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Resumen: Los poros de fusión sirven como un efectivo mecanismo para conectar organelas intracelulares y liberar 
contenido vesicular durante la exocitosis. Un complejo reordenamiento lipídico tiene lugar a medida que las membranas 
se aproximan, curvan, fusionan, y establecen un canal de agua para definir el poro de fusión, vinculando compartimentos 
inicialmente aislados. En este trabajo, hemos desarrollado una coordenada de reacción para inducir poros de fusión a 
partir de bicapas lipídicas inicialmente planas y paralelas y la hemos usado para describir los efectos del dominio C2B 
de la sinaptotagmina-1 durante este proceso. Hemos obtenido perfiles de energía libre del proceso completo. Nuestros 
resultados señalan a la región polibásica rica en lisina del dominio C2B de la sinaptotagmina-1 como la clave para 
controlar la reorganización lipídica a partir de la formación de grupos de fosfatidilinositol bifosfato, los cuales estabilizan 
el poro de fusión. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La fusión y poración de membranas han sido ampliamente estudiadas por medios computacionales 
[1], [2], [3], [4] y experimentales [5]. Las simulaciones computacionales son particularmente adecuadas para 
estudiar estados transitorios y metaestables (como la hemifusión) como pasos intermedios previos a la 
configuración final permanente.  

La sinaptotagmina-1 (Syt1) es un sensor de baja afinidad de Ca2+ que se conecta y penetra la 
biomembrana para desencadenar fusión de vesículas y liberación de neurotransmisores [6]. Contiene dos 
dominios C2 (C2A y C2B) con estructuras similares, ambos con lazos de unión de Ca2+. Estos lazos controlan 
la penetración en las biomembranas que contienen fosfatidilserinas [7]. Además, C2B es conocido por 
enlazar fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) de manera independiente al Ca2+ [8]. Consecuentemente, el 
dominio C2B de la sinaptotagmina-1 es conocido como una máquina de enlace de fosfolípidos [9] y ha sido 
relacionado a la deformación de membranas, fusión de vesículas sinápticas [10], apertura de poro de fusión 
[11], estabilización [12], y expansión [13]. 

El tamaño relativamente largo de los lípidos PIP2 y su estructura erecta les permite sobresalir más 
a la fase acuosa que muchos otros fosfolípidos [14]. Los PIP2 están involucrados en la regulación de una 
variedad de procesos celulares, como tráfico de vesícula sináptica [15], exocitosis, endocitosis, y activación 
de encimas [14], [16]. 

En particular, parches polibásicos (similares a KRLKKKKTTIKK, posiciones 321-332 en el 
dominio C2B de la sinaptotagmina-1 de rata, PDB ID: 1k5w) han sido sugeridos como aglutinadores de 
lípidos PIP2 [17]. 

En este trabajo, hemos usado simulaciones computacionales para imitar organelas biológicas 
intracelulares a medida que se aproximan, fusionan, y conectan entre ellas a través de un poro de fusión. 
Introduciendo por primera vez una coordenada de reacción que induce la formación de un poro de fusión, 
hemos obtenido perfiles de energía libre para la iniciación de un poro de fusión. Para ello, hemos modificado 
la implementación original de la coordenada de reacción ξ de Hub y Awasthi [3], la cual induce un poro 
hidrofílico en una única bicapa lipídica. Nuestra versión modificada de ξ, definida como ξ’ desde ahora en 
adelante, induce dos membranas inicialmente planas y paralelas a curvarse, fusionarse, y forma un fino canal 
hidrofílico atravesándolas para establecer el poro de fusión. 

En biología computacional, el muestreo mejorado ha sido ampliamente utilizado para estudiar 
configuraciones de interés que son en general difíciles de alcanzar mediante dinámicas estándar [18]. 
Métodos populares y nuevos para la estimación de energía libre son, desafortunadamente, altamente 
dependientes de la correcta formulación de la coordenada de reacción que mejor proyecta la superficie de 
energía libre multidimensional [19]. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas coordenadas de reacción 
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describiendo fenómenos colectivos es de gran importancia para guiar simulaciones de dinámica molecular y 
calcular la energía libre asociada. Así, la descripción precisa de un evento raro (como la formación de un 
poro de fusión) mediante una expresión matemática es sumamente deseable.  

 

2. COORDENADA DE REACCIÓN DE CILINDROS CONCÉNTRICOS PARA LA FORMACIÓN DEL PORO 

DE FUSIÓN. 
Definimos dos cilindros perpendiculares a los planos de las bicapas (ver figura 1) y realizamos 

umbrella sampling simultáneamente usando dos coordenadas de reacción: ξ’1 y ξ’2. En consecuencia, dos 
potenciales independientes con constantes de fuerza k1 y k2 fueron aplicados a dos grupos diferentes de beads: 
Los beads W en el agua intraorganela y los beads C4 de la cola en las moléculas lipídicas. La primera 
coordenada de reacción (ξ’1) reporta la fracción de discos del cilindro interno ocupado por moléculas de agua 
intraorganela, definido como todos los beads W por encima y por debajo de las membranas inicialmente 
planas y paralelas (cian). La segunda coordenada de reacción (ξ’2) está definida como la fracción de discos 
ocupados por beads C4A y C4B en las colas de los lípidos (verde), que es utilizada aquí para fusionar las 
membranas inclinando las moléculas lipídicas y desplazando radialmente el agua citosólica (azul). 

  

 
Figura 1: Coordenada de reacción de cilindros concéntricos. 

  

Siguiendo una clasificación orientada a eventos de los diferentes estados del poro de fusión, como 
se describe en la literatura [2], [20], el proceso para inducir el poro de fusión comienza con dos bicapas 
separadas planas y paralelas (ξ’ ≈ 0,2). La primera etapa es la curvatura de la membrana (0,2<ξ’<0,7) con 
deformaciones localizadas opuestas de las bicapas donde los lípidos en el lugar de fusión comienzan a 
inclinarse. La segunda etapa es la fusión de membranas para formar el tallo con la exposición mutua de los 
interiores hidrofóbicos de las membranas (0,7<ξ’<0,9). La tercera etapa es la nucleación del poro de fusión: 
como se entiende en termodinámica (con particular interés biológico), nucleación es el primer paso en la 
formación de una nueva estructura, correspondiente aquí al establecimiento del primer canal de agua que 
atraviesa la zona de fusión (0,9<ξ’<1). 

 

3. EL DOMINIO C2B DE LA SINAPTOTAGMINA-1 NO JUEGA UN ROL SIGNIFICATIVO DURANTE LA 

FORMACIÓN DEL PORO DE FUSIÓN. 
Para abordar el problema de descripción de los efectos del dominio C2B de la sinaptotagmina-1 

durante la formación del poro de fusión, aplicamos nuestra metodología computacional en un sistema con 
membranas biológicamente relevantes. 

La figura 2b muestra una vista lateral de una toma instantánea de la dinámica molecular de los 
lípidos solamente con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 entre las bicapas (azul). Todos los beads de 
los lípidos son negros con PO4, NC3, y GL resaltados en amarillo. La figura 2c muestra las moléculas de 
agua solamente para las mismas tomas mostradas en (b) con el agua intraorganela en cian y el agua citosólica 
en azul. 

La figura 2a muestra los perfiles de energía libre para abrir un poro de fusión entre bicapas 
lipídicas POPC:POPS:POP2 solamente (línea roja) y con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 (línea azul) 
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con un costo total de ~350kj/mol en ambos casos. Esto indica que el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 
no tiene efectos significativos en el proceso de formación del poro de fusión. 

  

 
Figura 2: Efecto del dominio C2B de la sinaptotagmina-1 en la energética de la formación del poro de 

fusión. 
  

4. EL DOMINIO C2B DE LA SINAPTOTAGMINA-1 INDUCE CLÚSTERES DE POP2 QUE ESTABILIZAN 

EL PORO DE FUSIÓN. 
Una cuarta etapa en el poro de fusión es el ensanchamiento del canal de agua que logramos 

incrementamos el radio de ambos cilindros. Partiendo de este poro de fusión expandido corrimos 10 
simulaciones de dinámica molecular sin restricciones de 100 ns cada una en dos casos: con las bicapas solas 
y con el dominio C2B de la sinaptotagmina-1. En la figura 3, se muestran los promedios de las trayectorias 
por cada uno de los dos sistemas, graficando el conteo de moléculas lipídicas en la escala de los µs para 
observar el momento del cierre definitivo del poro.   

El poro de fusión expandido permanece abierto en condiciones libres de restricción hasta los 1,1 
µs para las membranas solas, mientras que permanece estable por al menos 10 µs para las membranas en 
presencia de un dominio C2B. 

  

 
Figura 3: Conteo promedio de lípidos. 

  

Esta diferencia inesperada de un orden de magnitud se aclara mediante la descripción de las 
interacciones lípido-proteína a nivel molecular entre los diferentes grupos de moléculas lipídicas y de 
proteína. En la figura 4a, hemos usado una función de distribución radial g(r) para cuantificar la coordinación 
de la región polibásica con las tres especies de lípidos en las bicapas (POPC, POPS, y POP2) como una 
función de la distancia (r). Notablemente, la mayoría de los lípidos POP2 están en los alrededores (~0,6nm) 
de la región polibásica, señalando que KRLKKKKTTIKK coordina fuertemente con los lípidos POP2. 

Como una medida práctica del agrupamiento de POP2, la figura 4b muestra el número de 
contactos (<0,6nm) entre beads POP2:POP2 promediado sobre 10 simulaciones libres independientes desde 
el poro de fusión expandido. Se puede observar que el poro de fusión con las membranas solas muestra una 
cantidad significativamente menor de contactos POP2:POP2 (círculos rojos), mientras que son 
sistemáticamente incrementadas en la presencia del dominio C2B (cuadrados azules). 

  

 
Figura 4: Cuantificación de los efectos del dominio C2B en los lípidos POP2. 

 

5. CONCLUSIONES 
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Hemos explorado el espacio de fases de la dinámica del poro de fusión a lo largo de (i) la curvatura 
de membranas, (ii) la fusión de membranas, y (iii) la nucleación usando una coordenada de reacción 
especialmente diseñada. Hemos demostrado que el dominio C2B de la sinaptotagmina-1 no tiene efecto en 
la formación del poro de fusión. Sin embargo, expandiendo el poro de fusión, hemos observado 
cuantitativamente que la región polibásica KRLKKKKTTIKK en C2B maneja las interacciones lípido-
proteína que inducen la formación de grupos de POP2, los cuales colectivamente estabilizan el poro de fusión 
expandido. 
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