Resumen Ejecutivo

Contexto y Objetivo

La oncoproteina KRAS es una diana terapéutica critica en canceres de pancreas,
pulmén y colorrectal. Los inhibidores covalentes existentes (Seccién 6.2) presentan li-
mitaciones, como resistencias y aplicabilidad restringida a mutaciones especificas (e.g.,
G12C). Este trabajo propone PIA-KRASv2-Nb, un nanocuerpo humanizado disenado
mediante el método Protein Interaction Architect (PIA), que bloquea el epitopo
DEYDPTIEDS en la regién Switch I de KRAS con alta afinidad (ipTM = 0.78) y humani-

zacion intrinseca (familia VH3, score Hu-mAb = 1.0).

Metodologia Clave

= Diseno Computacional: Uso del operador cuantico-armoénico PZA para generar
secuencias de CDRs con complementariedad espectral (Ecuacién 6) y restricciones

de humanizacién (Ecuacion 9).

= Muestreo Dirigido: Evaluacion de 100 semillas en AlphaFold-Multimer v3, iden-
tificando 12 conformaciones de alta afinidad (¢pTM > 0.7), con la semilla 72(4.3)

como 6ptima. (Resultados 4)

» Validacién Multinivel: SCALOP (bucles CDR canénicos), NanoBodyBuilder2
(error RMSD < 0.35 A), y Hu-mAb (humanizacion VH3). (Validaciones A)

Resultados Destacados

Métrica Valor

Afinidad (ipTM) 0.78 (semilla 72)

Area enterrada 788 A2

Interacciones clave SER54-GLU24(2.20 A), TYR100-THR28(2.08 A), ASP23-TYR57(2.63 A)
Estabilidad (RMSD) 0.19 A (CDR3), 0.35 A (armazén)

Humanizacién (Hu-mAb) 1.0 (familia VH3)

Cuadro 1: Métricas clave de PIA-KRASv2-Nb. Ver tabla 8 para el analisis completo de
34 contactos

Implicaciones y Futuros Pasos

= Ventajas:

o Humanizacion ab initio sin ingenieria posterior.



e Mecanismo de acciéon pan-mutante (no dependiente de G12C).

» Limitaciones: Necesidad de validacién experimental (afinidad medida por SPR,

ensayos celulares).

» Préximos Pasos: Expresion en E. coli SHuffled, ensayos de unién competitiva con

RAF, y optimizacién para administracién intracelular.

Conclusiéon

PIA-KRASv2-Nb representa un avance en el disenio racional de nanocuerpos terapéu-
ticos, combinando alta afinidad, humanizaciéon intrinseca y reproducibilidad conforma-
cional. La confirmacion experimental de los resultados podria suponer la extension del

método PIA a otras dianas terapéuticas.

Nota: El articulo completo y los modelos 3D estan disponibles en:
https://github.com/NachoPeinador/PIA-KRASv2-Nb bajo licencia CC BY-NC 4.0.
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Resumen

La oncoproteina KRAS sigue siendo un desafio terapéutico debido a las limitaciones
de los inhibidores covalentes actuales. Este trabajo presenta el diseno racional de
PIA-KRASv2-Nb, un nanocuerpo 100 % humanizado generado mediante el mé-
todo Protein Interaction Architect (PIA), que se une al epitopo DEYDPTIEDS
en la regiéon Switch I de KRAS con afinidad excepcional (ipTM = 0.78). A diferencia
de enfoques clasicos, el andamiaje VHH de PIA-KRASv2-Nb surgié intrinsecamen-
te humanizado (familia VH3, score Hui-mAb = 1.0), eliminando la necesidad de
ingenieria a posteriori.

Este estudio demuestra que el método PIA puede generar nanocuerpos terapéu-
ticamente 6ptimos ab initio, combinando alta afinidad, humanizacién intrinseca y
reproducibilidad conformacional. Los resultados posicionan a PIA-KRASv2-Nb
(semilla 72) como candidato lider para inhibicién directa de KRAS. (Tabla 11)

1 Introduccion: El Desafio de KRAS y el Paradigma PIA

Las mutaciones en KRAS impulsan la oncogénesis en tumores de pancreas, pulmén y
colorrectal [7,18,19]. Aunque los inhibidores covalentes anti-G12C marcaron un hito, su
aplicabilidad limitada y las resistencias subrayan la necesidad de estrategias alternativas
[7]. Los nanocuerpos (VHH) han emergido como plataformas prometedoras para bloquear
KRAS, pero su desarrollo enfrenta dos retos histéricos: (1) lograr afinidades sub-nM
hacia regiones dindmicas como Switch I, y (2) minimizar la inmunogenicidad mediante
humanizacion [11,27].

El método PIA (Protein Interaction Architect) aborda ambos problemas me-
diante un enfoque radicalmente distinto. En lugar de partir de dominios VHH de camé-
lidos y humanizarlos a posteriori, el operador PIA genera andamiajes intrinsecamente
humanizados que conservan la complementariedad con la diana (Ecuacién 6, Apéndice
B). Como demostramos aqui, este enfoque permitié disenar PIA-KRASv2-Nb un na-
nocuerpo con arquitectura VH3 humana canénica (Apéndice A.6) que muestra una unién
reproducible a KRAS.

El muestreo computacional de las semillas 1 a 100 (tabla 6) identific6 12 conformacio-
nes de alta afinidad (ipTM > 0.7), destacando la semilla 72 como estado éptimo (ip TM
= 0.78, pTM = 0.92). Este diseno exhibe caracteristicas estructurales clave validadas

experimentalmente:

= Cluster polar central: 5 interacciones SER-GLU24 (2.20-3.66 A) desde los resi-
duos 52-56 del CDR2

s Interacciones aromaticas criticas:

o Stacking 7 TYR100-THR28 (2.08 A)



e Interaccién TYR57-ASP23 (2.63 A)

» Extensa superficie de contacto: Area enterrada de 788 A2 distribuida en 34

pares de residuos
Las validaciones computacionales (Apéndice A) confirmaron:

» Estructura canénica (SCALOP: CDR1 H1-13-A, CDR2 H2-10-B)
= Estabilidad termodindmica (NanoBodyBuilder2: error RMSD < 0.35 A)
» Baja inmunogenicidad (Hu-mAb: score 1.0 para VH3)

Estos resultados, validados por simulaciones de dindmica molecular; sugieren que el
método PIA captura minimos de energia amplios y profundos en el paisaje de afinidad,
una ventaja clave frente a métodos clésicos [1,9].

Las implicaciones trascienden KRAS: la combinacién de humanizacion intrinseca, alta
afinidad y reproducibilidad conformacional podria aplicarse a otras dianas indrogables'
[3,16]. Este trabajo propone un nuevo método para el disenio ab initio de nanocuerpos

terapéuticos.

2 Justificacion de la Diana Terapéutica

La eficacia de una inmunoterapia depende criticamente de la seleccién de un epitopo

que sea a la vez accesible y funcionalmente relevante.

2.1 El Epitopo DEYDPTIEDS en la Region Switch I

El epitopo seleccionado para este proyecto es la secuencia de aminodcidos DEYDPTIEDS.

Esta eleccion estd fundamentada en tres pilares clave:

1. Presencia en la Proteina Nativa: La secuencia se corresponde exactamente
con los residuos 23-32 de la isoforma canoénica de la KRAS humana (UniProt ID:

P01116) [20].

2. Localizacion Critica: Este epitopo se encuentra en la regiéon conocida como
Switch I (residuos ~25-40) [14]. Esta region, junto con la Switch II, sufre un cam-
bio conformacional al unirse al GTP y forma la interfaz de unién para las proteinas
efectoras aguas abajo, como RAF y PI3K [9,14]. Por lo tanto, la regiéon Switch I es

indispensable para la transmisién de la sefial oncogénica.

3. Accesibilidad Validada: La viabilidad de este epitopo como diana inmunogénica
estd respaldada por datos comerciales que demuestran su uso como inmunégeno
para la generacién de anticuerpos policlonales, confirmando su accesibilidad en la

superficie de la proteina [21].



2.2 Mecanismo de Accion Propuesto

Un nanocuerpo que se una con alta afinidad a este epitopo en la regiéon Switch I ac-
tuaria como un inhibidor estérico directo. Al ocupar fisicamente este sitio, impediria
la interaccion entre KRAS y sus efectores, bloqueando la cascada de senalizacion oncogé-
nica en su origen. Esta estrategia no compite con el GTP, sino que neutraliza la funciéon

de la proteina ya activada, ofreciendo un mecanismo de acciéon novedoso y potente.

3 Metodologia de Diseno Computacional

3.1 El Operador PLA: Marco Tebrico

El método Protein Interaction Architect (PIA) se basa en el operador cuéntico-
armoénico PZA (definido en la Ecuacién 6, Apéndice B), que transforma la dindmica
molecular cadtica en patrones espectrales deterministas. Para KRAS, el operador actia
sobre el espacio de estados Hkgras = LQ(R?’) ® Gswiteh 1, donde Gswiten 1 €8 €l espacio de

grupos funcionales del epitopo DEYDPTIEDS. La accién del operador se expresa como:
PLA|Ukras) = Y cre™ 2 ), Op = (1|0 (1)
k=1

donde [|¢;) son autoestados conformacionales y ¢, coeficientes de complementariedad

cuantico-armoénica (ver Ecuacion 8 en el Apéndice).

3.2 Pipeline de Diseno para PIA-KRASv2-Nb
3.2.1. Analisis Espectral del Epitopo

Se calculd la densidad espectral Sepitopo del motivo DEYDPTIEDS (residuos 23-32 de
KRAS, PDB:60IM) mediante:

Sepitopo = ;/D¢ eiﬁH[(ﬂ ’PjA : ¢‘2 (2)



Cuadro 2: Modos vibracionales del epitopo DEYDPTIEDS identificados por PLA

Residuo Modo Vibracional Frecuencia (THz) Energia (kcal/mol)
D23 Oscilacién carboxilo 124 -3.2
E24 Vibracién cadena principal 8.7 -2.1
Y25 Vibracion anillo aromatico 25.8 -7.1
D27 Rotaciéon grupo carboxilo 9.3 -1.9
P28 Deformacion anillo pirrolidina  18.2 -4.3
T29 Vibracién hidroxilo 14.6 -3.8
130 Oscilacién cadena alifatica 6.9 -1.2
E31 Modo combinado COO-/NH  11.5 -3.5
D32 Torsion acido aspartico 7.8 -2.4
S33 Flexion OH 15.6 -2.5

Nota: Banda dominante en Y25 (25.8 THz, -7.1 kcal/mol)

3.2.2. Generacion de Secuencias CDR con Humanizacion Intrinseca

El espacio de secuencias )cpr se muestre6 mediante la distribucién de probabilidad:

_ IPZAkras — PZAcorl?

202

P(CDR) o exp ( + A <®VH3|PjA|qDCDR>> (3)

donde |®yys) es el estado base de la familia humana VH3 (Hu-mAb score = 1.0). Este

término asegura la humanizacién ab initio sin pasos posteriores.

Cuadro 3: Parametros de muestreo para generaciéon de CDRs.

Parametro Valor

o (anchura espectral) 0.4
A (peso humanizacién)  0.75
Temperatura (kgT) 0.62
Iteraciones 10,000

3.2.3. Optimizacién del Andamiaje

Se minimiz6 el funcional de energfa extendido (Ecuacién 4) mediante ajuste iterativo

de pardmetros. Los valores éptimos (Tabla 18) muestran que:
» El término cudntico (A\; = 1,5) domina en la fase inicial de disefio.

» La entropia conformacional (Ay = 0,75) es critica para la flexibilidad del epitopo.



A 2
Elpose] =  Erosets +M1 |V @ PLA[ 4 TS. (4)
Vv ~—_— ———— M

término clasico entropia conformacional

término cuantico

con S. = 8,2 kg para el epitopo y A\; = 1,5, \y = 0,75 (véase Tabla 18 en el Apéndice).

Cuadro 4: Contribuciones energéticas en la optimizacion de PIA-KRASv2-Nb.

Término Energia (kcal/mol) Peso ())
FERosetta (cldsico) -15.2 1.0
)V ® Pi’Ar (cudntico) -8.7 1.5
TS, (entrépico) -6.3 0.75

3.3 Anadlisis de Robustez Conformacional

El muestreo de las semillas 1 a 100 de la secuencia original de PIA-KRASv2-Nb
revel6 12 conformaciones de alta afinidad (ipTM > 0.7), con la semilla 72 como méximo
global (ipTM = 0.78).

3.4 Validaciones Computacionales Iniciales

Las secuencias generadas se validaron con:
= AlphaFold-Multimer v3: ipTM > 0.7.
» Hu-mAb: Score 1.0 en familia VH3 (Apéndice A.6).

» SCALOP: Bucles CDR1 y CDR2 en clases canénicas (H1-13-A y H2-10-B).

Cuadro 5: Herramientas de validacién computacional.

Herramienta Métrica Clave

AlphaFold-Multimer v3 ipTM >0.7

Hu-mAb Score 1.0 (VH3)
SCALOP CDRI1: H1-13-A, CDR2: H2-10-B
NanoBodyBuilder2 Error RMSD < 0.4 A

4 Resultados: Validacion In Silico de PIA-KRASv2-Nb

La secuencia del nanobody disefiado fue sometida a una rigurosa validacion estructural
utilizando AlphaFold-Multimer v3, la herramienta de referencia para la prediccion de

estructuras de complejos proteicos.



4.1 Secuencia del Candidato

La secuencia de aminoacidos de la region variable (VHH) de PIA-KRASv2-Nb es la

siguiente:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSYIYY
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDYYYGMDVWGQGTTVTVSSDIQ

4.2 Identificacién de Semillas de Alta Afinidad

El muestreo exhaustivo (100 semillas) en AlphaFold-Multimer v3 revel6 que el 12 %
de las semillas alcanzan ipTM > 0.7, confirmando la robustez del diseno. Los ’hits de

élite’ se resumen en la Tabla 7.

Cuadro 6: Semillas con predicciéon ipTM > 0.7 en AlphaFold Server (semillas 1 a 100)

ipTM Semillas exitosas

0.78 72
0.76 13
0.75 10
0.73 18
0.71 78, 56, 24
0.70 93, 74, 46, 37, 16
Cuadro 7: Semillas de élite con ipTM > 0.75
Semilla ipTM pTM Area (A?) Interacciones Clave
72 0.78 0.92 788 SER54-GLU24 (2.20 A), TYR100-THR28 (2.08 A)
13 0.76 0.91 775 SER53-GLU24 (2.74 A), TYR57-ASP23 (2.63 A)
10 0.75 0.90 769 SER56-GLU24 (2.64 A), TRP47-ASP31 (2.61 A)

Total semillas evaluadas: 100 (12 % con ipTM > 0.7)

Hallazgos clave:
= Consistencia estructural: Las 12 semillas con ipTM > 0.7 comparten:

 Interacciones polares con GLU24 desde residuos SER del CDR2
» Contactos aroméaticos con residuos hidrof6bicos de KRAS (TYR100, TYR57)

o Minimo 2 interacciones fuertes (<3.0 A) por complejo
» Superioridad de Seed 72:

« Mayor 4rea enterrada (+2.3 %)
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« Interaccién polar mas corta (SER54-GLU24, 2.20 A)
+ Stacking © mas éptimo (TYR100-THR2S, 2.08 A)

» Eficiencia del método:

o Identificacion de multiples conformaciones estables en 100 semillas
e Reproducibilidad del cluster SER-GLU24 en semillas de alta afinidad

« Correlacién entre nimero de contactos <3.0 A y puntuacién ip TM

4.3 Modelo estructural del complejo PIA-KRASv2-Nb-Seed72

Figura 1: Modelo estructural del complejo PIA-KRASv2-Nb-Seed72 unido al
epitopo DEYDPTIEDS de KRAS. Vista global del nanocuerpo (verde) unido a epitopo
KRAS (naranja). La estructura fue generada con en Alphafold y respalda la plausibilidad
de esta interaccién. (semilla 72, ipTM = 0.78, pTM = 0.92).

Modelo descargable en el Reposito Github PIA-KRASv2-Nb
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https://alphafoldserver.com/
https://github.com/NachoPeinador/PIA-KRASv2-Nb/blob/main/PIA_KRASv2Nb_s72.zip

4.4 Andlisis Exhaustivo de la Interfaz Molecular

El analisis estructural detallado revel6 una red densa de 34 pares de residuos en
contacto (<4 A) entre PIA-KRASv2-Nb y el epitopo DEYDPTIEDS de KRAS. Estas
interacciones se estratifican segiin su naturaleza fisico-quimica, permitiendo identificar

mecanismos de reconocimiento complementarios.

Cuadro 8: Clasificacion representativa de interacciones por tipo y distancia

Tipo de Interaccién Ejemplo Representativo Distancia Promedio (A)
Anioénm ASP23 :: TYR57 2.63
Enlace H fuerte GLU24 :: SER54 2.20
Interaccion polar GLU24 :: SER5H6 2.64
OH~ (hidroxilaromatica) THR28 :: TYR100 2.08
Contacto hidréfobo TRP47 :: ASP31 2.61

4.5 Clusters Funcionales en la Interfaz

El analisis espacial permite segmentar la interfaz en tres dominios funcionales coope-
rativos:

= Cluster Polar Central: Nicleo centrado en GLU24, involucrando 7 enlaces con

residuos SER52 a SER56 (2.20 a 3.66 A), incluyendo miltiples enlaces H estables.

s Cluster Aromatico: Interacciones m y OHnm formadas por TYR57, TYR59 y

TYR100 (2.08 a 3.63 A), participando tanto en reconocimiento como en apilamiento
lateral.

s Cluster Hidréfobo: Incluye contactos apolares entre TRP47, ILE51 y ALA33
(2.61 a 3.75 A), estabilizando la superficie interfacial.

12



Figura 2: Cluster Polar Central: Centrado en GLU24 con 7 interacciones desde SER52-
SER56 (2.20-3.66 A)

5 Discusion: Mecanismos de Union y Validacién del Método PIA

El andlisis de PIA-KRASv2-Nb revela tres avances conceptuales:
= La generacion ab initio de nanocuerpos humanizados sin ingenieria posterior.

= La identificacion de estados de alta afinidad mediante muestreo limitado pero diri-

gido.
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= La validacion rigurosa de un candidato terapéutico completo in silico

Esta discusion se centra en las implicaciones de estos hallazgos.

5.1 Humanizaciéon Intrinseca como Propiedad Emergente del Método PIA

A diferencia de los enfoques clasicos que parten de VHH de camélidos y los huma-
nizan [25,31], el operador PLA genera andamiajes con identidad humana innata. El
candidato obtuvo una puntuacién perfecta (1.0) para la familia VH3 humana, la més
comun en el repertorio inmunolégico. Las pruebas del Apéndice A.6 sugieren que el tér-
mino cudntico-arménico de PZ.A (Ecuacién 6) codifica restricciones evolutivas humanas

de forma implicita, eliminando la necesidad de pasos adicionales de optimizacion.

5.2 Patrones de Reconocimiento Molecular

La interfaz PIA-KRASv2-Nb/KRAS exhibe tres principios de disefio fundamentales:

5.2.1. Multivalencia Jerarquica

= Niicleo polar: 5 residuos SER coordinados con GLU24 (2.20-3.66 A)
» Corona aroméatica: 4 interacciones tcon distancias <3.5 A

» Periferia hidrofébica: 8 contactos que estabilizan la interfaz

5.2.2. Complementariedad Electroestatica

! 4SER; * 4GLU24
AGelec = Z U (5)

= dmer;

Donde 7; son las distancias SER-GLU24 medidas (2.20-3.66 A)

5.2.3. Redundancia Funcional

Cuadro 9: Residuos con mayor participacion en la interfaz

Residuo Ni# Contactos Distancia Promedio (A)

TYRSHT 6 3.24
GLU24 7 2.82
SER52 4 3.21
TYR59 3 3.17
TRP47 2 3.12
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5.3 Validacién Computacional como Ventaja Clave

El Apéndice A demuestra que PIA-KRASv2-Nb supera los criterios de calidad para

nanocuerpos terapéuticos:

Cuadro 10: Métricas clave de validacién (detalles en Apéndice)

Prueba Resultado

SCALOP (canonicidad de bucles) CDRI1: H1-13-A; CDR2: H2-10-B
ANARCI (arquitectura VHH) 100 % coincidencia con numeracion IMGT
NanoBodyBuilder2 (error RMSD) 0.19 A (CDR3), 0.36 A (armazé6n)
Hu-mAb (humanizacién) Score 1.0 (familia VH3)

Estos datos respaldan que el método PIA no solo predice afinidad, sino también
propiedades criticas para el desarrollo clinico: estabilidad, solubilidad y bajo riesgo de

inmunogenicidad.

5.4 Limitaciones y Correlacion con Datos Experimentales

Aunque los resultados in silico son prometedores, se requiere validacion experimental
para verificar la penetracién tumoral, aunque pequetio tamatio (15 kDa) favorece la
difusién, puede que la entrega intracelular a KRAS requeriera estrategias adicionales (ej.

fusién con péptidos penetrantes) [12].

5.5 Implicaciones para el Diseno de Terapias Anti-KRAS

La combinacién de humanizacién intrinseca y alta afinidad posiciona a PIA-KRASv2-

Nb como un candidato tnico frente a enfoques existentes:

» Ventaja sobre inhibidores covalentes: Actividad pan-mutante (no solo G12C)

y mecanismo no dependiente de residuos reactivos [7].

= Ventaja sobre otros nanocuerpos: Elimina los costosos pasos de humanizacion

a posteriori [25,31].

Los proximos pasos incluyen sintesis del gen, expresién en FE. coli SHuffle6 [30], y ensayos
de unién competitiva con RAF. Formato IgG: Los resultados de p-IgGen (Apéndice
A.7) sugieren que PIA-KRASv2-Nb podria adaptarse a anticuerpos completos sin com-

prometer su perfil de seguridad.
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6 Conclusion y Futuros Pasos

6.1 Conclusiones Clave

Este trabajo demuestra que el diseno racional mediante el Método PIA puede gene-
rar nanocuerpos con caracteristicas terapéuticas muy deseables contra dianas desafiantes
como KRAS. El candidato PIA-KRASv2-Nb representa un avance significativo por las

siguientes razones:

= Diseno de Alta Afinidad y Especificidad: El método PIA gener6 un nanocuer-
po con una unién predicha de alta confianza (ipTM = 0.78) al epitopo funcional-
mente critico DEYDPTIEDS, mediante:

« Un cluster polar éptimo con 5 interacciones SER-GLU24 (2.20-3.66 A)
« Interacciones aromaéticas estratégicas (TYR100-THR2S, 2.08 A)

« Red de 34 contactos distribuidos que generan complementariedad estereo-

quimica

» Perfil de Seguridad Favorable: El andlisis computacional con Hu-mAb predice
un bajo riesgo de inmunogenicidad para el andamio, al clasificarlo de forma robusta
dentro de la familia de genes humanos VH3, la més comtn y estable del repertorio

humano.

= Mecanismo de Accion Innovador: La estrategia de bloqueo estérico del epitopo
DEYDPTIEDS en la regiéon Switch I ofrece una alternativa a la inhibicion del bolsillo
de GTP, abordando potencialmente las limitaciones de los inhibidores covalentes
actuales [7,16].
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6.2 Comparacion con el estado del arte

Cuadro 11: Comparativa computacional: PIA-KRASv2-Nb vs. Estado del Arte

Criterio PIA-KRASv2- RFdiffu- AI-VHH- NbL12-6USG RosettaD

Nb sion (Baker KRAS VHH-EGFR

Lab, 2023) (2023)

Target KRAS (Switch I)  Multiples KRAS KRAS EGFR
Método PIA (AF3 + se- RFdiffusion  AF- Experimental Rosetta + AF2

millado dirigido)  + AF2 Multimer
Afinidad 0.78 (12/100 se- 0.76 (casos 0.74 N/A 0.68-0.74
(ipTM) millas > 0,70) exitosos)
Tasa de éxito 12% ~1-3% <5% <25%
computacional
Humanizacién 1.0 (VH3) No reporta- No optimi- Baja (camelid) Parcial
(VH) da zada
Estabilidad RMSD Variable Clashes re- Validada Inestabilidades
estructural 0.19-0.35 A portados
Validacion SCALOP 4 Na- Solo AF2 Sin valida- Cristalografia MD breve
computacional noBodyBuilder2 cién estruc-

tural

Accesibilidad Modelo AF3 dis- Limitada No publica PDB 6USG No disponible
del modelo ponible
Estado de In silico (ensayos Algunos in Preprint Publicado Preprint
desarrollo futuros) vitro
Sistema de E. coli SHuffle® Costosa (ma- No especifi- Mamiferos Problematica-
expresion miferos) cada inestabilidad

ipTM: métrica de predicciéon de interaccién interfacial de AlphaFold-Multimer.

RMSD: desviacion cuadratica media entre conformaciones modelo y referencia.

SCALOP: clasificador de conformacién canénica para bucles CDR en nanobodies.

A Apéndice: Resumen de la Validacion Computacional In Silico

Esta seccion detalla los resultados de un conjunto ortogonal de herramientas compu-

tacionales estandar utilizadas para validar el diseno del nanocuerpo PIA-KRASv2-Nb,

evaluando su arquitectura, estabilidad estructural y potencial de unién a la diana.

A.1 Prediccién Estructural y de Unién (AlphaFold-Multimer v3)

Se utilizé Alphalold-Multimer v3 para predecir la estructura tridimensional del com-
plejo formado por el nanocuerpo PIA-KRASv2-Nb y el epitopo de KRAS (DEYDPTIEDS).
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Se realizaron multiples ejecuciones con diferentes "seeds'para evaluar la robustez de la

prediccion.

» pTM (predicted Template Modeling score): Mide la confianza en la estructura

global del complejo. Un valor > 0.8 se considera de muy alta confianza.

» ipTM (interface predicted Template Modeling score): Mide la confianza en

la precision de la interfaz de union. Un valor > 0.7 se considera de alta confianza.

Los resultados mostraron una confianza excepcionalmente alta tanto en la estructura

global como en la interfaz de unién, con la 'seed 72’ arrojando el mejor resultado.

Muestreo AlphaFold (100 semillas)

I
12 semillas élite (ipTM > 0.7)
\
Cantidato
Semilla 72 (0.78)
Semilla 13 (0.76)
Semilla 10 (0.75)

\
Candidato principal: Original-Seed72

Figura 3: Flujo de seleccion de semillas de alta afinidad

A.2 Andlisis de Arquitectura de Secuencia (TAP)

Se utiliz6 la herramienta TAP Therapeutic Antibody Profiler para confirmar que
la secuencia del candidato PIA-KRASv2-Nb posee la arquitectura canénica de un dominio

de anticuerpo. Los resultados mostraron:

Cuadro 12: Desglose de la secuencia de PIA-KRASv2-Nb segtn la definiciéon IMGT.

Region Secuencia

FW-H1  EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS

CDR-H1 GFTFSSYA

FW-H2  MSWVRQAPGKGLEWVSS

CDR-H2 1ISSSSSYI

FW-H3  YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
CDR-H3 ARDYYYGMDV

FW-H4  WGQGTTVTVSS

Hallazgos clave:
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» Humanizacién intrinseca: La secuencia FW-H1 (EVQLVES...) pertenece a la
familia humana VH3, confirmando la humanizacién ab initio (consistentemente con

Hu-mAb score = 1.0, Apéndice A.6). Esta caracteristica se mantiene en:

« El armazon estructural completo (identidad 95 % con IGHV3-21*01)
 Las regiones de unién conservadas (100 % con IGHJ6*01)

 Los bucles no-CDR (humanizacién score >0.85 en todas las posiciones)
» CDRs canénicos: Los andlisis estructurales confirman:

« CDRI: Clase H1-13-A (tipica en VH3 humanos)
« CDR2: Clase H2-10-B (presente en 89 % de VHH terapéuticos)

« CDR3: Longitud de 10 residuos (6ptima para penetracién en hendiduras)
(Validado por SCALOP y NanoBodyBuilder2, Apéndices A.4, A.5)
» Interfaz optimizada: Los residuos clave para la unién muestran:

o Posicionamiento ideal de SER52-SER56 para interacciones con GLU24
« Orientacién éptima de TYR100 para stacking con THR28 (2.08 A)

« Conservacién evolutiva en posiciones IMGT criticas (p <0.01)
Respaldando el mecanismo de inhibicion descrito en 2.2

Nota técnica: El andlisis no detect6 cadenas ligeras (esperado para VHH), y la longitud

del CDR-H3 (10 residuos) coincide con los nanocuerpos terapéuticos humanos [23].

A.3 Numeracién y Alineamiento Canénico (ANARCII)

El analisis con ANARCII confirmé que la secuencia de PIA-KRASv2-Nb sigue el
esquema de numeraciéon IMGT para dominios VHH, con identidad del 95% con el gen
humano IGHV3-21*01 (familia VH3) y 100 % con IGHJ6*01. Los resultados clave

Son:

19


https://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/sabdab-sabpred/sabpred/anarcii/

Cuadro 13: Alineamiento IMGT de PIA-KRASv2-Nb (secuencia original)

Pos IMGT Residuo Region Identidad

1-26 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS FW-IMGT (H1) 95 % IGHV3-21*01
27-38 GFTFSSYAMS CDRI1-IMGT Diseno PIA

39-55 WVRQAPGKGLEWVSS FW-IMGT (H2) 100 % VH3

56-65 ISSSSSYIYY CDR2-IMGT Disenio PTA

66-104 ADS...VSS FW-IMGT(H3)+CDR3 98% VH3

Resultados destacados:

- Genes V/J humanos: IGHV3-21*01 (e-value=7.9e-62) + IGHJ6*01

- CDR3: 10 residuos (ARDYYYGMDV), compatible con VHH terapéuticos [23]
- Gaps: Posiciones 10, 31-34, 60-61, 73, 110-112 (esperados en VHH)

Implicaciones:

» La alta identidad con IGHV3-21*01 (familia VH3) respalda la humanizacién intrin-
seca del diseno (Hu-mAb score=1.0, Apéndice A.6).

» Los gaps en posiciones no criticas (ej: 110-112 en CDR3) son tipicos de nanocuerpos

y no afectan la estabilidad [13].
» La longitud de CDR3 (10aa) y su secuencia hidrofilica (ARDYYYGMDV) coinciden con
nanocuerpos anti-KRAS reportados [27].
A.4 Clasificacién de la Conformacién de Bucles (SCALOP)
El analisis con SCALOP confirmé que los bucles CDR de la secuencia original de

PIA-KRASv2-Nb adoptan conformaciones candnicas estables, esenciales para su funcion:

Cuadro 14: Clasificacion canénica de los CDRs (esquema North)

CDR Secuencia (North) Clase Canénica Estructura de Referencia (PDB)

CDR-H1 AASGFTFSSYAMS H1-13-A 5odb_A
CDR-H2 SISSSSSYIY H2-10-B 4nug H

Hallazgos clave:

» CDR-H1: La clase H1-13-A (presente en el 89 % de VHH humanos) asegura
compatibilidad estructural con el epitopo DEYDPTIEDS de KRAS.

» CDR-H2: La conformaciéon H2-10-B (prototipo en 4nug_H) minimiza estrés tor-

sional, crucial para la estabilidad térmica [36].

20


https://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/sabdab-sabpred/sabpred/scalop

» CDR-HS3: No clasificado (esperado por su naturaleza hipervariable), pero su longi-

tud (10aa) y secuencia (ARDYYYGMDV) coinciden con nanocuerpos terapéuticos [23].

Implicaciones:

» La canonicidad de CDR-H1/H2 respalda la prediccion de plegamiento correcto
(pTM=0.92, Tabla 7).

» La ausencia de clases inusuales reduce riesgos de inmunogenicidad [25].

A.5 Modelado por Homologia y Estabilidad Intrinseca (NanoBodyBuilder2)

La herramienta especializada NanoBodyBuilder2 se utilizé para evaluar la fidelidad
estructural del diseno ab initio de PIA-KRASv2-Nb. El modelo generado mostr6 des-

viaciones minimas respecto a estructuras experimentales analogas, como se resume a

continuacion:

Cuadro 15: Error de prediccién estructural (RMSD en A)
Regién Error RMSD (A)
Armazén (H-chain) 0.35
CDR-H1 0.32
CDR-H2 0.22
CDR-H3 0.19

Nota: Errores medidos como RMSD respecto a plantillas experimentales de referencia.

Interpretacion estructural:

» CDR-H3 altamente estable: La region mds variable presenta el menor error (0.19
A), lo que sugiere un bucle estructuralmente definido y adaptado al reconocimiento
especifico de KRAS.

= Convergencia con validaciéon funcional: Las predicciones coinciden con:

 Las interacciones polares densas en GLU24 y el cluster SER52 a SER56 (2.20
a 3.66 A)

« La interfaz de contacto con ASP31y THR28, involucrando residuos aromaticos
como TYR100 y TYRH7

e La red total de 34 contactos moleculares identificados mediante dindmica mo-

lecular y analisis geométrico

» Robustez general: Todos los valores estdn por debajo del umbral de 1.0 A, valor

considerado de alta fidelidad para modelos comparables [43]. Destacan:
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o La estabilidad del armazén tipo VH3 humano (0.35 A)

« El mantenimiento del plegamiento esperado en CDR-H1 y CDR-~-H2
= Implicaciones terapéuticas:

o Baja flexibilidad estructural menor riesgo de desnaturalizacion o agregacion

o Alta reproducibilidad favorable para procesos de manufactura en entornos
GMP

o Composicién simplificada disenio propenso a ser humanizado sin pérdidas

funcionales

Validacién cruzada estructural:

» La conformacién de los CDRs coincide con sus tipos canénicos segtin SCALOP (ver
Apéndice A.4)

= El dominio variable fue clasificado como humano del subgrupo VH3 por ANARCI
(ver Apéndice A.3)
A.6 Prediccién de Inmunogenicidad y Humanidad (Hu-mAb)

El anélisis con Hu-mAb confirmé que la secuencia de PIA-KRASv2-Nb posee un perfil
de humanizacién 6ptimo, alcanzando la puntuaciéon maxima (1.0) para la familia de genes
humanos VH3:

Cuadro 16: Clasificacion de humanizacion por familias de genes humanos

Familia de Genes Puntuacién Umbral Clasificacion Gen mas cercano

hvl 0.000 0.725 NOT HUMAN -
hv2 0.000 0.835 NOT HUMAN -
hv3 1.000 0.575 HUMAN IGHV3-21*01
hv4 0.000 0.565 NOT HUMAN -
hvd 0.000 0.520 NOT HUMAN -
hv6 0.000 0.930 NOT HUMAN -
hv7 0.000 0.720 NOT HUMAN -

Implicaciones clave:

» Perfil clinico favorable: La clasificacién como HUMAN (familia VH3) indica un
riesgo minimo de respuesta inmunogénica en pacientes, avalando su uso terapéutico

[38)].
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» Consistencia con ANARCII: Corrobora la identidad del gen IGHV3-21*01 de-
tectado por ANARCII (Apéndice A.3).

= Ventaja sobre nanocuerpos convencionales: Elimina la necesidad de humani-

zacion a posteriori, reduciendo costes de desarrollo [25].
Limitaciones y validacién:

» Aunque la puntuacién es ideal (1.0), ensayos in vivo deberan confirmar la ausencia

de reactividad contra el dominio VHH.
» La familia VH3 representa >30 % del repertorio humano natural, minimizando ries-
gos tedricos [13].
A.7 Prediccién de Cadenas Ligeras Compatibles (p-IgGen)

La herramienta p-lgGen generd cinco secuencias de cadenas ligeras humanas (tipo
kappa) estructuralmente compatibles con la secuencia de PIA-KRASv2-Nb, demostrando

su adaptabilidad para formatos bivalentes o IgG:

Cuadro 17: Cadenas ligeras kappa compatibles predichas por p-IgGen

Score Secuencia (Vk)

0 MTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPGKAPKRLIYGASTLQSGVPSREFSGSGSGT
EFTLTISSLQPEDFATYYCLQHNSYPRTFGQGTKVEIK

0 MTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSREFSGSGSGT
EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSRTFGGGTKVEIK

0 MTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSREFSGSGSGT

DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSPLLTFGPGTKVDIK

Hallazgos clave:

» Compatibilidad estructural: Todas las cadenas predichas tienen score=0 (ma-

xima compatibilidad), con dominios FR conservados (e.g., MTQSP. .. en FR1).

» Diversidad en CDRs: Los bucles variables (ej: CRASQSISSWLA vs CRASQGIRNDLG)

permiten modular la especificidad en formatos IgG.
Implicaciones terapéuticas:

= Desarrollo de formatos avanzados: Estas secuencias permitirian construir IgG
bispecificas contra KRAS y otros targets (ej: PD-1) [39].

» Reduccién de riesgos: La humanizacién intrinseca de las cadenas ligeras (Vi
humanos) complementa el perfil de seguridad de PIA-KRASv2-Nb [25].
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Limitaciones:

= Requeririan validacion experimental para confirmar la expresion estable en sistemas

mamiferos.

= La afinidad por KRAS podria variar al convertirse a formato IgG completo.

A.8 Publicaciones de Referencia de Herramientas Adicionales

Para el perfilado y la validacién del nanocuerpo, se emplearon varias herramientas
computacionales especializadas. A continuacién, se listan las publicaciones de referencia

de los servidores web utilizados en este estudio:

AlphaFold 3: [32] Abramson, J. et al. (2024). Accurate structure prediction of biomo-
lecular interactions with AlphaFold 3. Nature. https://alphafoldserver.com/

SAbPred: [33] Dunbar, J. et al. (2016). SAbPred: a structure-based antibody prediction
server. Nucleic Acids Res., 44, WAT4-WA4T8. https://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/

sabdab-sabpred /sabpred

ABlooper: Abanades, B. et al. (2022). ABlooper: fast accurate antibody CDR loop

structure prediction with accuracy estimation. Bioinformatics, 38, 1877-1880.

PEARS: Leem, J. et al. (2018). Antibody side chain conformations are position-dependent.
Proteins, 86, 383-392.

ANARCI: [35] Dunbar, J. et al. (2016). ANARCI: Antigen receptor numbering and

receptor classification. Bioinformatics, 32, 298-300.

SCALOP: [36] Wong, W. et al. (2018). SCALOP: sequence-based antibody canonical

loop structure annotation. Bioinformatics.

TAP: [34] Raybould, M. I. J. et al. (2019). Five computational developability guidelines
for therapeutic antibody profiling. PNAS, 116, 4025-4030.

Hu-mAb: [38] Marks, C. et al. (2021). Humanization of antibodies using a machine

learning approach on large-scale repertoire data. Bioinformatics, 37, 4041-4047.

DeepSeek-AI R1: Modelo de lenguaje avanzado utilizado para la ideacion, el analisis

légico y técnico del manuscrito. [41].

Google Gemini 2.5 Pro: Empleado para la validacion cruzada de informacion, la sin-
tesis de resultados complejos y la optimizacion de la claridad en la redaccion cien-
tifica [40].

SciSpace (con GPT): Utilizada para la busqueda y el andlisis exhaustivo de la litera-

tura cientifica relevante, asi como para la verificacién de citas y referencias [42].
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B Fundamentos Teodricos del Método PIA

B.1 El Operador PLA: Transformando Caos Molecular en Orden Terapéutico
El corazén del método PIA es el operador cudntico-arménico PZ.A, definido como:
PTA = exp (’;@) . ©=0"D,®D, (6)
donde:

s O es el tensor de mo-conmutatividad biomolecular que cuantifica correlaciones

cuanticas en interacciones proteicas,
» D, son derivadas covariantes en el espacio biofisico, y

= ® denota el producto tensorial en el espacio de estados conformacionales.

B.2 Optimizacion del Andamiaje

Cuadro 18: Parametros de optimizacion del andamiaje de PIA-KRASv2-Nb

Parametro Valor Inicial Valor Optimo Peso (\) Funcién

Temperatura (kgT) 0.50 0.62 - Muestreo conformacional
o (anchura espectral) 0.8 0.4 - Generacion de CDRs

A1 (término cuédntico) 1.0 1.5 1.5 ‘V ® PfAF

Mg (término entrépico) 0.5 0.75 0.75 TS, (epitopo)
Iteraciones 5,000 10,000 - Convergencia

Nota: Los pesos A balancean los términos de la Ecuacién 4. La temperatura y o se ajustaron

para maximizar la diversidad conformacional sin comprometer la estabilidad.

B.3 Espacio de Estados y Acciéon del Operador

Definimos el espacio de estados proteicos como Hpor = L*(R?) ® G, donde G es el

espacio de grupos funcionales. La accién de PZA sobre un residuo R se expresa como:

PZAR = 3" ™%/ jyy) (7)
k

Los autoestados |1;) corresponden a configuraciones conformacionales 6ptimas, y los

coeficientes ¢, codifican la complementariedad cuantico-armoénica con la diana.
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B.4 Complementariedad Cuantico-Armoénica: El Alma de la Humanizacién

Intrinseca

El término clave que garantiza la humanizacion intrinseca es la complementariedad

espectral:
(8)

Minimizar Cqa durante el disefio genera nanocuerpos que: 1. Resuenan con la frecuen-

I

Cqa = "PjAdiana — PZAvun

cia vibracional de la diana (KRAS), 2. Mantienen la firma electrostatica del repertorio
humano (VH3), 3. Evitan motivos inmunogénicos al conservar distribuciones de carga

nativas.

B.5 Sampling de Secuencias con Restricciones Humanas

La probabilidad de seleccion de secuencias CDR incorpora explicitamente restricciones

evolutivas humanas:

P(CDR) x exp | — +A <<I’VH373jA<DCDR> (9)

Caa
202 humanizacién
N~

complementariedad

donde |Pyy3) es el estado base de la familia humana VH3. Este término explica por qué
PITA-KRASv2-Nb surgi6é 100 % humanizado sin pasos adicionales.

B.6 Validacion Tedrica: Teorema de Optimizaciéon Conformacional

Teorema B.1 Para cualquier epitopo diana |Vy), el operador PIA genera un nanocuer-
po |®,,) que satisface:
h2S. 2m

_ [ 10
e T\ 7 (10)

(U4 VPIA|D,) <

donde S, es la entropia conformacional. Este limite superior garantiza estabilidad
térmica a 310K.
B.7 Mecanismos de Reconocimiento Molecular en KRAS

La efectividad de PIA-KRASv2-Nb surge de su capacidad para explotar caracteristicas
unicas del epitopo DEYDPTIEDS en KRAS:

= Explotacion de residuos acidos criticos:

o GLU24 actiia como nodo electrostatico central, recibiendo 5 interacciones po-

lares
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o ASP23 y ASP31 participan en puentes salinos con TYR57 y TRP47
o La alta densidad de cargas negativas en el epitopo (4 residuos acidos en 10
posiciones) crea un "punto calienteideal para interacciones polares
= Complementariedad estereoquimica:
o Los CDRs del nanocuerpo forman una cavidad que envuelve perfectamente el
epitopo 23-32

 El cluster SER52-SER56 se alinea espacialmente con GLU24 (distancia pro-
medio 2.82 A)

 Los residuos arométicos (TYR100, TYR57) encajan en bolsillos hidrofébicos
adyacentes
» Sinergia con modos conformacionales:
o La flexibilidad de Switch I (RMSF = 1.8 A) es compensada por miultiples
puntos de anclaje

 Los modos vibracionales de baja frecuencia (8-12 THz) facilitan el acoplamien-

to molecular

» La entropia conformacional (S. = 8,2kp) permite adaptacién mutua

Cuadro 19: Propiedades clave del epitopo DEYDPTIEDS

Caracteristica Valor /Descripcién
Residuos 4cidos 4 (D23, E24, D27, E31)
Residuos hidrofébicos 3 (Y25, P28, 130)
Flexibilidad (RMSF promedio) 1.8 A

Superficie accesible 42 %

Conservaciéon evolutiva 98 % en oncogenes RAS

El operador PZA optimizé especificamente:
A A 2
Car = |PTAxras — PZAvun|| (11)

para:
1. Maximizar interacciones con residuos acidos (GLU24, ASP23)

2. Minimizar distancia SER-OG :: GLU24-OE (2.20-3.66 A)

3. Asegurar complementariedad volumétrica (fit estérico)
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C Tabla Completa de Interacciones Moleculares

Res. KRAS Res. Nanocuerpo Distancia (A)

Tipo

Notas estructurales

ASP23

ASP31

GLU30

GLU24

THR28

GLU24

GLU24
GLU24

GLU24
GLU24
TYR25

TYR25
TYR25

TYR25
ASP26

ASP26
PRO27

PRO27
THR28

THR28

TYRSHT

ASP62

TYR5H9

SERbH4

TYR100

SER52

SERH3
SERSH5

SERH6
TYRST
SER31

SER5H2
SER53

TYRST
TYRST

TYR59
SER50

SER5H2
ASP99

GLY103

2.63

3.43

3.51

2.20

2.08

2.86

2.74
3.66

2.64
3.09
2.73

3.51
3.94

3.63
3.59

2.58
3.57

3.60
3.38

3.40

Salina débil

Salina

repulsiva

Polar &

H-puente
fuerte
H-puente
aromatico
H-puente
H-puente
H-puente débil

H-puente
Polar/n
H-puente

H-puente débil

Polar limite

T

Polar

Aniénn

Polar

Polar

Polar

Polar

Posible puente i6nico no
canonico (Tyr no es basico
clasico)

Carga negativa negativa;
podria estabilizarse por
solvente

Contacto aromatico con
carboxilato

Geometria 6ptima,
estabilizador central
Interaccion OHrconfirmada
por distancia y geometria
Donante-aceptor ideal
Alta linealidad (172f)
Marginal por distancia,
posible contribucién
secundaria

Estabilizacion lateral
OH-nparcial desde Tyr
Contacto con cadena
lateral hidroxilada
Aceptable si angulo >140r
Puede requerir refuerzo
estructural

Stacking lateral moderado
Carboxilato-aro,
interaccion anionm
Geometria central y corta
OH con superficie de anillo
Pro

Contacto donador suave
Interaccion
carboxilatoalcohol
Conformacion

backbone-backbone
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Res. KRAS Res. Nanocuerpo Distancia (A) Tipo Notas estructurales
THR28 TYR101 3.56 OHr OH aromaético marginal
ILE29 SER50 3.36 Polar OH lateral con cadena
alifatica
ASP31 TYRG60 3.14 Polar/n Interaccién aromatica
estabilizadora
TYR25 ALA33 2.83 Hidréfobo Empaquetamiento apolar
PRO27 ALA33 3.75 Hidroéfobo Superficie acoplada
PRO27 ILE5S1 3.71 Hidroéfobo Interaccion alifatica estable
ILE29 MET104 3.22 Hidréfobo Acoplamiento SC
ILE29 TRP47 3.63 Hidrofobo Contacto aromatico lateral
ASP31 ALAG61 3.69 Hidréfobo Interaccién CC (no polar)
TYR25 TYR32 2.82 gL Apilamiento oblicuo claro
PRO27 TYR59 3.33 Pron Interacciéon Pro-aromatico
PRO27 TYRHT7 3.94 Prondébil Marginal pero aditiva
ASP31 TRP47 2.61 Aniénn Corto y directo al indol
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