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RESUMEN

Estudios de diversa indole han usado los metabolitos contenidos en organismos marinos como material para la
bioprospeccién, tal es el caso de la tinta en algunos moluscos en la cual se encuentran sustratos de diferente
naturaleza, a los cuales se le han atribuido diversas funciones farmacéuticas que se estan estudiando para es-
tablecer su uso y posterior aplicacion en el combate contra infecciones bacterianas que atacan al ser humano.
En el caso del pulpo Octopus maya, se propuso establecer si la melanina del cefaldpodo es susceptible de ser
utilizada como agente antimicrobiano contra alguna bacteria comun en el medio. Se obtuvo como resultado
un rendimiento de 8,85 % de melanina seca de la tinta de 30 pulpos adultos, al caracterizar la muestra por
espectrometria UV-Vis se obtuvieron picos de adsorcion entre 250-320 nm y un espectro con comporta-
miento similar a la melanina estandar (sepia) de Sigma-Aldrich. En este estudio los resultados indican que la
melanina del O. maya a una concentracion de 4 mg mL"' y 2 mg mL™" no tiene actividad antimicrobiana contra
la bacteria S. typhi y esto puede deberse a diversos factores, entre ellos el tratamiento aplicado, el tiempo de
recolecta de la tinta hasta su uso o la concentracién de melanina utilizada.
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ABSTRACT

Studies of various kinds have used the metabolites contained in marine organisms as material for biopros-
pecting, such is the case of the ink in some mollusks in which diverse substrates are found nature which
have been attributed to various chemical functions and which are being studied for their use and subsequent
application against bacterial infections that attack humans. In the case of the octopus, Octopus maya, it was
proposed to establish if the melanin of the cephalopod is susceptible to be used as an antimicrobial agent
against the common bacteria in the environment. As a result, a yield of 8,85 % of dry melanin was obtained
from the ink of 30 adult octopus, the sample was characterized by UV-Vis spectrometry, adsorption peaks
between 250-320 nm were obtained and a spectrum with behavior similar to standard melanin (Sepia) by
Sigma-Aldrich. In this study, the results indicate that O. maya melanin at a concentration of 4 mg mL-1 and
2 mg mL-1 has not antimicrobial activity against S. typhi bacteria and this may be due to several factors,
including treatment applied, the time of collection of the ink until its use or the concentration of melanin used.
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lugar nacional en captura y venta, especialmente en
dos especies: el Octopus maya (pulpo rojo) y el Octo-
pus vulgaris (pulpo patén) (SAGARPA, 20186).

El organismo que aporta mayor derrama econémi-

INTRODUCCION

En la peninsula de Yucatan habitan organismos ma-

rinos de alto nivel econémico como son el pulpo, el
camaron, el mero y la langosta, entre otros. El pulpo
y su captura son una actividad econémica controlada
y sustentable, esta pesqueria ha logrado consolidar-
se como la principal en Yucatan, ocupando el primer

ca es la especie endémica, el pulpo rojo, este molusco
produce un compuesto llamado tinta que utiliza como
defensa en contra de los ataques de sus agresores,
la tinta contiene una gran diversidad de metabolitos,
la principal es la melanina considerado un pigmento
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natural debido a que le da la coloraciéon marrén oscuro
0 negro a la tinta, la eumelanina es la forma concen-
trada de los cefalépodos (Derby, 2014). Nosanchuk
& Casadevall (2006) afirman que las melaninas estan
cargadas negativamente, son hidrofébicas, insolubles
en agua o solventes organicos, estan compuestas de
polimeros fendlicos y/o compuestos indélicos, resis-
tentes a la degradacién con acidos, pero susceptibles
a la degradacion con bases fuertes. Diversos trabajos
en diferentes laboratorios se han enfocado en esta-
blecer los metabolitos de la tinta y los posibles usos
de ella; ya que se le han atribuido propiedades y apli-
caciones para los humanos, entre ellos esta la activi-
dad antimicrobiana que posee (Smiline et al., 2012;
Peruru et al., 2012; Petkovic, 2013; Derby, 2014;
Diaz & Thilaga, 2016). Basado en investigaciones
desarrolladas en organismos similares, la tinta es un
elemento susceptible de rentabilidad, aprovechada en
un contexto y desaprovechada en otro, que podria
utilizarse para la generaciéon de nuevas alternativas de
productos genéricos de origen natural derivados de
organismos marinos, teniendo en cuenta que actual-
mente los medicamentos estédn en funcién de la evo-
lucién de las enfermedades y la necesidad cada dia
mayor de encontrar remedios naturales que no tengan
efectos secundarios para la salud.

La direccién, identificacion y uso de metabolitos
derivados de los residuos de diversos organismos ma-
rinos de la peninsula de Yucatan, nos brinda la opor-

it
{

tunidad de contar con diversos sustratos para trabajar
en la investigacidon y descubrimientos de productos
farmacéuticos que ayuden a la poblaciéon a mitigar las
enfermedades causadas por bacterias comunes del
medio. El mar es inmenso y alin nos quedan muchos
recursos por descubrir y conocer.

En este trabajo, el objetivo del mismo residié en
establecer la alternativa de utilizar la melanina del
pulpo O. maya para ser probado como un agente
antibacteriano.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion, purificacion y caracterizacion de
la melanina del pulpo rojo

La colecta de los organismos se realizé en el puerto
de Sisal, Yucatan (Fig. 1). Se capturaron 30 organis-
mos el mismo dia, con tallas entre de 110-150 mm
de longitud de manto, con ayuda de pescadores de la
zona empleando la tradicional técnica de “jimba”. Se
siguié el procedimiento de extraccién y purificacion
de melanina de los autores (Magarelli et al., 2010),
pero con la modificacidon del secado que se realizé a
70 °C por 24 h. Se determind el peso seco y himedo
del metabolito. Asi como el rendimiento de la tinta. La
melanina se guardd a -80 °C hasta su uso.

Sisal, Yuc.

P A

Fig. 1. Ubicacion del sitio de muestreo en el estado de Yucatan.

Para la caracterizacidon de la melanina se utiliz6 el
método espectrofométrico UV-Vis comparando con
la melanina de sepia de Sigma-Aldrich a una longitud
de onda de 250-900 nm en un intervalo de 1 nm, se
preparé una muestra de 4 mg mL" diluyendo con el
buffer carbonato de sodio 0,1 M, pH 10,3 (Magarelli
et al., 2010).

Actividad antimicrobiana de la melanina del pulpo
0. maya

La bacteria Salmonella typhi ATCC 14028 utiliza-
da fue donada por el Laboratorio de Biotecnologia
del Recurso Microbiano del Instituto Tecnolégico de
Sonora (ITSON). Para la actividad antimicrobiana se
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utilizé el método de difusiéon en disco, la bacteria se
resembré en placas con agar Luria Broth y se incu-
b6 24 h a 37 °C, se tomd de cuatro a cinco colonias
bien aisladas y se inocularon en tubos de ensayo con 5 mL
de solucién salina estéril, se midié la turbidez a 625 nm
hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,08-0,1.
Después de 15 min con un hisopo por estriado y gi-
rando la placa 60 °C, se inoculé en las placas con
medio Mteller-Hinton. Se esperaron 3 min y con una
pinza estéril se impregnaron los discos de papel con
4 mg mL"y 2 mg mL' de melanina, el antibidtico
ciprofloxacino 20 ug mL" se utiliz6 como control po-
sitivo y el buffer como control negativo. Después de
15 min de aplicados los discos se incubaron las cajas
invertidas por 16-18 h a 37 °C, al término de este
se analizaron los resultados obtenidos. La prueba se
realizé por duplicado.

ResuLTADOS
Rendimiento de la tinta-melanina

De las 30 muestras del pulpo O. maya se obtuvo un
total de 49,119 g de tinta, con un rendimiento de
11,224 g de melanina humeda que corresponde al
22,85 % de la tinta inicial y 4,346 g de melanina seca
obteniéndose 8,85 % en la tinta del pulpo (TaBLA 1).

TaBLa 1. Total de melanina obtenida en peso humedo

y seco
Tinta Melanina Melanina
himeda seca
Total 49,1199 | 11,224 g 4,346 g
Porcentaje total 22,851 % | 8,848 %
de melanina en
la tinta

Después del secado se obtuvo un sdlido negro con
semejanza a marrén oscuro y que es una caracteristi-
ca fisica comun de la melanina de moluscos (Fig. 2).

Fig. 2. Melanina seca de la muestra de tinta
de pulpo.

Caracterizacion de la melanina

Con el anélisis espectrofotométrico UV-Vis efectuado
a la melanina de la tinta del pulpo O. maya, se obtu-
vieron picos de adsorcién en 257 nm, 262 nm, 318 nm
y 319 nm, que son caracteristicos en este tipo de
anélisis. Comparando el espectro obtenido de la ca-
racterizaciéon de la melanina de la sepia de Sigma-
Aldrich el comportamiento del espectro fue similar a
la melanina del pulpo rojo (Fig. 3).

2.53 ——SEPIA. ——PULPO

250 350 450 550 650 750 850 950

Fig. 3. Comparacién del comportamiento de las
graficas de adsorcion de melanina de sepia y pulpo.

Actividad antimicrobiana

El resultado por duplicado de la pueba de suscepti-
bilidad antimicrobiana de la melanina indica que no
hubo respuesta antimicrobiana, ya que la bacteria no
presenté sensibilidad. El control positivo dio un halo
de inhibicién y el contro negativo sin actividad anti-
bacteriana, resultados congruentes con este tipo de
experimentos. (Figs. 4 y 5).

Fig. 4. Control positivo (a) y negativo (b) de la
actividad antibacteriana.

Fig. 5. Resultados de la actividad antibacteriana de
la tinta del pulpo O. maya de Yucatan.
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Discusion

Existe variacién en cuanto al rendimiento de tinta de
otros cefaldpodos con respecto a los pulpos analiza-
dos en la costa de Yucatan, ya que el pulpo rojo tiene
un porcentaje de 22,851 % de melanina humeda del
total de tinta, el cual es una alta cantidad en compa-
racién con el 15,5 % del peso himedo de melanina
que reportan Wang et al. (2014).

El sélido marrén oscuro obtenido después del se-
cado y en el cual se empled un método diferente,
tiene las caracteristicas fisicas semejantes en color
y consistencia que describen Magarelli et al. (2010)
& Derby (2014); y esto es indicio de que la técni-
ca para extraer melanina es util para este tipo de
experimentos.

El espectro de melanina del pulpo rojo comparado
con la melanina estandar de sepia de Sigma-Aldrich
mostré una pequena variacién en el comportamien-
to, el cual es légico dado que la pureza varia por el
tratamiento aplicado, sin embargo, este estudio pro-
porciona resultados que indican que se tiene melanina
casi pura, ya que los diferentes picos que dieron las
gréficas son resultados congruentes, debido a que la
melanina muestra el perfil de alta adsorciéon en la re-
gion 200-300 nm que se le puede atribuir al grupo
indol de los polimeros que forman la melanina. (Wang
et al., 2006; Magarelli et al., 2010; Guo et al., 2013;
Mbonyiryivuze et al., 2014).

La melanina del pulpo O. maya no presenté ac-
tividad antimicrobiana como la tinta y melanina de
otros cefaldpodos, se puede inferir que una posible
causa es el tratamiento dado diferente a otros autores
aunado a que se sec6 la melanina a 70 °C por 24 h
y no se liofilizé, asi como la concentracién de mues-
tra utilizada en comparacién con los calamares, las
sepias y pulpos que segun la literatura corresponde a
muestras de melanina cruda o tinta libre de melanina,
(Nirmale et al., 2002; Nithya et al., 2011; Vennila
et al., 2011; Smiline et al., 2012; Peruru et al., 2012;
Petkovic, 2013), es menester considerar que en fu-
turos proyectos se debe adecuar el procedimiento a
lo realizado por otros autores, nos daria la factibilidad
de obtener resultados positivos, ya que se ha probado
plenamente la actividad de los metabolitos de la tinta
de los cefalépodos. En este experimento solo se pro-
b6 un tratamiento y pudiendo ser que algun detalle en
el procedimiento no resulté en la debida expresién de
los metabolitos. Otros factores a ser considerados en
los nulos resultados positivos, es la esterilizacion de la
muestra en el que se utilizé un filtro de 0,022 ym y pudo
haber retenido parte del sustrato, puesto que la me-
lanina estéd en aglomerados de particulas con tamafo
de 10 yum a 200 nm pero mayormente con granulos
grandes de 2 ym (Glass et al., 2012; Glass, 2014;

Mbonyiryivuze et al., 2015), lo cual podria haber re-
tenido todas o la mayoria de las particulas grandes
con la propiedad de interaccionar con los microorga-
nismos; asi también se debe considerar el tiempo de
manipulacion de la tinta hasta la determinacion de ac-
tividad antimicrobiana o inclusive la concentracién de
melanina utilizada en las pruebas.

CONCLUSIONES

Los resultados determinados en este trabajo indican
que la especie O. maya de Yucatan contiene alta can-
tidad de tinta por ejemplar adulto, se tiene 1,63 g de
tinta por pulpo y 0,13 g de melanina por individuo; es
pertinente mencionar que solo es una aproximacién
ya que las tallas de los pulpos no fueron homogé-
neas. Al caracterizar la melanina los cuatro picos de
adsorcién que se obtuvieron mostraron congruencia
ya que estan en el rango de adsorcién 200-300 nm
y se tuvieron resultados similares al de otros autores,
dando a entender que se puede utilizar la metodologia
empleada con la modificacién de secar a 70 °C, 24 h
para realizar este tipo de experimentos, pero también
esto pudo causar que la exposicién por mucho tiempo
a una temperatura alta modificara la estructura qui-
mica del compuesto y por lo tanto diera menos picos
que la melanina estandar, y se sugiere realizar otro
tipo de caracterizacién para afirmar la presencia pura
del compuesto.

El tratamiento previo para la obtenciéon de la me-
lanina es un factor determinante para establecer la
actividad antimicrobiana de la melanina, en trabajos
similares y utilizando otros procedimientos los resul-
tados fueron diferentes y positivos, aunque las con-
centraciones de melanina-tinta utilizadas son distintas
y varian en el contexto, se debe de considerar la ade-
cuacién a estos procesos. La concentracién utilizada
en otros trabajos nos da la pauta para pensar que por
especie varia la concentracién a utilizar y que la tinta
de este pulpo necesita una concentracién mas grande
que los 4 mg mL" que se utilizaron en esta prueba.

No se puede concluir definitivamente que la
melanina del pulpo O. maya no tiene actividad an-
tibacteriana, ya que influyen muchos factores para
determinarlo y se sugiere utilizar distintos tratamien-
tos a la tinta para extraer y purificar la melanina, asfi
como otras concentraciones del sustrato.
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