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Resumen

Recientemente, varios estudios (Chancellor et al., 2021, 2023; Zhang et al., 2021) han propuesto la medicion
de corticosteroides, en particular el cortisol, como un indicador fiable del nivel de estrés en cefalépodos,
incluyendo el pulpo comdn (Octopus vulgaris). Sin embargo, existen tres evidencias significativas que ponen
juicio esta afirmacion. La primera es de naturaleza evolutiva, la segunda se basa en consideraciones
fisioldgicas, y la tercera deriva de pruebas experimentales. En este trabajo, demostramos la ausencia de estas
moléculas en el pulpo comln, y presentamos evidencia experimental del ruido aleatorio causado por la
contaminacion por parte de los propios investigadores en estudios que se centran en la identificacion de este
tipo de moléculas lipidicas especificas para medir el estrés en ciertas especies de organismos acuaticos.

Introduccion

La inclusion reciente de los cefaldpodos en las directivas de bienestar animal de la UE y el creciente interés
en el cultivo del pulpo comin (Octopus vulgaris) han impulsado la busqueda de biomarcadores de estrés para
esta especie. Un aspecto fundamental para establecer una base cientifica sélida que avance en el conocimiento
del bienestar del pulpo se centra en la caracterizacion de diferentes marcadores de estrés, especialmente los
relacionados con los glucocorticoides. Aunque los glucocorticoides son conocidos como los principales
mediadores del estrés en vertebrados, su funcion en invertebrados como el pulpo comdn adn no esté clara.
Este estudio busca evidenciar que la presencia de esteroides similares a los encontrados en vertebrados en
tejidos de invertebrados no implica necesariamente que sean endogenos o actlen como hormonas. Hay tres
evidencias principales que cuestionan el uso de esteroides humanos como indicadores validos para medir el
estrés en estas especies. En primer lugar, la distancia evolutiva entre humanos y pulpos es considerable;
especies mas cercanamente relacionadas con los humanos, como ratas, lampreas, anfibios y tiburones, no
utilizan cortisol como principal esteroide de estrés, lo que sugiere una variabilidad en los sistemas hormonales
del estrés. En segundo lugar, no hay evidencia de que los moluscos tengan la capacidad de metabolizar
esteroides o posean receptores de glucocorticoides. Sin embargo, tienen la capacidad de absorber esteroides
del medio ambiente, lo que podria influir en las mediciones. Por Gltimo, los propios investigadores pueden ser
una fuente de contaminacién en los experimentos, como se muestra en este trabajo al evidenciar la
contaminacion del agua con esteroides humanos en disefios experimentales. Estos hallazgos resaltan la
importancia de un disefio experimental riguroso y un protocolo adecuado para evitar sesgos en la medicién
del estrés en el pulpo comun y otras especies invertebradas.

Material y métodos

Para determinar la presencia o ausencia de los tres principales glucocorticoides que rigen el equilibrio
energético (cortisol, cortisona y corticosterona) en muestras de agua y hemolinfa de pulpo comdn, se utilizo
una combinacién de cromatografia liquida acoplada con espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS).
Se tomaron muestras de agua y hemolinfa de 10 pulpos adultos cultivados que habian sido previamente
anestesiados. La extraccion de corticosteroides de las muestras se llevé a cabo utilizando cartuchos de
extraccion de fase s6lida C18 SPE. La deteccion se realiz6 con un espectrdmetro de masas de triple cuadrupolo
Xevo TQ-S (Waters, Reino Unido). La separacion cromatografica se logrd utilizando una columna Acquity
HSS T3 Premier (2,1 x 100 mm; 1,8 um; Waters, Reino Unido), siendo la fase mévil agua y la fase movil
metanol, ambas con un contenido de &cido formico del 0,1%. La manipulacion de O. vulgaris se realizd de
acuerdo con la directiva de bienestar de la UE (Directiva 2010/63/UE). Expediente de autorizacién de
proyectos de experimentacion animal: ES360570202001/19/EDUC FORM.07/JRMO1.

Resultados y discusién

Este estudio presenta tres evidencias cruciales en la investigacion sobre el bienestar en cefalépodos,
centrandose especificamente en el estudio del bienestar animal en el pulpo comin y su extrapolacion a otros
organismos acuaticos. En primer lugar, se destaca que los propios investigadores pueden ser una fuente
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significativa de contaminacién en los estudios de bienestar animal que emplean niveles de esteroides para
evaluar el estrés en determinadas especies.
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Figura 1. Cantidad de cortisol liberado en el agua tras la inmersion del brazo hasta el codo de un investigador
en agua destilada durante 1 minuto. n=10

La Figura 1 muestra la cantidad de cortisol liberado en el agua tras la inmersion del brazo hasta el codo de
diez personas en agua destilada durante 1 minuto. Se detectaron niveles de cortisol desde los 2 ng hasta las
decenas de nanogramos lo que sugiere una contaminacion significativa y plantea interrogantes sobre la posible
contaminacion humana en estudios de determinacion de cortisol. La segunda evidencia presentada en este
estudio es la ausencia de los tres principales glucocorticoides responsables del equilibrio energético y la
respuesta al estrés en vertebrados (cortisol, cortisona y corticosterona) en las muestras de hemolinfa de los
pulpos analizados. Finalmente, los resultados del analisis genémico de homologia indican que los genes que
codifican para las enzimas esenciales que sintetizan estos esteroides, asi como sus receptores, no estan
presentes en el genoma de esta especie (Destanovi¢ et al., 2023). Por lo tanto, considerando todas estas
evidencias, este estudio cuestiona la idea de que la deteccion de glucocorticoides de origen vertebrado en los
tejidos de moluscos necesariamente implique que sean hormonas endégenas. Se pone en duda las afirmaciones
de algunos estudios que sugieren que las concentraciones de glucocorticoides estan funcionalmente
relacionadas con la respuesta al estrés y pueden ser utilizadas como biomarcadores en moluscos.
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