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RESUMEN

Las encapsulinas son nanocompartimentos proteinicos presentes en bacterias y arqueas, aislan y concentran a las enzimas ademas
de regular los procesos metabolicos intracelulares. Estas estructuras, con simetria icosaédrica, durante la evolucion derivaron de
capsides virales, su ensamblaje es espontaneco y con elevada estabilidad térmica y quimica. Su capacidad para reconocer y encapsular
a proteinas especificas mediante péptidos de direccionamiento y su facilidad para la manipulacion genética, las convierte en
estructuras versatiles con multiples aplicaciones. En esta revision se sintetiza el conocimiento actual sobre la biologia, la estructura,
la clasificacion funcional de las encapsulinas y una vision actualizada de los estudios filogenéticos recientes. Se describen los
mecanismos naturales de encapsulacion, y las estrategias disefiadas para incorporar cargas heterodlogas a través de la fusion genética
o el ensamblaje postraduccional. Asimismo, se analizan los avances en ingenieria de poros y superficies que permiten personalizar
el transporte molecular y la interaccion con células blanco. Finalmente, se discuten sus aplicaciones en biocatalisis, diagndstico,
terapia dirigida, biosensado, almacenamiento intracelular, principales retos pendientes y las perspectivas para su implementacion
en sistemas biomédicos e industriales. En conjunto, las encapsulinas emergen como herramientas modulares de gran potencial en
biotecnologia y biologia sintética.

Palabras clave: nanocompartimentos de encapsulina, compartimentalizacion proteinica, ingenieria de proteinas, biocatalisis,
nanobiotecnologia.

Encapsulins: versatile protein nanocompartments for biotechnological and biomedical applications

ABSTRACT

Encapsulins are protein nanocompartments found in bacteria and archaea that help with enzyme compartmentalization and control
of internal metabolic processes. These icosahedral structures, which evolved from viral capsids, assemble naturally and are highly
stable against heat and chemicals. Their ability to recognize and trap specific proteins through targeting peptides, along with their
adaptability to genetic engineering, makes them useful for many applications. This review covers current knowledge about the
biology, structure, and functional types of encapsulins, including new insights from recent phylogenetic studies. It explains how
natural encapsulation works and describes engineered methods to load different cargos using genetic fusion or post-translational
assembly. The review also discusses recent advancements in pore and surface engineering, which enable customized molecular
transport and interactions with target cells. Lastly, it explores their uses in biocatalysis, diagnostics, targeted therapy, biosensing,
and intracellular storage, along with the key challenges and future prospects for using encapsulins in biomedical and industrial
fields. Overall, encapsulins show great promise as modular tools in biotechnology and synthetic biology.
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INTRODUCCION
as encapsulinas son nanocompartimentos

! proteinicos que se autoensamblan y se distribuyen

en diversos grupos de bacterias y arqueas. Estas
estructuras presentan una geometria icosaédrica
conservada, albergan proteinas especificas en su interior con
mecanismos de reconocimiento molecular mediados por
péptidos de direccionamiento (Cassidy-Amstutz et al., 2016;
Altenburg, Rollins, Silver & Giessen, 2021). Su morfologia
recuerda a la de los virus con plegamiento tipo HK97, aunque
su funcion esta orientada a procesos metabolicos intracelulares
no infecciosos (Sutter et al., 2008; Nichols, Cassidy-Amstutz,
Chaijarasphong & Savage, 2017; Giessen & Silver, 2017).

En la naturaleza, las encapsulinas participan en procesos
de almacenamiento de iones Fe, en la regulacion del estrés
oxidativo y en la creacion de compartimentos para enzimas,
todo esto a fin de contribuir a la homeostasis celular (He
et al., 2016; Jones & Giessen, 2021). En afios recientes, su
estudio se intensifico por su interés bioldgico y su potencial
de plataforma modular en biotecnologia y biomedicina. Estas
nanoestructuras ofrecen ventajas por su alta estabilidad térmica
y quimica, posibilidad de modificacion genética o quimica, y
compatibilidad con sistemas de expresion heter6logos (Giessen
& Silver, 2016; Lau, Giessen, Altenburg & Silver, 2018). A
partir de estudios genomicos y estructurales esta identificada
unanotable diversidad de sistemas encapsulina, con mas de 900
variantes distribuidas en multiples filos microbianos (Andreas
& Giessen, 2021). Esta diversidad ocasion6 propuestas de
clasificacion funcional que agrupan a las encapsulinas en
distintos tipos segun la estructura de su operén y el tipo de
proteina que encapsulan, llamada “proteina cargamento”
(McDowell & Hoiczyk, 2022; Giessen, 2024).

El objetivo de esta revision es sintetizar el conocimiento actual
sobre las encapsulinas, desde su origen evolutivo y caracteristicas
estructurales hasta los mecanismos de encapsulacion natural
y dirigida. Asimismo, se abordan los avances recientes en
ingenieria de poros y superficie, y se discuten sus aplicaciones
emergentes en areas como la biocatalisis, el diagndstico
molecular, la terapia dirigida y el almacenamiento intracelular.
Finalmente, se analizan los retos técnicos que atin persisten en su
implementacion y se plantean perspectivas para su integracion
en las plataformas biomédicas e industriales mas sofisticadas.

ORIGEN, ESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LAS
ENCAPSULINAS

Origen y distribucion evolutiva

Las encapsulinas son sistemas con compartimentos
intracelulares presentes en bacterias y arqueas, participan en
la regulacion del metabolismo celular por confinamiento de
las proteinas funcionales. Su amplia distribucion filogenética
en géneros ambientales, comensales y patdgenos, sugiere que

estos nanocompartimentos constituyen una estrategia evolutiva
muy bien conservada (Nichols et al., 2017). En estudios
genomicos de alta resolucion, hay identificadas mas de 900
sistemas de encapsulina distintos (McDowell & Hoiczyk,
2022; Giessen, 2024).

Estructuralmente, las encapsulinas presentan un plegamiento
proteinico tipo HK97, caracteristico de las capsides virales, como
la del bacteriofago Hong Kong 97 del que toma su nombre,
aunque también se encuentra en las capsides de virus de arqueas
y en el virus de herpes (Sutter ef al., 2008). Sin embargo, las
encapsulinas no participan en procesos infecciosos ni en la
transferencia genética, estan adaptadas para alojar enzimas o
proteinas especializadas, con funcion de organulos procariotas
(Nichols et al., 2017). Esta convergencia estructural refleja una
adaptacion evolutiva, en la que las bacterias reutilizaron formas
virales para el control de las funciones metabdlicas internas
(Andreas & Giessen, 2021).

En ciertos casos, en las bacterias patdégenas Klebsiella
pneumoniae o Mycobacterium tuberculosis, las encapsulinas
podrian influir en la virulencia a través de mecanismos de
detoxificacion o almacenamiento de hierro, lo que amplia su
relevancia mas alla del metabolismo basico (Jones, Andreas &
Giessen, 2024; Sigmund et al., 2018).

Morfologia estructural

La coraza de las encapsulinas estd formada por subunidades
proteinicas también denominadas encapsulinas, EncA, de
ensamblaje espontdneo en estructuras icosaédricas muy
estables. Estos compartimentos adoptan diferentes simetrias
triangulares (T), y acorde al nimero de subunidades generan
especies de distintos didmetros: T=1 (60 subunidades, ~24 nm),
T=3 (180 subunidades, ~32 nm) y T=4 (240 subunidades, ~42
nm), (Giessen, 2024). Todos los compartimentos icosaédricos
tienen 12 vértices, formados por un pentaimero de mondmeros
de encapsulina. En el caso de las encapsulinas con T=1, sus
60 subunidades provienen de los 12 pentameros. En contraste,
las encapsulinas con nimeros T=3 o T=4, ademas de conservar
los 12 pentameros que forman los vértices, contienen 20 o 30
hexdmeros del mismo mondmero, respectivamente (Figura
1A). La disposicion geométrica de las subunidades genera una
coraza cerrada, con poros en los ejes de simetria 2, 3 y 5 que
permiten el intercambio controlado de pequeiias moléculas y
cofactores entre el lumen y el citoplasma bacteriano (Adamson
et al.,2022). La Figura 1B ilustra una encapsulina T=3 (PDB
4PT2), se resalta su organizacion simétrica y la localizacion
de los poros principales. Estudios por Cryo-EM revelaron que
ciertas familias de encapsulinas presentan poros mas grandes con
carga electrostatica que influye en la permeabilidad selectiva y
en la eficiencia catalitica de sus proteinas cargamento (Giessen,
2024; Altenburg et al., 2021).
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Figura 1. Estructura general de un nanocompartimento de encapsulina. A) Estructura icosaédrica de las encapsulinas. El nimero de
subunidades esta asociado a su nimero de triangulacion (T). En el caso de las encapsulinas T=1, las 60 subunidades forman 12 pentameros
que constituyen el total de la encapsulina; en las encapsulinas con T=3, se conservan los 12 pentameros y, ademas, existen 20 hexameros
que los separan; en las encapsulinas con T=4, se conservan los 12 pentameros y estos estan separados por 30 hexdmeros. La insercién de
hexameros provoca un aumento significativo del tamafio de los icosaedros. B) Representacion tridimensional de la estructura icosaédrica
de la encapsulina de M. xanthus (PDB 4PT2), con simetria T=3 (~32 nm de diametro), formada por 180 subunidades del monémero EncA,
organizadas en un patréon hexagonal-pentagonal. A la derecha se indica la ubicacién de los poros principales en los ejes de simetria 2, 3

y 5. Figura Creatividad personal.
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Ademas de las corazas clasicas similares a capsides virales,
se han descrito varias estructuras con dominios accesorios
que devienen en regiones de union a cofactores (MBD,
Metal-Binding Domain), o dominios de union a nucledtidos
ciclicos (CBD, Cyclic nucleotide-Binding Domain) y los
bucles de la superficie que permiten inserciones funcionales
sin comprometer el ensamblaje (Andreas & Giessen, 2021;
Michel-Souzy, Hamelmann, Zarzuela-Pura, Paulusse &
Cornelissen, 2021). Estas modificaciones les confieren
propiedades especificas, como la afinidad por metales, la
direccion intracelular o la respuesta a estimulos externos.

EnlaFigura2 se observaunasuperposicion de los monémeros
de encapsulina que resalta la conservacion del plegamiento
entre proteinas que forman los nanocompartimentos con
distinto ntimero de triangulacién, T=1, T=3 y T=4. Los
elementos estructurales conservados son el dominio axial
(A), el dominio periférico (P) formado por los residuos de

la region N-terminal de la proteina y que contiene una larga
hélice alfa caracteristica (hélice N), y el bucle extendido, o
bucle E. Mientras que los dominios A y P estan claramente
conservados entre los tres tipos de monoémeros, el giro de
aproximadamente 60-90° del bucle E parece ser la clave para
que estas proteinas se acomoden en conjuntos de 60, 180 o
240 monomeros, y den origen a la diversidad de tamafios de
estos complejos supramoleculares (Wiryaman & Toor, 2022).

Clasificacién funcional

La creciente diversidad de sistemas de encapsulina dio lugar a
esquemas de clasificacion mas complejos que integran analisis
filogenéticos, estructurales y funcionales. Si bien en un inicio
se agruparon en tipos I, I y III acorde a la organizacion del
operén y el tipo de cargamento (Giessen & Silver, 2016),
estudios recientes proponen una clasificacion detallada de cinco
familias funcionales (Andreas & Giessen, 2021):

p
Dominio A DY Dominio A
Dominio P Dominio P
Bucle E Bucle E
£adl Dominio A Dominio A
q" '“\1
AN .
Dominio P Dominio P
Bucle E Bucle E
g

J

Figura 2. Superposicion y estructura individual de los monémeros de las encapsulinas de distintas especies. Representacion en caricatura
de las encapsulinas de 7. maritima (PDB 3DKT), M. xanthus (PDB 7S20) y Q. thermotolerans (PDB 6NJ8). Figura Creatividad personal.
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Familia 1: Presente en los microorganismos aerobios y
anaerobios; contiene proteinas con actividad de ferroxidasa,
como la EncFtn. Participa en el secuestro y almacenamiento
de hierro, asi como en la proteccion frente al estrés oxidativo
(He et al., 2016).

Familia 2A: Encapsula a proteinas con actividad redox,
como peroxidasas o desulfurasas. Las corazas muestran una
organizacion mas compacta y poros de tamafo reducido en el
eje de simetria de orden dos (~9 x 6 A).

Familia 2B: Similar a 2A, pero en algunos casos presenta
poros mas amplios en el eje de simetria de orden dos (~50 x
10 A) y cargas asociadas a rutas de alivio del estrés oxidativo
0 a procesos metabolicos del nitrogeno.

Familia 3: Asociada a rutas biosintéticas complejas y a la
produccion de metabolitos secundarios como antibidticos y
pigmentos. Su operon suele incluir multiples genes accesorios.

Familia 4: Intuye sistemas no canonicos formados unicamente
poreldominio A, con cargamentos poco caracterizados. Algunas
de estas encapsulinas estan asociadas a proteinas estructurales
o de funcién desconocida.

Cada familia presenta diferencias en la estructura del operon, el
tipo y la cantidad de proteinas accesorias, la geometria capsular
yelmecanismo deregulacion transcripcional. La Tabla I resume
estas caracteristicas distintivas, organismos representativos,
tipo de capside, proteinas cargamento y funcion propuesta.
Este sistema de clasificacion permite no solo una mejor
comprension de la diversidad funcional de las encapsulinas,
sino también la identificacion de nuevos sistemas con potencial
para aplicaciones en bioingenieria ain no exploradas (Nichols
et al., 2021; Giessen, 2024).

Carga molecular: mecanismos de encapsulacion natural
y dirigido

Unadelas propiedades masrelevantes de las encapsulinaseslade
albergar proteinas especificas en sulumen mediante mecanismos
altamente selectivos y organizados. Esta funcion, que en
condiciones naturales esta orientada a lacompartimentalizacion
deenzimas clave del metabolismo celular, también se aprovecha
en sistemas diseflados con fines terapéuticos, cataliticos o de
diagnostico (Giessen & Silver, 2016; Lau ef al., 2018).

Mecanismo natural de encapsulacién
Enlos sistemassilvestres, las proteinas cargadas son reconocidas
por una secuencia corta denominada péptido de cargamento

Tabla 1. Clasificacion funcional y estructural de las encapsulinas segiin su estructura y tipo de carga.

- Caracteristicas Tipo de Proteinas Mecanismo de Organismos Funcién
Familia L. cargamento- iy . general
estructurales capside (T) . encapsulacion | representativos
predominantes propuesta
Contienen hélice N, T=1 Ferritinas, Péptido de Myxococcus Homeostasis
dominios A y P, y bucle T=3 peroxidasas DyP, | cargamento xanthus, de metales,
| E; sitio de union al CLP T=4 Flp C-terminal (CLP, | Thermotoga proteccion
conservado entre la 10-20 aa) maritima, frente a ROS
hélice N y el dominio P Klebsiella
pneumoniae
Contienen hélice N T=1 Desulfurasa, Dominio Synechococcus Reacciones
A extendida, sin dominios flavoproteinas desordenado elongatus, redox,
insertados N-terminal (20— | Mycobacterium desulfuracion
260 residuos) smegmatis
Igual a 2A, pero con T=1 Oxidorreductasas | Dominio Mycobacterium Detoxificacion
B dominios CBD y MBD variadas N-terminal largo, | tuberculosis, y funciones
insertados en el bucle E encapsulacion Streptomyces sp. | metabolicas
sin CLP clasico especializadas
Se carece de datos Desconocido | Enzimas Mecanismo Actinomycetota, | Sintesis de
3 estructurales; con biosintéticas desconocido, sin | Myxococcota metabolitos
dominios helicoidales asociadas a CLP claro secundarios
predichos en la coraza clsteres BGC
Version truncada del Desconocido | Desconocidas Mecanismo Euryarchaeota, Potencial
4 pliegue tipo HK97, (sin validacion desconocido Bacteroidota estructural o
solo con dominio A; experimental) vestigial
estructura fragmentada
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(CLP, Cargo-Loading Peptide) o péptido de direccionamiento
(TP, Targeting Peptide), en general localizado en el extremo
C-terminal y con un aproximado de 10 a 20 aminoacidos,
interactiia con una hendidura especifica en la cara interna de
la capside formada en cada mondémero (Cassidy-Amstutz et
al., 2016; Altenburg et al., 2021). La interaccion CLP-EncA
es suficiente para guiar la incorporacion de la carga durante el
ensamblaje espontaneo del compartimento proteinico.

Estudios estructurales de alta resolucion demostraron que esta
interaccion se basa en fuerzas ionicas e hidrofobicas especificas,
conunanotable conservacion entre especies (Jones et al.,2024).
Laorientaciony el nimero de proteinas cargadas son constantes
en cada sistema, lo que sugiere la existencia de mecanismos
de control estérico durante la formacion de la particula. Las
proteinas cargamento tipicas en la naturaleza incluyen ferritinas
(EncFtn), peroxidasas, desulfurasas y proteinas relacionadas con
la detoxificacion de metales o especies de oxigeno reactivas
(He et al., 2016; Nichols et al., 2021).

Encapsulacion dirigida

La versatilidad del sistema de carga se ha aprovechado para
encapsular proteinas heterologas mediante la fusion genética de
un CLP con la proteina de interés. Esta estrategia permite cargar
enzimas, fluoréforos, biosensores y complejos multienzimaticos
funcionales en encapsulinas expresadas, ya sea en Escherichia
coli,en células eucariotas e incluso en sistemas libres de células,
a partir de proteinas purificadas (Sigmund ef a/., 2018; Lau et
al., 2018).

Ademas del CLP, el desarrollo de métodos alternativos para
el empaquetamiento, como el uso de inteinas divididas o de
secuencias de anclaje postraduccional, permite introducir
proteinas sinnecesidad de modificar genéticamente su secuencia
(Helalat, Téllez, Dezfouli & Sun, 2024). Las inteinas son
fragmentos de proteina que se encuentran insertados dentro de
otras proteinas (exteinas) y se autoeliminan espontaneamente
en un proceso llamado empalme de proteinas, y ocurre sin la
necesidad de cofactores o enzimas externas. Estas estrategias
ortogonales amplian laaplicacion delas encapsulinas en sistemas
hibridos de carga multiple o con control externo de liberacion.

Un avance notable en esta area es la capacidad de cargar, de
forma simultanea, multiples proteinas al utilizar CLPs con
diferentes especificidades o al controlar la estequiometria
de expresion. Esto permite el disefio de nanorreactores que
ejecutan reacciones en cascada, con una eficiencia superior a
la de los sistemas libres en solucion (Jones & Giessen, 2021;
Sigmund et al., 2018).

Por otro lado, estudios recientes muestran que ciertos
nanocompartimentos de encapsulina son desensamblados y
reensamblados in vitro en condiciones controladas de pH y
fuerza iodnica, lo que permite incorporar proteinas exdgenas

sin requerir fusion genética y ofrecer una via alternativa de
encapsulacion postensamblaje (Boyton, Goodchild, Diaz,
Elbourne, Collins-Praino & Care, 2021). La Figura 3 ilustra
al CLP unido a la cara interna del nanocompartimento de
encapsulina de M. xanthus y la regiéon de reconocimiento
selectivo de la coraza.

Ingenieria de poros y superficie

La estructura modular y la tolerancia a las modificaciones
genéticas han convertido a las encapsulinas en plataformas
atractivas para la ingenieria molecular. Entre las estrategias
mas empleadas se encuentran la modificacion de los poros
para controlar la permeabilidad del compartimento y la
funcionalizacion de la superficie externa, que permite dirigir las
capsides haciablancos especificos o anclar elementos bioactivos.
Estas modificaciones amplian su utilidad en la biocatalisis, la
entrega terapéutica y el diagnostico avanzado (Giessen, 2016;
Van de Steen et al., 2021).

Ingenieria de poros

Los poros presentes en las corazas de la encapsulina se
localizan en los ejes de simetria 5,3 y 2 (Figura 1) y permiten el
intercambio selectivo de metabolitos, iones y cofactores. Estos
canales estan formados por regiones flexibles de la subunidad
EncA, lo que los hace susceptibles a la ingenieria racional
mediante mutagénesis dirigida (Adamson et al., 2022). En
diversos estudios se observa la modificacion de residuos en el
canal pentamérico con un aumento del didmetro del poro, un
cambio de polaridad o la introduccion de cargas especificas.
Estas alteraciones influyen directamente en la selectividad del
compartimento y en la cinética de las reacciones catalizadas
en el interior de la encapsulina, lo que afecta tanto la entrada
de sustratos como la salida de productos (Nichols et al., 2021).

Por ejemplo, en las encapsulinas modificadas para albergar
rutas metabdlicas en cascada, el disefio del poro es fundamental
para optimizar el flujo molecular y evitar la acumulacion de
intermediarios reactivos (Jones & Giessen, 2021). También
se han disefiado encapsulinas con poros redox-sensibles o
activables por pH, lo que permite un control dinamico del
transporte molecular en funcién del entorno (Diaz, Vidal,
Sunna & Care, 2021). La Figura 4 compara la morfologia de
la encapsulina silvestre de M. xanthus (PDB 8JVO) con una
variante de poros mas amplios (PDB 9B9Q), y se ilustran los
cambios en el tamafio de los poros realizados con ingenieria.

Modificacion de la superficie externa

La superficie externa de las corazas de encapsulina constituyen
un sitio accesible para la ingenieria de proteinas. Se han
introducido secuencias peptidicas, etiquetas proteinicas o
dominios funcionales sin comprometer ¢l ensamblaje o la
integridad estructural del compartimento (Giessen & Silver,
2016; Sigmund et al., 2018). Entre las modificaciones mas
comunes se encuentran:
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Figura 3. Modos de interaccion entre el CLP y las superficies internas de los nanocompartimentos de encapsulina y del monémero de
encapsulina. A) Organizacion de los genes de las proteinas encapsulinas y de sus cargamentos. E1 CLP esta codificado en el extremo N- o
C-terminal de la proteina cargamento (amarillo), como en los dos primeros ejemplos de los operones, produciendo un encapsulamiento
dependiente de CLP. En los casos en que la proteina encapsulina y su cargamento estan fusionados, la encapsulina de Pyrococcus furiosus
es un ejemplo de ello, la encapsulacién es independiente del CLP (parte inferior). B) Corte de la encapsulina de M. xanthus (PDB 8VJO),
con las subunidades en grises y azules y el CLP en naranja. En el recuadro se observa la unién individual del CLP a un monémero de la
encapsulina, en un costado de la hélice N, localizada en el dominio P. Figura Creatividad personal.

Insercion de etiquetas de afinidad (His-tag, Strep-tag) para
purificacion o inmovilizacion (Michel-Souzy et al., 2021).

Fusion de péptidos de direccionamiento celular, como RGD o
TAT, para entrega dirigida (Van de Steen et al., 2021).

Anclaje de fluoréforos o sondas para rastreo Optico y de
diagnostico (Lau et al., 2018).

Uso de sistemas modulares como SpyTag/SpyCatcher o sortasa
A para el ensamblaje postraduccional de los componentes
funcionales (Helalat et al., 2024; Goémez-Barrera Delgado-

Tapia, Hernandez-Gutiérrez, Cayetano-Cruz, Méndez &
Bustos-Jaimes, 2025).

Estas estrategias permiten no solo modificar la interaccion de
los nanocompartimentos con el entorno bioldgico, sino también
disenar nanotransportadores inteligentes capaces de liberar su
carga en respuesta a los estimulos externos como cambios de
pH, cambios de potencial redox o presencia de luz visible (Diaz
et al., 2021). En conjunto, la ingenieria de poros y superficies
convierte a las encapsulinas en plataformas adaptables a
diferentes requerimientos funcionales sin comprometer su
ensamblaje, estabilidad o biocompatibilidad.
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Figura 4. Comparacion estructural entre la encapsulina silvestre de M. xanthus (PDB 8VJO) y una variante con los poros ampliados
(PDB 9B9Q). Imagen comparativa del efecto de las deleciones en el asa que forma tanto los poros de simetria del eje de orden 5 como los
del eje de orden 3, con un aumento evidente en el diametro de estos. Figura Creatividad personal.

Aplicaciones biotecnologicas y biomédicas

El disefio modular, la estabilidad estructural y la capacidad de
encapsulacion especifica posicionan a las encapsulinas como
plataformas versatiles para distintas aplicaciones cientificas. A
través de laingenieria de carga y superficie, estas nanoestructuras
han demostrado utilidad en areas como la de biocatalisis,
la entrega dirigida de agentes terapéuticos, el desarrollo de
biosensores y el almacenamiento intracelular de compuestos
reactivos o metalicos (Jones & Giessen, 2021; Nichols ef al.,
2021). LaFigura 5 resume de manera esquematica las principales
aplicaciones de las encapsulinas exploradas hasta ahora, asi
como las lineas de desarrollo en curso.

Biocatalisis y sintesis quimica

Las encapsulinas se utilizan como biorreactores capaces
de albergar enzimas activas o cascadas multienzimaticas.
Los compartimentos protegen a las enzimas del ambiente
citoplasmatico, mejoran su estabilidad y reducen la interferencia
con otras rutas metabolicas (Giessen & Silver, 2016). Ademas,
la proximidad fisica entre las enzimas encapsuladas favorece
las reacciones en cadena e incrementa la eficiencia catalitica
general (Sigmund et al., 2018).

Existen sistemas capaces de transformar sustratos de manera
secuencial enun solo nanocompartimento, a través de estrategias
de carga multiple mediadas por péptidos de direccionamiento
diferenciados o por disefio de ensamblaje dirigido (Jones &
Giessen, 2021; Lau et al., 2018). Estas configuraciones son
aplicadas en la produccion de metabolitos de alto valor, en la
enzimologiasintéticay en la sintesis sostenible bajo condiciones
controladas (Adamson et al., 2022).

Diagnostico y terapia dirigida

Los estudios del potencial terapéutico de las encapsulinas
refieren principalmente a la liberacion especifica de farmacos
0 enzimas citotoxicas. Su capacidad para transportar agentes
activos protegidos por un contenedor estable, combinada con
la posibilidad de funcionalizar su superficie con péptidos de
reconocimiento celular las convierte en sistemas prometedores
para una terapia dirigida (Van de Steen ef al., 2021). Se han
disefiado encapsulinas que contienen generadores de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como la miniSOG (mini Singlet
Oxygen Generator), una flavoproteina fluorescente de solo
106 residuos, derivada de la fototropina 2 de Arabidopsis
thaliana, que puede activarse con luz visible para provocar la
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- Nanorreactores - Nanoelectrénica
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- Imagenologia
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Figura 5. Aplicaciones potenciales de las encapsulinas. Esquema
conceptual que resume los principales usos biotecnolégicos
y biomédicos de estas nanoestructuras: catalisis, disefio de
nanomateriales avanzados y aplicaciones en medicina. Figura
Creatividad personal.

muerte celular selectiva, abriendo la posibilidad de desarrollar
una terapia fotodinamica (Diaz et al., 2021). Otros estudios
demostraron que la fusion de pequefios péptidos, como RGD,
en la superficie permite la entrada selectiva a las células
tumorales, donde los nanocompartimentos liberan proteinas
encapsuladas con funcion apoptotica (Sigmund ef al., 2018).
También estas particulas, pueden producirse en sistemas
eucariotas, incluidas las células de los mamiferos, conservando
su integridad estructural y su capacidad de carga, lo que amplia
sus aplicaciones hacia la terapia génica, la vacunologia y el
desarrollo de organelos sintéticos (Lau ef al., 2018; Kwon &
Giessen, 2022).

Biosensores y almacenamiento intracelular

La incorporacion de las enzimas oxidorreductasas, como
peroxidasas, lactato oxidasa o citocromos, permite el disefio de
biosensores encapsulados, que detectan metabolitos o especies
redox en medios complejos, con mayor estabilidad y capacidad
de reutilizacion que sus equivalentes libres (McDowell &
Hoiczyk, 2022). Por otra parte, son contenedores intracelulares
que almacenan metales, como hierro, cobre o manganeso,
accion validada en varios modelos microbianos. En estos
sistemas, la coraza de la encapsulina es un reservorio seguro,
evita la acumulacion libre de metales para que no se genere
estrés oxidativo o toxicidad (He et al., 2016; Giessen, 2016).
En algunos casos, como en la encapsulina de Rhodospirillum
rubrum, contiene ferritinas de una subfamilia especifica
que siempre esta encapsulada (EncFtn), que almacena miles
de atomos de hierro por cada particula de encapsulina, su
funcioén es analoga a una ferritina bacteriana, pero con mayor
capacidad de retencion y compartimentalizacion (He et al.,

2016). La Tabla II resume ejemplos recientes de sistemas de
encapsulina modificados experimentalmente, indicando el tipo
de encapsulina, la carga empleada, la estrategia de ingenieria
aplicada y su aplicacion demostrada.

Perspectivas futuras y retos por resolver
Apesardelosavances significativos en el estudio y laaplicacion
de las encapsulinas, aun persisten diversos retos cientificos
y tecnologicos que limitan su aprovechamiento pleno como
herramientas de bioingenieria. Resolver estas limitaciones
permitira expandir suuso en aplicaciones mas sofisticadas, desde
nanomedicina hasta sistemas de sintesis artificial altamente
controlados.

Comprension del ensamblaje y de la carga especifica
Aunque el reconocimiento mediado por péptidos de
direccionamiento ha sido ampliamente documentado, aun falta
comprender en detalle como se regulan la especificidad y la
eficiencia de la encapsulacion, en especial al introducir cargas
heterdlogas. Estudios estructurales recientes revelaron que el
CLPseacoplaaunbolsillo especifico en la coraza, pero también
sugirieron que la disposicion espacial, la afinidad relativa
y la estequiometria influyen en la eficiencia del ensamblaje
(Altenburgetal.,2021;Jones et al.,2024). El disefio racional de
nuevos CLPs con propiedades modulables, asi como el anlisis
de la cinética de ensamblaje en presencia de multiples cargas,
representan areas de desarrollo prometedoras para lograr una
encapsulaciéon mas controlada y predecible (Cassidy-Amstutz
etal., 2016).

Limitaciones en la manipulacion genética y la expresion
heteréloga

Laproduccion eficiente de encapsulinas funcionales en sistemas
heterélogos sigue siendo un reto, en particular cuando se
busca expresar simultaneamente a la proteina de coraza y a las
multiples cargas. En cuanto alos problemas de bajo rendimiento,
ensamblaje incompleto o toxicidad celular, se sugiere que se
deben al tipo de hospedero y al equilibrio entre los componentes
expresados (Giessen & Silver, 2016; Nichols ef al., 2021).

El uso de sistemas de expresion inducible, la codificacion en
operones sintéticos optimizados y las técnicas de ensamblaje
postraduccional (como las inteinas o la sortasa A) mejorarian
la eficiencia y reducirian las interferencias funcionales.
Asimismo, los avances en la edicion gendmica y la biologia
sintética permitiran desarrollar cepas celulares disefiadas para
ensamblar encapsulinas con cargas funcionales complejas
(Helalat et al., 2024).

Interaccién con sistemas eucariotas

Aunque se ha demostrado que las encapsulinas pueden
ser ensambladas y funcionales en células eucariotas, ain
es necesario entender mejor su dindmica intracelular, su
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Tabla II. Encapsulinas modificadas: ejemplos en aplicaciones sintéticas. Resumen de estudios recientes que emplearon encapsulinas como
nanocompartimentos disefiados, en detalle el sistema de expresién utilizado, el tipo de proteina cargamento encapsulada, las modificaciones

aplicadas y su proposito en contextos biotecnologicos o biomédicos.

Sistema de Proteina cargo Tipo de modificacion Sistema de Aplicacion demostrada Referencias
encapsulina expresion
M. xanthus sfGFP-CLP Modificacion de asa E. coli Entrega dirigida de Gomez-Barrera
155-159 y C-terminal proteinas a células et al., 2025
con SpyTag hepaticas
K. pneumoniae | Peroxidasa tipo | Optimizacion de E. coli Caracterizacion estructural | Jones et al.,
DyP interaccion CLP de interaccion TP-capside | 2024
M. xanthus NanoLuc, AdhD, | Expansion de poro E. coli Reciclaje de NADH Kwon, Andreas
PTDH pentamérico y nanorreactores & Giessen,
multienzimaticos 2024
M. xanthus Piridoxina Expansion de poro E. coli Aumento de transporte de | Pérez-Sanchez
4-oxidasa pentamérico sustratos. Produccion de & Bustos-
H,0, Jaimes, 2025
T. maritima sfGFP Insercion de asas en los E. coli Entrega celular dirigidaa | Michel-Souzy
residuos 64 y 127, fusion bEnd.3 etal., 2021
de PepC7
T. maritima miniSOG Decoraciéon con DARPin E. coli Terapia dirigida en células | Van de Steen
y CLP HER2+ etal., 2021
T maritima GCaMP Mutacion de asa 184—189 E. coli Aumento de transporte Williams,
molecular y difusion de Jung, Coffman
iones & Lutz, 2018
M. xanthus eGFPy Split Fusion con Dps-N y CLP E. coli Carga dual de RNA 'y Kwon &
Broccoli RNA proteina para co-entrega Giessen, 2022
intracelular
T. maritima sfGFP Fusién con CLPs E. coli Encapsulacion eficiente Cassidy-
derivados de FLP (30, 15, con TP minimos Amstutz et al.,
5 aa) 2016
0. GFP/anti-CD3 | Sortasa A + Tev para E. coli Modificacion interna y Helalat et al.,
thermotolerans | scFv modificacion post- externa para fluorescencia |2024
traduccion y direccionamiento celular
T. maritima NanoLuc, eGFP, | Split intein + SpyTag/ E. coli Decoracion modular y Choi, Eom,
miniSOG SpyCatcher formacion de estructuras Kim, Bae, Jung
LbL & Kang, 2021
T maritima miniSOG Insercion de sefal E. coli Produccién de ROS por Diaz et al.,
de encapsulacion en luz azul para terapia 2021
C-terminal fotodinamica
T. maritima LigM y DHFR | Decoracion con E. coli Catalisis secuencial en Jenkins &
SpyCatcher y CLP; metabolon artificial Lutz, 2021
ingenieria de poros
M. xanthus Tyrosinasa; Expresion en células HEK293T | Contraste optico, Sigmund et al.,
EncB/C/D (topo- | de mamifero; etiquetas (eucariota) | optoacusticoy por RMen [2018
ferritina) FLAG y StrepTagll células de mamiferos
M. xanthus eGFP, miniSOG, |Expresion heterdloga en | Saccharomyces | Formacion de organulos Lau et al.,
mCherry levadura; carga con CLP cerevisiae | sintéticos funcionales en 2018

eucariotas
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biocompatibilidad y sus rutas de trafico subcelular. Aspectos
como la estabilidad en el entorno citoplasmatico, la interaccion
con los organulos y la capacidad de escapar de las rutas de
degradacion condicionan su uso como organelos sintéticos o
vehiculos terapéuticos (Lau ef al., 2018; Kwon & Giessen,
2022). Ademas, el disefio de superficies capaces de dirigir
la localizacion subcelular precisa (por ejemplo, al nucleo,
mitocondria o endosomas) sigue siendo un desafio técnico que
requiere nuevas estrategias de direccionamiento y validacion
funcional en modelos animales.

Expansion del repertorio funcional y sintético

Uno de los horizontes mas ambiciosos es la creacion de
encapsulinas completamente redisefiadas con ingenieria
de proteinas, evolucion dirigida o disefio de novo. Estas
encapsulinas se adaptarian para alojar nuevas funciones, como
circuitos sintéticos, sensores moleculares, rutas metabolicas
artificiales o elementos de memoria celular (Giessen, 2016).
En paralelo, el estudio de variantes naturales poco conocidas
revelaria las propiedades ain no utilizadas, como la de la
permeabilidad diferencial y el ensamblaje en condiciones
extremas. Herramientas de modelado estructural asistido por
inteligencia artificial, el cribado gendmico y la bioinformatica
evolutiva tendrian un papel clave en esta expansion funcional
(Nichols et al., 2021; Giessen, 2024).

CONCLUSIONES

Las encapsulinas representan un ejemplo notable de
compartimentos funcionales en organismos procariotas, en
combinacién con una morfologia altamente conservada, con
una diversidad sorprendente en su organizacién genética y
funciones bioldgicas. Su capacidad para albergar proteinas
especificas mediante mecanismos precisos de direccionamiento,
gran resistencia estructural y tolerancia a las modificaciones
genéticas, consolidan su posicion como plataformas versatiles
en el campo de la biotecnologia y la biomedicina.

El avance en el conocimiento de sus caracteristicas
estructurales, impulsado por técnicas como la cristalografia
y la microscopia crioelectronica, permite comprender los
principios de ensamblaje capsular y las propiedades fisico-
quimicas de sus poros. A partir de esta base, la ingenieria
racional de encapsulinas ha dado lugar a nanocompartimentos
personalizados, capaces de encapsular multiples proteinas,
modificar su permeabilidad o dirigirse a entornos celulares
especificos. Estas herramientas se han aplicado con éxito en la
biocatalisis confinada, el biosensado, la entrega terapéutica y
el disefio de organelos sintéticos, con resultados prometedores
tanto in vitro como en sistemas celulares eucariotas. No
obstante, suimplementacion a gran escala aun enfrenta desafios
importantes en el control fino de la encapsulacion multiple, la
expresion eficiente en sistemas heterélogos, la interaccion con
organelos eucariotas y la integracion funcional en circuitos
moleculares mas complejos. Superar estas barreras requiere

una aproximacion interdisciplinaria que combine biologia
estructural, ingenieria genética, disefio computacional y
validacion funcional en modelos aplicados.

En conjunto, las encapsulinas ofrecen un marco natural poderoso
sobre el cual construir soluciones innovadoras en ciencia
basica, medicinay tecnologia. Su potencial para convertirse en
elementos centrales de plataformas de bioingenieria molecular
de nueva generacion dependera de nuestra capacidad para
comprenderlas y redisefiarlas con precision, aprovechando su
origen evolutivo y su flexibilidad sintética.
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