohorte de muy bajo riesgo de 38 de 151 pacientes (25,2 %) en la 
cohorte de pacientes con BD con un VPN (valor predictivo negativo) del 100 % para un riesgo de recidiva del PSA 
posterior al tratamiento a los 5 años. 55 
 
La vigilancia activa (VA) se ha establecido como una alternativa de tratamiento adecuada y segura para hombres con 
cáncer de próstata de bajo riesgo en los últimos años (véase Garisto J.D. y Klotz L., "Active surveillance for prostate 
cancer: How to do it right", Oncology (Williston Park), Vol. 31, N.º 5, páginas 333 a 340, 2017). Sin embargo, un gran 
desafío asociado con la VA son los estrictos programas de seguimiento que se recomienda a los hombres que sigan 60 
para no perder signos de enfermedad progresiva, como el aumento del PSA o mejora en la Gleason de la biopsia, que 
suelen ser desencadenantes de protocolo para cambiar de VA a tratamiento activo. Los estudios longitudinales de VA 
han publicado una disminución del cumplimiento del paciente con los protocolos de seguimiento en VA a lo largo del 
tiempo, en particular cuando se trata de procedimientos de biopsia adicionales (véase Bokhorst L.P. et al., "Compliance 
Rates with the Prostate Cancer Research International Active Surveillance (PRIAS) Protocol and Disease 65 
Reclassification in Noncompliers", European Urology, Vol. 68, n.º 5, 2015). Este problema se puede abordar con un 
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algoritmo de selección como se propone en este caso, es decir, la combinación de un modelo clínico como la 
puntuación de CAPRA prequirúrgica con el biomarcador genómico de pronóstico PDE4D7 para definir una cohorte de 
pacientes prácticamente sin riesgo de progresar durante un período de 5 años. Esto proporciona un camino a seguir 
para incluir a los hombres en la vigilancia activa sobre la base de un seguimiento muy limitado (o nulo) durante un 
período de tiempo determinado después del inicio de la VA. 5 
 
En las reivindicaciones, la expresión "que comprende" no excluye otros elementos o etapas y el artículo indefinido 
"uno" o "una" no excluye una pluralidad. 
 
Una o más etapas del método ilustrado en la figura 1 pueden implementarse en un producto de programa informático 10 
que puede ejecutarse en un ordenador. El producto de programa informático puede comprender un medio de grabación 
no transitorio legible por ordenador en el que se graba (almacena) un programa de control, tal como un disco, disco 
duro, o similar. Las formas comunes de medios legibles por ordenador no transitorios incluyen, por ejemplo, disquetes, 
discos flexibles, discos duros, cinta magnética, o cualquier otro medio de almacenamiento magnético, CD-ROM, DVD, 
o cualquier otro medio óptico, una RAM, una PROM, una EPROM, una FLASH-EPROM, u otro chip o cartucho de 15 
memoria, o cualquier otro medio no transitorio desde el cual un ordenador pueda leer y usar. 
 
Como alternativa, una o más etapas del método pueden implementarse en medios transitorios, tales como una onda 
portadora transmisible en donde el programa de control se incorpora como una señal de datos utilizando medios de 
transmisión, tales como ondas acústicas o de luz, tales como las generadas durante las comunicaciones de datos por 20 
infrarrojos y ondas de radio, y similares. 
 
El ejemplo de método puede implementarse en uno o más ordenadores de propósito general, ordenador(es) de 
propósito especial, un microprocesador o microcontrolador programado y elementos periféricos de circuitos integrados, 
un ASIC u otro circuito integrado, un procesador de señales digitales, un circuito electrónico o lógico cableado, tal 25 
como un circuito de elementos discretos, un dispositivo lógico programable tal como un PLD, PLA, FPGA, CPU de 
tarjeta gráfica (GPU), o PAL, o similar. En general, cualquier dispositivo, capaz de implementar una máquina de 
estados finitos que a su vez es capaz de implementar el diagrama de flujo que se muestra en la figura 1, puede usarse 
para implementar una o más etapas del método de estratificación de riesgo para la selección de terapia en un paciente 
con cáncer de próstata y se ilustra. Como se apreciará, mientras que las etapas del método pueden ser todas 30 
implementadas por ordenador, en algunas realizaciones, una o más de las etapas se pueden realizar al menos 
parcialmente de forma manual. 
 
Las instrucciones del programa de ordenador también se pueden cargar en un ordenador, otros aparatos de 
procesamiento de datos programables u otros dispositivos para hacer que se realice una serie de etapas operacionales 35 
en el ordenador, otro aparato programable u otros dispositivos para producir un proceso implementado por ordenador 
de manera que las instrucciones que se ejecutan en el ordenador u otro aparato programable proporcionen procesos 
para implementar las funciones/actos especificados en el presente documento. 
 
Si bien la invención se ha descrito hasta ahora en función del perfil de expresión génica de PDE4D7, que puede incluir 40 
un nivel de expresión (por ejemplo, valor) para PDE4D7 que puede normalizarse usando valor(es) para cada conjunto 
de genes de referencia, el perfil de expresión génica puede incluir además información de expresión de otras variantes 
de PDE4D. Por ejemplo, las otras variantes de PDE4D pueden incluir uno o más de PDE4D1, PDE4D2, PDE4D3, 
PDE4D4, PDE4D5, PDE4D6, PDE4D8 y PDE4D9. Entonces, el kit de diagnóstico puede comprender adicionalmente 
al menos un cebador y/o una sonda para determinar el perfil de expresión génica para cada una de las otras variantes 45 
de PDE4D en la muestra biológica obtenida del sujeto con cáncer de próstata. Preferentemente, sin embargo, solo se 
emplea el perfil de expresión génica para PDE4D7, en particular, un nivel de expresión (por ejemplo, valor) para 
PDE4D7 que se puede normalizar utilizando valor(es) para cada conjunto de genes de referencia. 
 
La expresión "fosfodiesterasa 4D1" o "PDE4D1" se refiere a la variante de empalme 1 de la fosfodiesterasa humana 50 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D1, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001197222.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:1, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de la 
transcripción de PDE4D1, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 
como se expone en la SEQ ID NO:2, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 55 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001184151.1 que codifica el polipéptido de PDE4D1. La expresión 
"fosfodiesterasa 4D1" o "PDE4D1" también se relaciona con el amplicón que puede generar el par de cebadores 
PDE1D1D2_forward (SEQ ID NO:3) y PDE1D1D2_reverse (SEQ ID NO:4) y puede detectarse mediante la sonda SEQ 
ID NO:5. 
 60 
La expresión "fosfodiesterasa 4D2" o "PDE4D2" se refiere a la variante de empalme 2 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D2, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001197221.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:6, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de la 
transcripción de PDE4D2, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 65 
como se expone en la SEQ ID NO:7, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
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referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001184150.1 que codifica el polipéptido de PDE4D2. 
 
La expresión "fosfodiesterasa 4D3" o "PDE4D3" se refiere a la variante de empalme 3 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D3, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_006203.4, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en la 5 
SEQ ID NO:8, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de la 
transcripción de PDE4D3, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 
como se expone en la SEQ ID NO:9, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_006194.2 que codifica el polipéptido de PDE4D3. 
 10 
La expresión "fosfodiesterasa 4D4" o "PDE4D4" se refiere a la variante de empalme 4 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D4, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001104631.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:10, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de 
la transcripción de PDE4D4, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 15 
como se establece en la SEQ ID NO: 11, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001098101.1 que codifica el polipéptido de PDE4D4. 
 
La expresión "fosfodiesterasa 4D5" o "PDE4D5" se refiere a la variante de empalme 5 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D5, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 20 
de referencia del NCBI: NM_001197218.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:12, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de 
la transcripción de PDE4D5, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 
como se establece en la SEQ ID NO: 13, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001184147.1 que codifica el polipéptido de PDE4D5. La expresión 25 
"fosfodiesterasa 4D5" o "PDE4D5" también se relaciona con el amplicón que puede generar el par de cebadores 
PDE4D5_forward (SEQ ID NO:14) y PDE4D5_reverse (SEQ ID NO:15) y puede detectarse mediante la sonda SEQ 
ID NO:16. 
 
La expresión "fosfodiesterasa 4D6" o "PDE4D6" se refiere a la variante de empalme 6 de la fosfodiesterasa humana 30 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D6, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001197223.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:17, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de 
la transcripción de PDE4D6, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 
como se establece en la SEQ ID NO: 18, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 35 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001184152.1 que codifica el polipéptido de PDE4D6. 
 
La expresión "fosfodiesterasa 4D8" o "PDE4D8" se refiere a la variante de empalme 8 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D8, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001197219.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 40 
la SEQ ID NO:27, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de 
la transcripción de PDE4D8, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 
como se expone en la SEQ ID NO:28, que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001184148.1 que codifica el polipéptido de PDE4D8. 
 45 
La expresión "fosfodiesterasa 4D9" o "PDE4D9" se refiere a la variante de empalme 9 de la fosfodiesterasa humana 
PDE4D, es decir, el gen de la fosfodiesterasa humana PDE4D9, por ejemplo, a la secuencia definida en la secuencia 
de referencia del NCBI: NM_001197220.1, de manera específica, a la secuencia de nucleótidos como se expone en 
la SEQ ID NO:29, que corresponde a la secuencia de la secuencia de referencia del NCBI indicada anteriormente de 
la transcripción de PDE4D9, y también se relaciona con la secuencia de aminoácidos correspondiente, por ejemplo, 50 
como se establece en la SEQ ID NO: 30 que corresponde a la secuencia de proteínas definida en la secuencia de 
referencia del registro de proteínas del NCBI NP_001184149.1 que codifica el polipéptido de PDE4D9. La expresión 
"fosfodiesterasa 4D9" o "PDE4D9" también se relaciona con el amplicón que puede generar el par de cebadores 
PDE4D9_forward (SEQ ID NO: 31) y PDE4D9_reverse (SEQ ID NO: 32) y puede detectarse mediante la sonda SEQ 
ID NO: 33. 55 
 
Las expresiones "PDE4D1", "PDE4D2", "PDE4D3", "PDE4D4", "PDE4D5", "PDE4D6", "PDE4D8", y "PDE4D9" 
también comprende secuencias de nucleótidos que muestran un alto grado de homología con PDE4D1, PDE4D2, 
PDE4D3, PDE4D4, PDE4D5, PDE4D6, PDE4D8 y PDE4D9 respectivamente, por ejemplo, secuencias de ácidos 
nucleicos de al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas 60 
a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1, 6, 8, 10, 12, 17, 27 o 29 respectivamente o secuencias de aminoácidos 
que sean al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a 
la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2, 7, 9, 11, 13, 18, 28 o 30 respectivamente o secuencias de ácidos nucleicos 
que codifican secuencias de aminoácidos que son al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2, 7, 9, 11, 13, 18, 28 o 30 o 65 
secuencias de aminoácidos codificadas por secuencias de ácidos nucleicos que son al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 
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90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idénticas a la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 
1, 6, 8, 10, 12, 17, 27 o 29. 
 
Adición de información de PDE4D5 y PDE4D9 a la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico 
 5 
Como la isoforma PDE4D7, las isoformas PDE4D5 y PDE4D7 son isoformas largas que contienen los dominios 
reguladores UCR1 y UCR2. En el presente caso, investigamos el valor añadido de incluir información de los perfiles 
de expresión génica para PDE4D5 y PDE4D9 en el modelo de combinación de puntuación de CAPRA y PDE4D7 para 
predecir resultados clínicos longitudinales. 
 10 
Ejemplos 
 
Cohortes de pacientes y muestras 
 
Dos cohortes de pacientes, una cohorte de pacientes con prostatectomía radical (PR) y una cohorte de pacientes con 15 
biopsia diagnóstica (BD), con la demografía mostrada en la Tabla 10, fueron empleadas. Para la cohorte de pacientes 
con PR, se recogieron dos pequeñas biopsias en sacabocados (aproximadamente 1 milímetro por 2 milímetros) de 
tejido de un área tumoral representativa (lesión índice del tumor) de la próstata resecada de 606 pacientes que habían 
sido operados consecutivamente entre 2000 y 2004 en un centro clínico de alto volumen único en Alemania. Para la 
cohorte de pacientes con BD, se recogió una sola biopsia en sacabocados (aproximadamente 1 milímetro por 2 20 
milímetros) de la biopsia diagnóstica positiva para tumores con el grado de Gleason más alto por paciente. Los 168 
pacientes de este caso fueron diagnosticados con cáncer de próstata y operados entre 1995 y 2011 en la University 
Klinik Muenster, Alemania. Después del control de calidad de los datos de RNAseq y RT-qPCR, se encontraron 536 y 
151 muestras de pacientes elegibles para el análisis estadístico en la cohorte con PR y la cohorte con BD, 
respectivamente. 25 
 
TABLA 10: Datos demográficos de la cohorte de pacientes con prostatectomía radical (PR) y la cohorte de pacientes 

con biopsia diagnóstica (BD). 
 Parámetro Cohorte con PR (n.º 536) Cohorte con BD (n.º 151) 

Intervalo clínico (mediana; 
RIQ)) 

Edad (en PR) 41,3-74,5, (62,5; 7,5) 47,4-77,4, (64,9; 8,5)

PSA preoperatorio 0,18-120,0, (7,1; 6,2) 2,0-49,1, (8,1; 5,7) 

Porcentaje de tumor en 
biopsia 

0,2-80,0, (10,6; 20,2) N/D 

Volumen de próstata 9-244, (41,0; 21,0) 13,6-148,0, (38,5; 19,2)

Densidad de PSA 0,01-4,0, (0,17; 0,16) 0,03-1,6, (0,2; 0,17) 

N.º de pacientes en la 
categoría de riesgo de 
CAPRA (porcentaje) 

Bajo Riesgo (CAPRA 0-2) 199 (37,1 %) 38 (25,2 %) 

Riesgo Intermedio (CAPRA 
3-5) 

273 (50,9 %) 82 (54,3 %) 

Alto Riesgo (CAPRA >5) 44 (8,2 %) 31 (20,5 %) 

N/D 20 (3,7 %) - 

N.º de pacientes con 
patología prequirúrgica 
(porcentaje) 

Gleason de la biopsia 3+3 
(GG1) 

282 (52,6 %) 77 (51,0 %) 

Gleason de la biopsia 3+4 
(GG2) 

172 (32,1 %) 38 (25,2 %) 

Gleason de la biopsia 4+3 
(GG3) 

46 (8,6 %) 20 (13,2 %) 

Gleason de la biopsia ≥ 
4+4 (≥ GG4) 

36 (6,7 %) 16 (10,6 %) 

cT1 348 (64,9 %) 97 (64,2 %) 

cT2 175 (32,6 %)

cT3 13 (2,3 %) 54 (35,8 %) 

N/D 1 (0,2 %) - 
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(continuación) 
 Parámetro Cohorte con PR (n.º 536) Cohorte con BD (n.º 151) 

N.º de pacientes con 
patología posquirúrgica 
(porcentaje) 

Gleason de patología 3+3 
(GG1) 

176 (32,8 %) 46 (30,5 %) 

Gleason de patología 3+4 
(GG2) 

268 (50,0 %) 52 (34,4 %) 

Gleason de patología 4+3 
(GG3) 

69 (12,9 %) 31 (20,5 %) 

Gleason de patología > = 
4+4 (≥GG4) 

23 (4,3 %) 22 (14,6 %) 

pT2 312 (58,2 %) 88 (58,3 %) 

pT3 224 (41,8 %) 63 (41,7 %) 

pT4 0 (0 %) 0 (0 %) 

Márgenes quirúrgicos 
positivos 

197 (36,8 %) 33 (21,9 %) 

Estado capsular 139 (25,9 %) 37/151 (24,5 %) 

Invasión de vesícula 
seminal positiva 

87 (16,2 %) N/D 

Invasión de ganglios 
linfáticos positivos 

17 (3,2 %) 10 (6,6 %) 

Meses de seguimiento 
Media 105,1 73,7 

mediana de RIQ 120,2 73,6 

N.º de acontecimientos de 
resultado /n.º de pacientes 
total (porcentaje) 

RBQ <5 años 169/480 (35,2 %) 45/151 (29,8 %) 

RBQ <10 años 210/402 (52,2 %) - 

RC <5 años 46/472 (9,7 %) 4/151 (2,6 %) 

RC <10 años 61/337 (18,1 %) - 

N.º de acontecimientos de 
tratamiento de rescate /n.º 
de pacientes total 
(porcentaje) 

RTR <5 años 130/475 (27,4 %) 12/151 (7,9 %) 

RTR <10 años 164/381 (43,0 %) - 

TPAR <5 años 75/467 (16,1 %) 16/151 (10,6 %) 

TPAR <10 años 110/350 (31,4 %) - 

N.º de acontecimientos de 
mortalidad /N.º de 
pacientes total (porcentaje) 

SECP <5 años 13/453 (2,9 %) 1/151 (0,7 %) 

SECP <10 años 25/304 (8,2 %) - 

SG <5 años 25/465 (5,4 %) 1/151 (0,7 %) 

SG <10 años 51/331 (15,4 %) - 
 
Para la edad del paciente, PSA preoperatorio, porcentaje de tumor en biopsia, volumen prostático y densidad del PSA, 
los valores mínimos y máximos se muestran en cada cohorte, mientras que los valores de la mediana y el RIQ se 
representan entre paréntesis. Para las categorías de riesgo CAPRA, se muestra el número de pacientes y porcentaje 5 
por grupo de riesgo. En caso de patología prequirúrgica, se indican las puntuaciones de Gleason de la biopsia y los 
grupos de grados de Gleason, así como las fases clínicas (por número y porcentaje de pacientes). La patología 
posquirúrgica está representada por las puntuaciones de Gleason de la patología y los grupos de grados de Gleason, 
las fases de la patología, el estado del margen quirúrgico después de la prostatectomía, el estado de invasión tumoral 
de las vesículas seminales y los ganglios linfáticos pélvicos (por número y porcentaje de pacientes). En este sentido, 10 
se observa que la extensión extracapsular no se proporcionó como parámetro principal sino que se derivó de la fase 
de la patología pT3a. El seguimiento demuestra los períodos de seguimiento medio y mediano en meses después de 
la cirugía para todos los pacientes. La categoría de resultado ilustra la recidiva bioquímica (RBQ) y la recidiva clínica 
a metástasis (RC) acumulada a los 5 y 10 años del tratamiento primario posquirúrgico. La categoría de tratamiento 
enumera el inicio acumulativo a los 5 y 10 años para la radioterapia de rescate (RTR) o la terapia de privación de 15 
andrógenos de rescate (TPAR) después de la cirugía. La mortalidad se muestra como supervivencia específica del 
cáncer de próstata (SECP), así como supervivencia general (SG). Para todos los resultados, se muestra el número de 
hombres que experimentaron el resultado por el número total de hombres con el respectivo seguimiento a los 5 o 10 
años, en donde el porcentaje de acontecimientos se da entre paréntesis. (B) Datos demográficos de la cohorte de 
pacientes con biopsia diagnóstica. (N/D = no disponible). 20 
 
Métodos de laboratorio 
 
Para tener en cuenta la posible heterogeneidad del tumor, los dos cortes de tejido de la cohorte con PR se combinaron 
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antes de la extracción del ácido nucleico. Se abordó una diferencia potencial en la celularidad tumoral de los cortes 
de tejido mediante la normalización de los resultados de RT-qPCR de las transcripciones de PDE4D a los cuatro genes 
de referencia HPRT1, TUBA1B, PUM1 y TBP. Todos los métodos de laboratorio molecular utilizados, incluidos los 
cebadores de y las sondas de oligonucleótidos para RT-qPCR (PCR cuantitativa en tiempo real), la extracción de ARN, 
y el control de calidad y los procedimientos para incluir/descartar muestras del análisis estadístico se describieron 5 
anteriormente (véase Alves de Inda M. et al., "Validation of Cyclic Adenosine Monophosphate Phosphodiesterase-4D7 
for its Independent Contribution to Risk Stratification in a Prostate Cancer Patient Cohort with Longitudinal Biological 
Outcomes", European Urology Focus, 2017). 
 
Secuenciación de ARN 10 
 
Procesamiento de muestras de ARN: Se usaron 100 ng de ARN total como entrada para eliminar el ARN ribosómico 
usando el kit de eliminación de ARNr Ribo-Zero Gold (humano/ratón/rata) (Illumina Inc.) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Para la construcción de bibliotecas, se utilizó el total del ARN agotado como entrada en 
el kit de preparación de bibliotecas Scriptseq V2 RNA-Seq (Epicentre/Illumina Inc.). Las bibliotecas de RNAseq 15 
preparadas se secuenciaron utilizando un sistema de secuenciación NextSeq 500 (extremo emparejado; longitud de 
lectura de 2 x 75 pb; aprox. 80 millones de lecturas totales por muestra). 
 
Procesamiento de datos de RNAseq: Los datos sin procesar de RNAseq se preprocesaron utilizando el software 
bcl2fastq de Illumina que incorpora un filtrado por puntuaciones phred, reduciendo de este modo las lecturas de baja 20 
calidad. Dado que FFPE puede degenerar las bases, los resultados de la secuenciación se han filtrado utilizando un 
algoritmo de puntuación para seleccionar lecturas que representen la fracción de alta calidad. La puntuación se calculó 
para un conjunto de lecturas en una muestra de la siguiente manera: El conjunto de lecturas se alineó con un genoma 
de referencia. El resultado de la alineación para cada lectura (es decir, el número de bases que se asignan 
correctamente al genoma de referencia) se contó por lectura. El número total de bases mapeadas con éxito se sumó 25 
sobre todas las lecturas del conjunto. Esta suma se dividió por el número total de bases del conjunto. El número 
relativo resultante se denominó puntuación: 
 

Puntuación = suma de todas las lecturas en la muestra (N_BASES_ALINEADAS por lectura) / 
N_BASES_MUESTRA; (2) 30 

 
Se utilizó un filtro de puntuación para seleccionar el subconjunto de lecturas que contribuyen a la puntuación EQ por 
su buen resultado de alineación (todas o la mayoría de las bases se asignan correctamente al genoma). El subconjunto 
derivado de lecturas de alta calidad se seleccionó para su posterior procesamiento. Si las lecturas se mapearon 
fragmentándolas (lo que puede ser necesario al alinear el ARN), la medida se calculó en función de la calidad de 35 
alineación de los fragmentos y los fragmentos se seleccionaron en consecuencia. 
 
Filtrado de calidad de lectura: Para retener solo lecturas de alta calidad, se aplicaron las siguientes etapas de filtrado. 
Las lecturas se descartaron cuando >50 % de las bases tenían una puntuación de phred <11; las bases en los 
extremos de lectura cortan la lectura si la puntuación de phred es <11; las lecturas <63 bases se descartaron; las 40 
lecturas con identificaciones de bases desconocidas (N) se eliminaron; solo se mantuvieron las lecturas donde los 
pares en cada lectura pasó el filtro de calidad. 
 
Cálculo de la expresión génica: Para garantizar la comparabilidad de los valores de expresión entre muestras, todos 
los recuentos de lectura se normalizaron mediante el método de transcripciones por millón (TPM) como se ha 45 
implementado en el algoritmo RSEM (véase Li B. et al., "RNA-Seq gene expression estimation with read mapping 
uncertainty", Bioinformatics, Vol. 26, N.º 4, páginas 493-500, 2010). 
 
Análisis de datos y estadísticas 
 50 
La generación de la expresión de la transcripción de PDE4D normalizada se realizó restando el Cq de RT-qPCR de la 
transcripción de PDE4D respectiva del Cq de RT-qPCR promediado de los genes de referencia. Los perfiles de 
expresión de PDE4D5, PDE4D7 y PDE4D9 normalizados se transformaron en puntuaciones de PDE4D5, PDE4D7 y 
PDE4D9, como se ha descrito para PDE4D7 en detalle anteriormente. En el análisis de correlación para varios 
resultados biológicos y relacionados con el tratamiento disponibles (consúltese la TABLA 10), las puntuaciones de la 55 
transcripción de PDE4D se utilizaron como una variable continua o categórica definida como: a) puntuación de 
PDE4D5/7/9 (1≤2); b) puntuación de PDE4D5/7/9 (>2 y ≤3); c) puntuación de PDE4D5/7/9 (>3 y ≤4); y d) puntuación 
de PDE4D5/7/9 (>4 y ≤5). La puntuación de riesgo de CAPRA y las categorías correspondientes de riesgo bajo (1), 
intermedio (2), alto (3) se calcularon como se describe en Cooperberg M.R. Se aplicaron análisis de regresión de Cox 
univariado y multivariado y análisis de Kaplan Meier para correlacionar la supervivencia libre de progresión de la 60 
recidiva bioquímica (RBQ), o la supervivencia libre de tratamiento secundario (radiación de rescate o privación de 
andrógenos) (STFS) con la puntuación de PDE4D7 en la cohorte con PR (n = 536) y la cohorte con PR* de Taylor B.S. 
et al., "Integrative genomic profiling of human prostate cancer", Cancer Cell, Vol. 18, N.º 1, páginas 11-22, 2010 (178 
pacientes de los cuales 130 se incluyeron en nuestro estudio) y la cohorte con BD (n = 151). Para determinar el estado 
de TMPRSS2-ERG de muestras de pacientes en cohortes de Exon Array, se usaron valores de expresión de ERG 65 
relativos y se aplicó partición alrededor de Medoides (PAM, paquete R, "agrupación" k = 2) para asignar las muestras 
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de pacientes al grupo positivo o negativo de ERG en función de la expresión. Los análisis de la curva de decisión se 
realizaron como se describe en Vickers A.J. et al., "Extension to decision curve analysis, a novel method for evaluating 
diagnostic tests, prediction models and molecular markers", BMC Medical Informatics and Decision Making, Vol. 8, 
páginas 1-17, 2008. Para el análisis estadístico, se utilizó el paquete de software MedCalc (MedCalc Software BVBA, 
Ostende, Bélgica). 5 
 
RESULTADOS 
 
La asociación de las puntuaciones de la transcripción de PDE4D con los resultados clínicos longitudinales depende 
del estado de fusión de TMPRSS2-ERG 10 
 
En primer lugar, se propuso hacer un análisis de supervivencia de Kaplan-Meier de las categorías de puntuación de 
PDE4D7 en muestras de pacientes con reordenamiento positivo frente a fusión génica negativa para TMPRSS2-ERG. 
En total, se incluyeron 536 muestras de pacientes con datos sobre el estado de TMPRSS2-ERG, de las cuales 280 
(52,2 %) se definieron como positivas para fusión, mientras que 256 muestras (47,8 %) se definieron como ausentes 15 
de este acontecimiento de fusión específico de próstata. La recidiva bioquímica (RBQ) se seleccionó como criterio de 
valoración alternativo para la progresión de la enfermedad posquirúrgica debido al número significativo de 
acontecimientos para este resultado en las cohortes de pacientes estudiadas (consúltese la TABLA 10). 
 
Se observó una clara diferencia en el análisis de supervivencia libre de progresión de RBQ entre los tumores con 20 
fusión positivos frente a los negativos con un valor p de orden logarítmico altamente significativo (<0,0001) para las 
categorías de PDE4D7 en presencia de la fusión génica TMPRSS2-ERG reordenada (véase figura 12). El grupo de 
pacientes con el nivel más alto de expresión de PDE4D7 (es decir, puntuaciones de PDE4D7 de 4 a 5) mostró el riesgo 
más bajo de progresión de la enfermedad después de la cirugía en los cánceres positivos para la fusión TMPRSS2-
ERG. En cambio, en los tumores de próstata sin un acontecimiento de fusión génica de ERG, la discriminación en la 25 
supervivencia de Kaplan-Meier entre las cuatro categorías diferentes de PDE4D7 definidas no fue significativa (valor 
p de orden logarítmico = 0,08; véase la figura 13). De manera interesante, al observar el análisis de supervivencia libre 
de progresión de RBQ de la puntuación de PDE4D5, encontramos la situación opuesta en comparación con lo que se 
observó para las puntuaciones de PDE4D7. Solo en tumores libres de fusión génica, las categorías de puntuación de 
PDE4D5 predijeron significativamente (valor p de orden logarítmico <0,0001) la recaída bioquímica (véanse las figuras 30 
14 y 15). Se observó un resultado similar al de las puntuaciones de PDE4D5 también para las categorías de puntuación 
de PDE4D9 con un valor p de orden logarítmico <0,0001 en el análisis de supervivencia en tumores negativos para 
TMPRSS2-ERG. Sin embargo, en contraste con el análisis de las puntuaciones de PDE4D5, el análisis de 
supervivencia de las categorías de puntuación de PDE4D9 en los cánceres con fusión génica positiva también resultó 
en una asociación significativa con la recidiva bioquímica, aunque con un valor p algo más débil en comparación con 35 
los tumores negativos para TMPRSS2-ERG (valor p de orden logarítmico = 0,005 frente a valor p de orden logarítmico 
<0,0001, respectivamente; véanse las figuras 16 y 17. 
 
Después, se investigó en qué medida se determinó que las categorías de puntuación para las tres transcripciones de 
PDE4D expresadas en cáncer de próstata diferentes eran mutuamente excluyentes en muestras de pacientes 40 
individuales o si se veía la misma categoría de puntuación (por ejemplo, [1-2] o [4-5]) en las mismas muestras para 
las tres variantes de empalme de PDE4D estudiadas. Para ello, se trazó un mapa de calor (que no se muestra en las 
figuras) que incluía las 536 muestras de pacientes con una división inicial entre muestras positivas para la fusión 
génica TMPRSS2-ERG frente a muestras negativas para la fusión. Mientras que las muestras negativas para 
TMPRSS2-ERG se ordenaron según su categoría de puntuación de PDE4D5 o PDE4D9, las muestras positivas para 45 
la fusión génica se ordenaron de acuerdo con su categoría de puntuación de PDE4D7 de menor a mayor. Los mapas 
de calor replicaron los resultados del análisis de supervivencia de Kaplan-Meier con más acontecimientos en las 
categorías más bajas de puntuación de isoformas PDE4D. Sin embargo, las categorías de puntuación de la 
transcripción de PDE4D no se superponían hasta cierto punto dentro de una muestra de pacientes. Al enfocarse en la 
categoría de puntuación más baja (es decir, todas las puntuaciones para PDE4D5/PDE4D7/PDE4D9 entre [1-2]), se 50 
identificaron 31 muestras con al menos una de las tres transcripciones de PDE4D con una categoría de puntuación 
[1-2] (véase la figura 18). Para tres muestras (marcadas en negrita) se midió la categoría de puntuación más baja para 
las tres transcripciones de PDE4D, mientras que para dos muestras (marcadas en cursiva y negrita) al menos dos 
transcripciones de PDE4D pertenecían a la categoría de puntuación más baja. Para las otras 26 muestras, solo se 
midió una variante de empalme de PDE4D expresada muy baja, mientras que las otras dos isoformas, 55 
respectivamente, mostraron niveles de expresión más altos en estas muestras. El riesgo de desarrollar metástasis o 
de morir de cáncer de próstata (6 y 5 de los 31 pacientes, respectivamente) aumenta fuertemente con niveles de 
expresión reducidos de múltiples isoformas PDE4D largas expresadas en la próstata (véase la figura 18). Asimismo, 
la escala de tiempo después de la cirugía para un acontecimiento como RBQ fue generalmente más corta (<2 años) 
en aquellos pacientes con al menos dos puntuaciones de transcripción de PDE4D [1-2] y/o [2-3]. Por el contrario, 60 
cuanto mayor sea el nivel de expresión de al menos una de las tres variantes de empalme de PDE4D, menor será la 
posibilidad de experimentar RBQ después de la cirugía. O bien, en caso de que sucediera el acontecimiento, era 
típicamente en una escala de tiempo más larga (2-5 años, en algunos casos >5 años después del tratamiento primario). 
Considerados en conjunto, estos datos indican que, junto a PDE4D7, otras transcripciones largas de PDE4D, en 
concreto, PDE4D5 y PDE4D9, también pueden tener un valor de pronóstico significativo en el cáncer de próstata. Por 65 
lo tanto, se planteó la hipótesis de que la suma de la puntuación de PDE4D5 y PDE4D9, a la de PDE4D7, podría 
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aumentar el poder para predecir el riesgo posquirúrgico de progresión de la enfermedad, ya sea sobre las variables 
clínicas o sobre el modelo basado en PDE4D7 descrito anteriormente (véase también Alves de Inda M. et al. y van 
Strijp D. et al., "The Prognostic PDE4D7 Score in a Diagnostic Biopsy Prostate Cancer Patient Cohort with Longitudinal 
Biological Outcomes", Prostate Cancer, 2018). 
 5 
Modelo de regresión logística de variables clínicas y transcripciones largas de PDE4D expresadas en cáncer de 
próstata 
 
Para probar este concepto, desarrollamos un modelo de pronóstico para incluir la puntuación clínica de CAPRA (véase 
Cooperberg M.R.) junto con las puntuaciones del perfil de expresión génica de PDE4D5, PDE4D7 y PDE4D9. Para el 10 
desarrollo del modelo se utilizaron las cohortes con PR (n = 536) y PR* (n = 130). Se realizó un análisis de regresión 
logística para predecir la recaída bioquímica posquirúrgica en las cohortes con PR y PR* para estimar los pesos de la 
puntuación de CAPRA, así como de las transcripciones de PDE4D. Los coeficientes se calcularon por regresión 
logística. Después, se ajustaron los coeficientes iniciales después del análisis de regresión logística de las cuatro 
entradas del modelo en la cohorte con PR* calculando un promedio de los coeficientes para las cohortes con PR y 15 
PR*, por tanto teniendo en cuenta la heterogeneidad de los diferentes grupos de pacientes. El modelo final CAPRA y 
PDE4D5/7/9 (co1 ꞏ puntuación de PDE4D5 + co2 ꞏ puntuación de PDE4D7 + co3 ꞏ puntuación de PDE4D9 + co4 ꞏ 
puntuación de CAPRA, donde co1, co2, co3 y co4 son los coeficientes de regresión) se probó por su poder de pronóstico 
para predecir RBQ, así como el inicio del tratamiento secundario después de la cirugía (es decir, radiación o privación 
hormonal) en la cohorte independiente de pacientes con BD. Para cualquier otro resultado, como metástasis o muerte, 20 
se usaron las cohortes con PR y PR* (observación: estos criterios de valoración clínicos no se utilizaron durante el 
desarrollo del modelo). En la siguiente TABLA 11 se proporciona una descripción general del modelo de regresión 
logística. 
 
TABLA 11: El modelo de combinación de puntuación de CAPRA y PDE4D5/7/9 fue desarrollado mediante la regresión 25 
logística de la puntuación de CAPRA y los valores de expresión de PD4D5, PDE4D7 y PDE4D9 normalizados en la 
cohorte de pacientes con PR (n = 480 con seguimiento completo a los 5 años después de la cirugía) y en la cohorte 
con PR* (n = 130; Taylor et al, 2010). Los coeficientes de regresión logística para las dos cohortes se promediaron 
para generar un coeficiente medio para PD4D5, PDE4D7 y PDE4D9 y la puntuación de CAPRA en función de los 
datos de dos cohortes de pacientes independientes para tener en cuenta la variación de diferentes grupos de 30 
pacientes. Estos coeficientes se utilizaron como pesos en el modelo de regresión final de CAPRA y PDE4D5/7/9. 
Observación: La puntuación de CAPRA se calcula con base en Cooperberg M.R.; sin embargo, dado que faltaba la 
información sobre el número de núcleos de biopsia positivos para la cohorte con PR*, la puntuación de CAPRA para 
esta cohorte se calculó utilizando solo la edad del paciente, PSA preoperatorio, puntuación de Gleason de la biopsia 
y fase clínica. La influencia de la información faltante en los núcleos de biopsia fue muy limitada, según se probó en 35 
la cohorte con PR y en la cohorte con BD (datos no mostrados). 
 
Cohorte con PR de regresión logística (PDE4D5, PDE4D7, PDE4D9, CAPRA)

DependienteY RBQ    

Método Introducir  

Tamaño de la muestra 480    

Casos positivos 169 (35,21 %)  

Casos negativos 311 (64,79 %)    

Coeficientes y errores estándar 

Variable Coeficiente Error estándar Wald P

PDE4D5 -0,60657 0,16298 13,8512 0,0002 

Constante 1,371151 0,53891 6,5336 0,0106

Variable Coeficiente Error estándar Wald P 

PDE4D7 -0,95369 0,16742 32,4485 <0,0001

Constante 2,51574 0,5518 20,7859 <0,0001 

Variable Coeficiente Error estándar Wald P

PDE4D9 -0,68031 0,189 12,9565 0,0003 

Constante 1,60341 0,61852 6,7201 0,0095

Variable Coeficiente Error estándar Wald P 

Puntuación de CAPRA 0,81575 0,086203 89,5511 <0,0001

Constante -3,53088 0,33073 113,9781 <0,0001 
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(continuación) 
Cohorte con PR* de regresión logística (PDE4D5, PDE4D7, PDE4D9, CAPRA) 

DependienteY RBQ  

Método Introducir    

Tamaño de la muestra 130  

Casos positivos 26 (20,00 %)    

Casos negativos 104 (80,00 %)  

Coeficientes y errores estándar 

Variable Coeficiente Error estándar Wald P 

PDE4D5 -0,91989 0,41366 4,9451 0,0262

Constante 6,8611 3,68577 3,4652 0,0627 

Variable Coeficiente Error estándar Wald P

PDE4D7 -0,47163 0,23486 4,0326 0,0446 

Constante 2,4353 1,88706 1,6655 0,1969

Variable Coeficiente Error estándar Wald P 

PDE4D9 -0,77544 0,32339 5,7495 0,0165

Constante 5,30545 2,77079 3,6664 0,0555 

Variable Coeficiente Error estándar Wald P

Puntuación de CAPRA 0,48565 0,13132 13,6763 0,0002 

Constante -2,32506 0,37523 38,394 <0,0001

 

Modelo Promedio 

Coeficientes     

co1 PDE4D5 -0,76  

co2 PDE4D7 -0,71   

co3 PDE4D9 -0,73  

co4 Puntuación de CAPRA 0,65   
a 459 muestras para análisis de CAPRA 
 
En una realización particularmente preferida, 
 

el coeficiente co1 para PDE4D5 está en el intervalo de -1,26 a -0,26, preferentemente, en el intervalo de -1,16 a -5 
0,36, más preferentemente, en el intervalo de -1,06 a -0,46, más preferentemente, en el intervalo de -0,96 a -0,56, 
más preferentemente, en el intervalo de -0,86 a -0,66, lo más preferentemente, -0,76, y/o 
el coeficiente co2 para PDE4D7 está en el intervalo de -1,21 a -0,21, preferentemente, en el intervalo de -1,11 a -
0,31, más preferentemente, en el intervalo de -1,01 a -0,41, más preferentemente, en el intervalo de -0,91 a -0,51, 
más preferentemente, en el intervalo de -0,81 a -0,61, lo más preferentemente, -0,71, y/o 10 
el coeficiente co3 para PDE4D9 está en el intervalo de -1,23 a -0,23, preferentemente, en el intervalo de -1,13 a -
0,33, más preferentemente, en el intervalo de -1,03 a -0,43, más preferentemente, en el intervalo de -0,93 a -0,53, 
más preferentemente, en el intervalo de -0,83 a -0,63, lo más preferentemente, -0,73, y/o 
el coeficiente co4 para la puntuación de CAPRA prequirúrgico está en el intervalo de 0,15 a 1,15, preferentemente, 
en el intervalo de 0,25 a 1,05, más preferentemente, en el intervalo de 0,35 a 0,95, más preferentemente, en el 15 
intervalo de 0,45 a 0,85, más preferentemente, en el intervalo de 0,55 a 0,75, lo más preferentemente, 0,65. 

 
Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier del modelo de CAPRA y PDE4D5/7/9 
 
En el análisis de supervivencia de Kaplan-Meier, el modelo de CAPRA y PDE4D5/7/9 estratificó a 29 hombres (19,2 %) 20 
de la cohorte con BD total (n = 151) dentro de la clase de puntuación más baja [1-2] en un grupo de pacientes sin 
riesgo sobre el periodo de seguimiento de 60 a 200 meses de recaída de PSA ni ningún riesgo de iniciar tratamientos 
secundarios (véanse las figuras 19 y 20). Al aumentar ligeramente el límite de esta categoría de puntuación del modelo 
de [1-2] a [1-2,1], el número de hombres en este grupo sin riesgo de progresión de la enfermedad posquirúrgica 
aumentará de 29 a 36 sujetos (23,8 %; datos no mostrados). En cambio, el paciente con las categorías más altas de 25 
puntuaciones de CAPRA y PDE4D5/7/9 de [3-4] y [4-5] experimenta un riesgo de progresión bioquímica dentro de los 
5 años después de la cirugía del 63,9 % y 83,3 %, respectivamente. De manera similar, el riesgo de someterse a un 
tratamiento secundario estimado a partir del análisis de supervivencia en un período de 5 años después de la cirugía 
fue del 44,1 % y del 75 % para estos grupos de pacientes, respectivamente (véanse las figuras 19 y 20). 
 30 
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Análisis de la curva ROC del modelo CAPRA y PDE4D5/7/9 
 
Para la cohorte con BD (como se indicó anteriormente), se probaron como resultados la RBQ y el inicio de la terapia 
secundaria. Se comparó el modelo de CAPRA y PDE4D5/7/9 con el modelo de CAPRA y PDE4D7 descrito 
anteriormente (véase también van Strijp D. et al.). Para ambos criterios de valoración clínicos probados, identificamos 5 
un aumento en el ABC (área bajo la curva) del 10 % y el 6 %, respectivamente, en comparación con la puntuación de 
CAPRA sola y el 5 % y el 4 %, respectivamente en comparación con el modelo de CAPRA y PDE4D7 (véanse las 
figuras 21 y 22). 
 
Para explorar más a fondo este efecto, se probaron otros resultados además de la recaída bioquímica. Según se 10 
desarrolló el modelo de combinación de las puntuaciones de transcripción de CAPRA y PDE4D utilizando RBQ como 
criterio de valoración en las dos cohortes con prostatectomía radical (PR y PR*), no se probó el modelo en esos 
criterios de valoración en estas cohortes. En su lugar, se usaron otros resultados para probar como la progresión a 
metástasis después de la cirugía o la muerte por cáncer de próstata después de tratamientos primarios (es decir, PR) 
o secundarios (es decir, RTR, radioterapia de rescate); TPAR (terapia de privación de andrógenos de rescate) para 15 
investigar el valor añadido potencial de PDE4D5 y PDE4D9 al modelo de CAPRA y PDE4D7 descrito anteriormente. 
La TABLA 12 proporciona una descripción general del aumento en las ABC (áreas bajo las curvas) de hasta un 5 % y 
hasta un 12 % en comparación con la puntuación de CAPRA o el modelo de puntuación de CAPRA y PDE4D7, 
respectivamente cuando se utiliza el valor de pronóstico adicional de PDE4D5 y PDE4D9 además del modelo de 
puntuación de CAPRA y PDE4D7. Estos datos indican que el uso de transcripciones de PDE4D relevantes para la 20 
próstata adicionales puede aumentar el poder de pronóstico de nuestro modelo de combinación publicado previamente 
de la puntuación de CAPRA y PDE4D7. 
 

TABLA 12: Descripción general de las ABC para la puntuación de CAPRA, los modelos de regresión de CAPRA y 
PDE4D7, y de CAPRA y PDE4D5/7/9 para predecir múltiples criterios de valoración en varias cohortes de pacientes. 25 

Cohorte de 
pacientes 

Criterio de valoración clínico 
probado (postratamiento) 

N.º de 
acontecimientos

Puntuación de 
CAPRA y PDE 

4D5/7/9

Puntuación de 
CAPRA y PDE 

4D7 

Puntuación de 
CAPRA 

ABC 

PR* (n = 130) metástasis (poscirugía) 8 (6,2 %) 0,86 0,82 0,74

BD (n = 151) 
recidiva de PSA a los 5 años 
(poscirugía)

45 (19,8 %) 0,87 0,82 0,77 

BD (n = 151) 
inicio a los 5 años de 
tratamiento secundario 
(poscirugía) 

27 (17,9 %) 0,82 0,78 0,76 

PR (n = 220) 
muerte por cáncer de 
próstata a los 10 años 
(poscirugía) (pGleason >6) 

21 (11,1 %) 0,78 0,78 0,74 

PR (n = 86) 
muerte por cáncer de 
próstata a los 10 años (post-
RTR) 

18 (20,9 %) 0,78 0,76 0,7 

PR (n = 61) 
muerte por cáncer de 
próstata a los 10 años (post-
TPAR) 

17 (27,9 %) 0,74 0,72 0,67 

 
Se indica la cohorte de pacientes que se utilizó para el criterio de valoración respectivo, incluido el número de pacientes 
con los respectivos períodos de seguimiento. Los criterios de valoración clínicos probados se proporcionan, incluido 
el número y el porcentaje de los acontecimientos probados respectivamente. Observación: La puntuación de CAPRA 
se calcula con base en Cooperberg M.R.; sin embargo, como faltaba la información sobre el número de núcleos de 30 
biopsia positivos para la cohorte con PR*, la puntuación de CAPRA para esta cohorte se calculó utilizando la edad del 
paciente, PSA preoperatorio, puntuación de Gleason de la biopsia y fase clínica solamente. La influencia de la 
información faltante en los núcleos de biopsia fue muy limitada, según se probó en la cohorte con PR y con BD. 
 
Análisis de la curva de decisión del modelo de CAPRA y PDE4D5/7/9 35 
 
El análisis de la curva de decisión es un análisis del beneficio neto, que compara las tasas ponderadas de verdaderos 
positivos con las de falsos positivos a través de diferentes umbrales de riesgo que un médico/paciente podría querer 
aceptar (véase Vickers A.J. et al., "Net benefit approaches to the evaluation of prediction models, molecular markers, 
and diagnostic tests", BMJ, Vol. 25, 2016). Se exploró el beneficio neto de evitar el tratamiento primario en función del 40 
riesgo previsto de una recaída del PSA después de la cirugía para la puntuación de CAPRA y la puntuación de CAPRA 
y PDE4D7 frente al modelo de combinación de CAPRA y PDE4D5/7/9 presentado en el presente caso. El análisis 
demostró que todos los modelos mostraron un mejor beneficio neto en comparación con la estrategia "tratar todos", 
mientras que el modelo combinado de CAPRA con las tres transcripciones de PDE4D reveló el mejor beneficio neto 
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en todos los umbrales de decisión modelados (véase la figura 23). De manera similar, el análisis de reducción neta en 
el tratamiento primario reveló una diferencia sustancial en la reducción del tratamiento entre la puntuación de CARPA 
y el modelo combinado de CARPA y PDE4D5/7/9 en todos los umbrales de decisión (véase la figura 24). Además, la 
adición de PDE4D5 y PDE4D9 al modelo CAPRA y PDE4D7 mejora claramente el beneficio neto en el análisis de la 
curva de decisión y reduciría de manera más eficaz el número de intervenciones por cada 100 pacientes en 5 
comparación con el modelo de combinación de CAPRA con PDE4D7 solo. 
 
Se ilustra que el modelo de riesgo CAPRA y PDE4D7 presentado anteriormente se puede mejorar aún más añadiendo 
otras transcripciones largas de PDE4D al modelo. La justificación de este beneficio de pronóstico adicional de PDE4D5 
y PDE4D9 está respaldada por las diferencias en el poder de predicción entre los tumores de pacientes positivos frente 10 
a los negativos con fusión génica TMPRSS2-ERG. Al complementar PDE4D7 con las otras dos transcripciones de 
PDE4D relevantes para el cáncer de próstata, PDE4D5 y PDE4D9, se construyó un modelo de pronóstico más 
completo para evaluar el riesgo de progresión de la enfermedad antes de la intervención primaria. 
 
Análisis 15 
 
Se ha demostrado que un modelo predictivo del algoritmo de riesgo clínico CAPRA en combinación con el biomarcador 
de cáncer de próstata PDE4D7 aporta valor a la estratificación del riesgo de cáncer de próstata (véase también Alves 
de Inda M. et al. y van Strijp D. et al.). Los resultados experimentales proporcionados demuestran que PDE4D7 añade 
valor independiente al modelo clínico CAPRA y mejora significativamente el poder de pronóstico para predecir la 20 
progresión de la enfermedad posquirúrgica. Con el fin de aumentar aún más el valor de este modo de combinación de 
CAPRA y PDE4D7, se identificaron diferencias de expresión de varias isoformas largas de PDE4D en el material del 
tumor primario que eran diferentes para el reordenamiento génico TMRPSS2-ERG específico del cáncer de próstata 
(véase Böttcher R. et al., "Human PDE4D isoform composition is deregulated in primary prostate cancer and indicative 
for disease progression and development of distant metastases", Oncotarget, Vol. 7, N.º 43, páginas 70669-70684, 25 
2016). 
 
Los datos del estudio presentados aquí nos permitieron diseccionar el impacto de tres transcripciones diferentes de 
PDE4D, PDE4D5, PDE4D7 y PDE4D9 sobre el riesgo de progresión de la enfermedad posquirúrgica en función del 
antecedente genómico del tumor del paciente. De manera interesante, se encontró que PDE4D7 se asoció 30 
significativamente con la recidiva de la enfermedad posterior al tratamiento en un antecedente positivo de fusión 
TMRPSS2-ERG, mientras que fue de menos pronóstico en pacientes sin este acontecimiento de fusión génica en 
particular. En cambio, PDE4D5 y PDE4D9 fueron de alto pronóstico en un antecedente genómico sin fusión, mientras 
que PDE4D5 no lo fue y PDE4D9 se asoció de manera menos significativa con la progresión de la enfermedad cuando 
la fusión genómica estaba presente. 35 
 
La vigilancia activa (VA) se ha convertido en una alternativa de tratamiento aceptada y es recomendada por las guías 
nacionales para hombres con cáncer de próstata de bajo y muy bajo riesgo (véase Briganti A. et al., "Active 
Surveillance for Low-risk Prostate Cancer: The European Association of Urology Position in 2018", European Urology, 
Vol. 74, N.º 3, páginas 357-368, 2018). El principio rector de VA es retrasar, no evitar el tratamiento primario. El cambio 40 
de VA a intervención activa debe realizarse mientras la intención del tratamiento aún es curativa. Por consiguiente, los 
hombres en VA tienen que seguir estrictos programas de seguimiento, ya que la interrupción y el cambio al tratamiento 
activo tienen lugar ante el primer signo de progresión de la enfermedad, como un aumento del PSA, una puntuación 
de Gleason de la biopsia o una migración de la fase clínica. Sin embargo, teniendo en cuenta el bajo riesgo de 
mortalidad de los hombres en el arma de seguimiento activo del ensayo ProtecT, es cuestionable hasta qué punto 45 
estos cambios observados en la presentación clínica de la enfermedad se correlacionan con la verdadera progresión 
biológica de la enfermedad (véase Hamdy C.F. et al., "10-Year Outcomes after Monitoring, Surgery, or Radiotherapy 
for Localized Prostate Cancer", The New England Journal of Medicine, Vol. 375, páginas 1415-1424, 2016). 
 
En la actualidad, se considera la nueva tecnología como la IRM multiparamétrica o la genómica para la estratificación 50 
de los hombres en vigilancia activa o para el seguimiento de los hombres en VA (véase Eineluoto J.T., "Repeat 
multiparametric MRI in prostate cancer patients on active surveillance", PLoS ONE, Vol. 12, N.º 12, 2017, y Canfield 
S. et al., "Active Surveillance Use Among a Low-risk Prostate Cancer Population in a Large US Payer System: 17-
Gene Genomic Prostate Score Versus Other Risk Stratification Methods", Reviews in Urology, Vol. 19, N.º 4, páginas 
203-212, 2017). Si bien se ha estimado que el coste longitudinal de VA alcanza el mismo orden de magnitud que las 55 
intervenciones primarias (véase Keegan K.A. et al., "Active surveillance for prostate cancer compared with immediate 
treatment: an economic analysis", Cancer, Vol. 118, N.º 14, páginas 3512-3518, 2012) impulsado por el coste de las 
biopsias repetidas en particular (véase Dall'Era M.A., "The economics of active surveillance for prostate cancer", 
Current Opinion in Urology, Vol. 23, N.º 3, páginas 278-282, 2013), cualquier herramienta técnica implementada 
recientemente solo puede ser rentable si su uso lleva a que menos hombres interrumpan la VA con un cambio al 60 
tratamiento definitivo y/o si se minimizan los programas de vigilancia (o incluso se evitan en algunos pacientes). 
 
Se cree que la combinación de una métrica clínica como la puntuación de CAPRA con biomarcadores genómicos 
como los que se presentan en el presente caso, a saber, evaluación de transcripciones de PDE4D (5/7/9) de forma 
larga para predecir el riesgo futuro de que un paciente experimente progresión de la enfermedad, puede brindar apoyo 65 
en el futuro para seleccionar pacientes que se incluirán en la vigilancia activa que requieren un seguimiento muy 
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limitado (poco o ninguno) durante un período de tiempo definido después del inicio de la vigilancia (activa). 
 
La invención se refiere a un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, 
que comprende determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en una 
muestra biológica obtenida del sujeto, determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en 5 
función del perfil de expresión génica, y determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto 
en función de la puntuación de riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. Esto 
puede permitir una estratificación mejorada del sujeto en un entorno prequirúrgico que puede dar como resultado 
mejores decisiones de tratamiento primario. Por ejemplo, la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico puede 
permitir hacer mejores recomendaciones sobre si seleccionar vigilancia activa frente a intervención activa, por ejemplo, 10 
prostatectomía radical, para ciertas subpoblaciones de pacientes con cáncer de próstata. 
 
La lista de secuencias adjunta, titulada 2017PF02734_Sequence Listing_ST25 se incorpora en el presente documento 
por referencia, en su totalidad. 
 15 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> Koninklijke Philips N.V. 
 

<120> ESTRATIFICACIÓN DEL RIESGO PREQUIRÚRGICO BASADA EN LA EXPRESIÓN DE PDE4D7 Y LAS 20 
VARIABLES CLÍNICAS PREQUIRÚRGICAS 
 
<130> 2017PF02734 

 
<160> 73 25 

 
<170> PatentIn versión 3.5 

 
<210> 1 
<211> 7801 30 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 1 

 35 
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<210> 2 
<211> 585 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 21 
<212> ADN 5 
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<213> Secuencia artificial 
 

<220> 
<223> Cebador PDE4D1D2_forward 

 5 
<400> 3 
aatatgaagg agcagccctc a 21 

 
<210> 4 
<211> 18 10 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D1D2_reverse 15 

 
<400> 4 
gtctcgctgg ccagtttc 18 

 
<210> 5 20 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 25 
<223> sonda PDE4D1D2 

 
<400> 5 
catccgagca tggcggga 18 

 30 
<210> 6 
<211> 7715 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 35 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 507 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 7 

 

 10 
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<210> 8 
<211> 7783 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 8 

 

 10 
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<210> 9 
<211> 673 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 8240 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
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<400> 10 
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<210> 11 
<211> 809 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 7979 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 12 

 

 10 
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<210> 13 
<211> 745 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 13 
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68 

 
 

<210> 14 
<211> 19 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D5_forward 

 10 
<400> 14 
gcttctcagc agcaacatc 19 

 
<210> 15 
<211> 20 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D5_reverse 20 

 
<400> 15 
tgccattgtc cacatcaaaa 20 

 
<210> 16 25 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> sonda PDE4D5 

 
<400> 16 
acagcggcgt ttcacggtgg caca 24 

 35 
<210> 17 
<211> 7591 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 40 
<400> 17 
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ES 2 911 245 T3

 



70 
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<210> 18 
<211> 518 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 8130 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 748 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 20 

 

ES 2 911 245 T3

 



81 

 
 

ES 2 911 245 T3

 



82 
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84 

 
 

<210> 21 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D7_forward 

 10 
<400> 21 
gaacattcaa cgaccaacca 20 

 
<210> 22 
<211> 20 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D7_reverse 20 

 
<400> 22 
tgccattgtc cacatcaaaa 20 

 
<210> 23 25 
<211> 27 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> sonda PDE4D7 5 

 
<400> 23 
ctgccgctga ttgctatcac ttctgca 27 

 
<210> 24 10 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 15 
<223> Cebador directo 2 de PDE4D7 

 
<400> 24 
cgctgattgc tatcacttct gc 22 

 20 
<210> 25 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 25 
<220> 
<223> cebador inverso de PDE4D7 

 
<400> 25 
gtcgttgact gtggacaaaa tttg 24 30 

 
<210> 26 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 

 
<220> 
<223> sonda 2 PDE4D7 

 
<400> 26 40 
ttcccttgga tcccatgacc agcccataag ggaa 34 

 
<210> 27 
<211> 8130 
<212> ADN 45 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 27 

 

 50 
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90 

 
 

<210> 28 
<211> 687 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 28 
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92 
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93 

 
 

<210> 29 
<211> 8395 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 29 
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98 

 
 

<210> 30 
<211> 679 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 30 

 

 10 
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99 
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100 
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101 

 
 

<210> 31 
<211> 26 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D9_forward 

 10 
<400> 31 
atgagcatta ttatgaagcc aagatc 26 

 
<210> 32 
<211> 22 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PDE4D9_reverse 20 

 
<400> 32 
gtgccattgt ccacatcaaa ac 22 

 
<210> 33 25 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> sonda PDE4D9 

 
<400> 33 
ctacaagttc cctaaggact gcagagg 27 

 35 
<210> 34 
<211> 1435 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
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<400> 34 

 

 
 5 

<210> 35 
<211> 218 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 10 
<400> 35 
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<210> 36 
<211> 24 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador HPRT1_forward 
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<400> 36 
gaggatttgg aaagggtgtt tatt 24 

 
<210> 37 5 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 10 
<223> Cebador HPRT1_reverse 

 
<400> 37 
acagagggct acaatgtgat g 21 

 15 
<210> 38 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 20 
<220> 
<223> sonda HPRT1 

 
<400> 38 
acgtcttgct cgagatgtga tgaagg 26 25 

 
<210> 39 
<211> 1771 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 30 

 
<400> 39 
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<210> 40 
<211> 451 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 5 
<400> 40 

 

 
 

ES 2 911 245 T3

 



107 

 
 

ES 2 911 245 T3

 



108 

 
 

<210> 41 
<211> 22 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador TUBA1B_forward 

 10 
<400> 41 
tgactccttc aacaccttct tc 22 

 
<210> 42 
<211> 18 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador TUBA1B_reverse 20 

 
<400> 42 
tgccagtgcg aacttcat 18 

 
<210> 43 25 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> sonda TUBA1B 

 
<400> 43 
ccgggctgtg tttgtagact tgga 24 

 35 
<210> 44 
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<211> 5416 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 44 5 
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110 
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111 
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<210> 45 
<211> 5410 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 45 

 

ES 2 911 245 T3

 



113 
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115 
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<210> 46 
<211> 1188 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 46 
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120 

 
 

<210> 47 
<211> 1186 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
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<400> 47 

 

 
 

ES 2 911 245 T3

 



122 
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124 

 
 

ES 2 911 245 T3

 



125 

 
 

<210> 48 
<211> 22 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador PUM1_forward 

 10 
<400> 48 
gccagcttgt cttcaatgaa at 22 

 
<210> 49 

ES 2 911 245 T3

 



126 

<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 5 
<223> Cebador PUM1_reverse 

 
<400> 49 
caaagccagc ttctgttcaa g 21 

 10 
<210> 50 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 15 
<220> 
<223> sonda PUM1 

 
<400> 50 
atccaccatg agttggtagg cagc 24 20 

 
<210> 51 
<211> 1921 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 25 

 
<400> 51 

 

 
 

ES 2 911 245 T3

 



127 

 
 

<210> 52 
<211> 339 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 52 

 

 10 
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<210> 53 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 5 
<220> 
<223> cebador TBP_forward 

 
<400> 53 
gccaagaaga aagtgaacat cat 23 10 

 
<210> 54 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220> 
<223> cebador TBP_reverse 

 
<400> 54 20 
atagggattc cgggagtcat 20 

 
<210> 55 
<211> 24 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Sonda TBP 

 30 
<400> 55 
tcagaacaac agcctgccac ctta 24 

 
<210> 56 
<211> 1852 35 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 56 

 40 
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<210> 57 
<211> 375 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 57 

 

 10 
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132 

 
 

<210> 58 
<211> 18 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador ACTB_forward 

 10 
<400> 58 
ccaaccgcga gaagatga 18 

 
<210> 59 
<211> 20 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> cebador ACTB_reverse 20 

 
<400> 59 
ccagaggcgt acagggatag 20 

 
<210> 60 25 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> Sonda ACTB 

 
<400> 60 
ccatgtacgt tgctatccag gct 23 

 35 
<210> 61 
<211> 1229 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 40 
<400> 61 
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<210> 62 
<211> 317 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 62 

 

 10 
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<210> 63 
<211> 317 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 63 
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<210> 64 
<211> 18 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador RPLP0_forward 

 10 
<400> 64 
taaaccctgc gtggcaat 18 

 
<210> 65 
<211> 27 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> Cebador RPLP0_reverse 20 

 
<400> 65 
acatttcgga taatcatcca atagttg 27 

 
<210> 66 25 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> sonda RPLP0 

 
<400> 66 
aagtagttgg acttccaggt cgcc 24 

 35 
<210> 67 
<211> 2458 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
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<400> 67 
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<210> 68 
<211> 2281 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 68 
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<210> 69 
<211> 640 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 69 

 

 10 
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<210> 70 
<211> 640 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 70 

 

 10 
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<210> 71 
<211> 17 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> cebador ALAS-1_forward 

 10 
<400> 71 
agccacatca tccctgt 17 

 
<210> 72 
<211> 22 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 
<223> cebador ALAS-1_reverse 20 

 
<400> 72 
cgtagatgtt atgtctgctc at 22 

 
<210> 73 25 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220> 30 
<223> sonda ALAS-1 

 
<400> 73 
tttagcagca tctgcaaccc gc 22  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, que comprende: 
 

determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en una muestra 5 
biológica obtenida del sujeto, 
determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica, y 
determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 10 

 
2. El método como se define en la reivindicación 1, en donde las variables clínicas prequirúrgicas comprenden una o 
más de: (i) una edad del sujeto; (ii) un nivel de antígeno específico de la próstata (PSA); (iii) una puntuación de Gleason 
de la biopsia primaria y secundaria; (iv) una fase clínica; y (v) un porcentaje de biopsias positivas para tumores. 
 15 
3. El método como se define en la reivindicación 1, que comprende, además: 
 

determinar una puntuación prequirúrgica de evaluación del riesgo de cáncer de próstata (CAPRA) para el sujeto, 
en donde la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico se determina combinando la puntuación de riesgo 
basada en la expresión y la puntuación de CAPRA prequirúrgica. 20 

 
4. El método como se define en la reivindicación 3, en donde la puntuación de riesgo basada en la expresión y la 
puntuación de CAPRA prequirúrgica se combinan con una función de regresión derivada de una población de sujetos 
con cáncer de próstata. 
 25 
5. El método como se define en la reivindicación 1, en donde la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico se 
determina como una puntuación de evaluación de riesgo de cáncer de próstata (CAPRA) prequirúrgica modificada 
para el sujeto, en donde una puntuación de Gleason de la biopsia primaria y secundaria se sustituye por la puntuación 
de riesgo basada en la expresión. 
 30 
6. El método como se define en la reivindicación 5, en donde la puntuación de riesgo basada en la expresión es un 
valor en un intervalo predefinido, en donde dependiendo del valor se añade un número de puntos en el intervalo de 0 
a 3 en la puntuación de CAPRA prequirúrgica modificada. 
 
7. El método como se define en la reivindicación 1, que comprende, además: 35 
 

proponer un tratamiento primario para el sujeto en función de la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico, 
en donde el tratamiento primario se selecciona entre el grupo que consiste en: (i) al menos una prostatectomía 
parcial; (ii) una terapia activa seleccionada de radioterapia, terapia hormonal, quimioterapia y una combinación de 
los mismos; y (iii) vigilancia activa. 40 

 
8. El método como se define en la reivindicación 1, que comprende, además: 
 

normalizar el perfil de expresión génica con respecto a uno o más genes de referencia seleccionados del grupo 
que consiste en: hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1) de Homo sapiens, Tubulina-Alfa-lb (TUBA1B), 45 
miembro de la familia de unión a ARN de pumilio (PUM1) de Homo sapiens, y proteína de unión a la caja TATA 
(TBP) de Homo sapiens, 
en donde la puntuación de riesgo basada en la expresión se determina en función del perfil de expresión génica 
normalizado. 

 50 
9. El método como se define en la reivindicación 8, en donde el uno o más genes de referencia comprenden al menos 
dos, o al menos tres, o la totalidad de HPRT1, TUBA1B, PUM1 y TBP. 
 
10. El método como se define en la reivindicación 1, en donde la puntuación de riesgo basada en la expresión se 
determina con una función de puntuación, en función del perfil de expresión génica, habiéndose derivado la función 55 
de puntuación de perfiles de expresión génica para muestras biológicas de sujetos con cáncer de próstata. 
 
11. El método como se define en la reivindicación 8, en donde la determinación del perfil de expresión génica 
comprende realizar RT-qPCR sobre el ARN extraído de la muestra biológica, en donde se determina un valor de Cq 
para PDE4D7 y para cada uno del uno o más genes de referencia, y en donde la determinación de la puntuación de 60 
riesgo basada en la expresión incluye normalizar el valor de Cq para PDE4D7 usando el valor de Cq para cada uno 
del uno o más genes de referencia y calcular la puntuación de riesgo basada en la expresión como una función lineal 
del valor de Cq normalizado. 
 
12. Un kit de diagnóstico, que comprende: 65 
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al menos un cebador y/o sonda para determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de fosfodiesterasa 
4D (PDE4D7) en una muestra biológica obtenida de un sujeto con cáncer de próstata; y 
un producto de programa informático que almacena instrucciones para calcular una puntuación de pronóstico de 
riesgo prequirúrgico en función del perfil de expresión génica para PDE4D7 y variables clínicas prequirúrgicas del 
sujeto, en donde las instrucciones, cuando se ejecutan por un ordenador, realizan un método que comprende: 5 
 

determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica para PDE4D7, y 
determinar la puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 10 

 
13. Uso del kit según se define en la reivindicación 12 en un método de estratificación del riesgo prequirúrgico de un 
sujeto con cáncer de próstata. 
 
14. Uso de un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en la estratificación del 15 
riesgo prequirúrgico de un sujeto con cáncer de próstata, que comprende: 
 

determinar el perfil de expresión génica en una muestra biológica obtenida del sujeto, 
determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica, y 20 
determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 

 
15. Producto de programa informático que comprende instrucciones que, cuando el programa es ejecutado por un 
ordenador, hacen que el ordenador lleve a cabo un método que comprende: 25 
 

determinar un perfil de expresión génica para la variante 7 de la fosfodiesterasa 4D (PDE4D7) en una muestra 
biológica obtenida de un sujeto con cáncer de próstata, 
determinar una puntuación de riesgo basada en la expresión para el sujeto en función del perfil de expresión 
génica, y 30 
determinar una puntuación de pronóstico de riesgo prequirúrgico para el sujeto en función de la puntuación de 
riesgo basada en la expresión y las variables clínicas prequirúrgicas del sujeto. 
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