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Determinacion de la actividad antimicrobiana de la melanina purificada, a
partir de la tinta de Octopus mimus Gould, 1852(Cephalopoda: Octopodidae)

Marco Vega Petkovic'
1Departamento Ciencias Basicas, Universidad Santo Tomas
Héroes de la Concepcidn 2885, Iquique, Chile

RESUMEN. Los cefaldpodos, constituyen importantes modelos biomédicos orientados a vertebrados, con
potencial farmacol6gico. Estos animales poseen una glandula de tinta, que produce un liquido marrén o negro
(tinta), con una elevada concentracion de melanina, a la cual se le han atribuido propiedades antibacterianas.
Con esta informacion, se busca determinar el efecto protector de la melanina de Octopus mimus, mediante la
extraccion y purificacion de la tinta y posterior evaluacion de su actividad antimicrobiana frente a dos cepas
(Staphylococcus aureus y Escherichia coli). Los resultados indican una actividad antimicrobiana moderada, en
comparacién con el antibiético comercial (ampicilina 0,05 mg mL™), y una concentracién inhibitoria minima
diferencial entre ambas cepas bacterianas.
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Determination of the antimicrobial activity of purified melanin from the ink
of Octopus mimus Gould, 1852 (Cephalopoda: Octopodidae)

ABSTRACT. Cephalopods are important biomedical models oriented to vertebrates, with pharmacological
potential. These animals possess a gland of ink, which produces a black or brown liquid (ink), with high
concentration of melanin, which have been ascribed antibacterial properties. Based on this information, we
sought to determinate the protective effect of Octopus mimus melanin through the extraction and purification
of the ink, and further evaluation of its antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. Our results indicate a moderate antimicrobial activity, compared with commercial antibiotic (ampicillin
0.05 mg mL™), and a minimum inhibitory concentration differential between the two bacterial strains.
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Debido a sus caracteristicas bioldgicas, hoy en dia,
ademas de un interés econémico, los cefalépodos
constituyen importantes modelos bioldgicos para
estudios biomédicos orientados a vertebrados, en
aspectos neurofisiologicos, toxicoldgicos, conduc-
tuales, moleculares, endocrinos y bromatoldgicos,
entre otros, los cuales estan en continua investigacion
en el National Resource Center for Cephalopods
(NRCC).

Los cefalopodos son animales nadadores dioicos,
carnivoros y de concha interna reducida (Vega, 2009).
En la cavidad del manto poseen un sistema digestivo
dispuesto en forma de U y, a excepcién de algunas
especies de profundidad, todos poseen un dérgano
especial provisto de una glandula y una bolsa de la
tinta, junto al intestino, que desemboca en el ano

(Vega, 2009). La glandula produce un liquido marrén
0 negro, con una elevada concentracion de melanina,
que se almacena en la bolsa de la tinta. Cuando el
cefalopodo se encuentra en peligro, expulsa la tinta a
través del ano. La tinta, que es de naturaleza alcaloide,
disminuye o bloquea los érganos quimiorreceptores de
sus depredadores, formando una cortina de humo que
confunde al enemigo (Hanlon & Messenger, 1996).

La melanina es uno de los pigmentos mas comunes
y de mayor distribucion en la naturaleza (Uran &
Cano, 2008). Es responsable de la coloracién de
plantas y animales, se encuentra en los ojos, cabello,
piel, plumaje, cascara de los huevos, cuticula de los
insectos, en la pared y el citoplasma de muchos
microorganismos, en las neuronas de la sustancia
nigra, en los hepatocitos en los humanos, y también en
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la tinta de los cefalépodos (Uran & Cano, 2008). La
melanina de la tinta de los cefalopodos es,
principalmente, del tipo eumelanina, que es sintetizada
desde el indol-5,6-quinone, que es producido via 5,6-
dihydroxyindol, y 3,4-dihydroxy phenylalanine (DOPA)
a partir de la tirosina (Sugiyama et al., 1989). Se le
han atribuido varias propiedades, tales como,
camuflaje y defensa ante depredadores (Derby, 2007),
conservacion de alimento (Sugiyama et al., 1989),
elevacion de la competencia inmunolégica, efectos
contra la radiacion (Lei et al., 2007), efectos
antitumorales y antioxidantes (Zhong et al., 2009),
efectos antibacterianos (Sugiyama et al., 1989;
Funatsu et al., 2005) y actividad antiviral, contra el
virus de la inmunodeficiencia humana (Uran & Cano,
2008), entre otras. Debido al amplio desarrollo en los
Gltimos afios de los medicamentos de origen marino,
la busqueda de farmacos eficaces de proteccidn celular
procedentes del mar se ha convertido en una
importante actividad (Zhong et al., 2009).

En el caso de los cefaldpodos de aguas chilenas, su
alta biodiversidad, importancia pesquera (Rocha &
Vega, 2003; Vega, 2009), ciclos bioldgicos,
estrategias de vida, estructuras duras y blandas,
comercializacién y alimentacion del ser humano,
resultan iddneas y pueden asegurar un enorme
potencial subutilizado para la produccién de com-
puestos con propiedades farmacoldgicas (Sundaram,
2009; Rajasekharan et al., 2011). No obstante, con
excepcion de Dosidicus gigas, protagonista en el
crecimiento de la neurofisiologia (Schmiede & Acufia,
1992), ninguna de las restantes especies ha despertado
un verdadero interés en Chile para su uso en
investigaciones biomédicas.

Con base en la informacién anterior, se buscé
medir el efecto protector de la melanina de Octopus
mimus, a través de la extraccion y purificacién de la
tinta y posterior evaluacion de su actividad antimi-
crobiana, mediante la concentracién inhibitoria mini-
ma (CIM), frente a dos cepas bacterianas (Staphylo-
coccus aureus y Escherichia coli).

A partir de los desembarques de la flota artesanal
de lquique, en octubre de 2011, se colectaron diez
ejemplares en buen estado de pulpo del norte, Octopus
mimus. Los pulpos de los que se extrajo tinta (10
ejemplares), median entre 110 y 150 mm de longitud
dorsal de manto, y pesaron entre 880 y 1600 g. Sobre
la base de mediciones estandarizadas para cefaldpodos
(Vega, 2009), cada uno fue identificado a nivel
especifico. De cada ejemplar se extrajo la bolsa de
tinta, se pesé y almacend en bolsas plasticas
etiquetadas a -15°C, hasta su analisis en el laboratorio
de Ciencias Bésicas de la Universidad Santo Tomas de
Iquique. A continuacidn, con la tinta descongelada, se
procedio a extraer y purificar la melanina mediante

tratamiento con 0,5 M de HCI, bajo agitacién
magnética (Magarelli et al., 2010), afiadiendo a cada
muestra el doble de solucién de HCI 0,5 M, 30 min de
agitacion magnética, reposo por 24 h a 10°C,
separacion del solido por centrifugado a 10.000 rpm y
5°C por 15 min, lavado del solido tres veces con HCI
0,5 M, agua y acetona, y secado por 24 h. La melanina
obtenida fue pesada y preparada disolviendo cada
muestra en 0,1 M de buffer de carbonato de sodio (pH
10,32, hasta obtener una concentracion de trabajo 4 mg
mL™~. De cada muestra de tinta se obtuvo el
rendimiento de melanina sobre la cantidad de tinta de
la bolsa. Para determinar la concentracion inhibitoria
minima (CIM) de la melanina de O. mimus, se utiliz6
el método de macrodilucion, mediante el cual, fueron
reconstituidas a temperatura ambiente dos especies
bacterianas que se mantenian congeladas y, poste-
riormente, cultivadas en medio solido (agar sangre y
Mc Conckey BBL), a 37°C por 24 h en condiciones de
aerobiosis en estufa de cultivo (Memert). Las dos
cepas bacterianas correspondieron al tipo Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923. Luego, se prepard el indculo de trabajo
tomando 4 a 5 colonias bacterianas, bien aisladas del
cultivo ya crecido, en medio sdlido nutritivo y su
posterior inoculacion en 5 mL de caldo Miiller Hinton
BBL, incubando por 2 h a 37°C en estufa. Enseguida,
se ajusto la turbidez del indculo con solucién salina
0,9% estéril hasta 0,5 de la escala de McFarland,
guedando cada suspension de 1 a 2x10® UFC mL™*
aproximadamente. Posteriormente, se usé el método
de diluciones seriadas dobles (1:2) en medio liquido
(Vanden & Vlietinck 1991), por medio del cual se
depositd en tubo Kant 0,2 mL de melanina extraida
del pulpo en 0,2 mL de solucidn salina 0,9% estéril.
Se obtuvo 5 diluciones dobles (1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32) y se inocularon los tubos Kant, que contenian las
distintas diluciones, con 0,1 mL de cultivo bacteriano
liquido ajustado a 0,5 McFarland correspondiente a E.
coli y S. aureus por separado. Luego se incubaron los
tubos a 37°C por 24 h, y se examind la turbidez
observada en cada tubo y posterior siembra en agar
nutritivo (Mdller Hinton BBL), para comprobar la
mortalidad bacteriana. La concentracion inhibitoria
minima (CIM) de la melanina de cefalépodo frente a
cada bacteria, se determin6 a través de la inhibicién
del crecimiento bacteriano en 90%. Finalmente, se
elaboré y corri6 en paralelo un control positivo hecho
a partir de una solucién de ampicilina 0,05 mg mL™,
el cual se trat6 con la misma técnica de las diluciones
seriadas dobles hasta determinar la CIM, y a su vez, se
elabor6 y corrié un control negativo hecho a partir del
buffer de extraccion usado para diluir la melanina
presente en la tinta del pulpo, el cual fue tratado bajo
las mismas condiciones.
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Tabla 1. Actividad antibacteriana de melanina 4 mg mL™ de O. mimus. Control positivo (ampicilina 0,05 mg mL™).

Melanina mg mL™

Ampicilinamg mL™*

Cepa bacteriana
005 015 04

4 0.002 0.001 0.002 0.01 0.02

Staphylococcus aureus -

Escherichia coli -

+ --- - + +

+ --- - + +

No hay actividad. (-) 90.000 ufc mL™?, (--) 100.000 ufc mL™, (---) > 100.000 ufc mL™*; Hay actividad (+).

presente en la tinta del pulpo, el cual fue tratado bajo
las mismas condiciones.

La melanina del pulpo mostr6 actividad antimi-
crobiana contra ambas cepas bacterianas, ya que a
concentraciones menores a 0,4 mg mL™ de melanina y
0,002 mg mL™ de ampicilina (diluciones iguales y
menores a 1:27), hubo resistencia o desarrollo
bacteriano en ambas cepas a partir de 100.000 y
90.000 ufc mL™, respectivamente (Tabla 1). La
concentraciéon inhibitoria minima (CIM) de la
melanina contra E. coli, fue de 1,3 mg mL™, mientras
que contra S. aureus, fue de 4 mg mL™. El control
positivo, que correspondia a una solucién de
ampicilina 0,05 mg mL™ (antibiético), presenté una
CIM de 0,01 mg mL™ para ambas cepas bacterianas.
El control negativo, en cambio, correspondiente al
buffer de extraccion, no presentd ninguna actividad
antimicrobiana.

Para esta especie, los resultados indican que la
melanina posee actividad antimicrobiana, mas baja
que la de un potente antibi6tico comercial (ampicilina
0,05 mg mL™Y). La actividad antimicrobiana ha sido
estudiada en varios moluscos. En el caso de los
cefaldpodos, se ha reportado actividad en distintas
estructuras, tales como masas de huevo, extracto
metandlico del tejido corporal y tinta (Takai et al.,
1983; Sugiyama et al., 1989; Funatsu et al., 2005;
Sundaram, 2009; Rajasekharan et al., 2011;
Ramasamy et al., 2011). En el caso de esta Ultima
estructura, se ha estudiado la actividad antibacteriana
de Photololigo duvaceli, Sepia pharaonis y
Sepioteuthis lessoniana contra especies de patdgenos
humanos (Mochizuki, 1979; Nirmale et al., 2002;
Chakco & Patterson, 2005), y de Octopus vulgaris
(Mochizuki, 1979) contra secreciones de jugos
gastricos de rata (Mimura et al., 1982), entre otras.
Hasta ahora, no habia informacidn respecto de la
actividad antimicrobiana de la melanina del pulpo del
norte de Chile (Octopus mimus).

En cuanto a la determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de la melanina, el método
de macrodilucién resulta idoneo y estandar en este

tipo de estudio, sin embargo, también es usual
complementarla con el método de difusién en agar
(Koneman et al., 1987), situacién que se pretende
realizar en un estudio posterior.
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