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Resumen 

Recientemente, varios estudios (Chancellor et al., 2021, 2023; Zhang et al., 2021) han propuesto la medición 

de corticosteroides, en particular el cortisol, como un indicador fiable del nivel de estrés en cefalópodos, 

incluyendo el pulpo común (Octopus vulgaris). Sin embargo, existen tres evidencias significativas que ponen 

juicio esta afirmación. La primera es de naturaleza evolutiva, la segunda se basa en consideraciones 

fisiológicas, y la tercera deriva de pruebas experimentales. En este trabajo, demostramos la ausencia de estas 

moléculas en el pulpo común, y presentamos evidencia experimental del ruido aleatorio causado por la 

contaminación por parte de los propios investigadores en estudios que se centran en la identificación de este 

tipo de moléculas lipídicas específicas para medir el estrés en ciertas especies de organismos acuáticos. 

 

Introducción 

La inclusión reciente de los cefalópodos en las directivas de bienestar animal de la UE y el creciente interés 

en el cultivo del pulpo común (Octopus vulgaris) han impulsado la búsqueda de biomarcadores de estrés para 

esta especie. Un aspecto fundamental para establecer una base científica sólida que avance en el conocimiento 

del bienestar del pulpo se centra en la caracterización 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 función en invertebrados como el pulpo común aún no está 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 endógenos o actúen como hormonas. Hay tres 

evidencias principales que cuestionan el uso de esteroides humanos como indicadores válidos para medir el 

estrés en estas especies. En primer lugar, la distancia evolutiva entre humanos y pulpos es considerable; 

especies más 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 podría influir en las mediciones. Por último, los propios investigadores pueden ser 

una fuente de contaminación en los experimentos, como se muestra en este trabajo al evidenciar la 

contaminación del agua con esteroides humanos en diseños experimentales. Estos hallazgos resaltan la 

importancia de un diseño experimental riguroso y un protocolo adecuado para evitar sesgos en la medición 

del estrés en el pulpo común 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 común, se utilizó 

una combinación de cromatografía líquida acoplada con espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). 

Se tomaron muestras de agua y hemolinfa de 10 pulpos adultos cultivados que habían sido previamente 

anestesiados. La extracción de corticosteroides de las muestras se llevó a cabo utilizando cartuchos de 

extracción de fase sólida C18 SPE. La detección se realizó con un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo 

Xevo TQ-S (Waters, Reino Unido). La separación cromatográfica se logró utilizando una columna Acquity 

HSS T3 Premier (2,1 x 100 mm; 1,8 µm; Waters, Reino Unido), siendo la fase móvil  agua y la fase móvil 

metanol, ambas con un contenido de ácido fórmico del 0,1%. La manipulación de O. vulgaris se realizó de 

acuerdo con la directiva de bienestar de la UE (Directiva 2010/63/UE). Expediente de autorización de 

proyectos de experimentación animal: ES360570202001/19/EDUC FORM.07/JRM01. 

 

Resultados y discusión 

Este estudio presenta tres evidencias cruciales en la investigación sobre el bienestar en cefalópodos, 

centrándose específicamente en el estudio del bienestar animal en el pulpo común y su extrapolación a otros 

organismos acuáticos. En primer lugar, se destaca que los propios investigadores pueden ser una fuente 
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significativa de contaminación en los estudios de bienestar animal que emplean niveles de esteroides para 

evaluar el estrés en determinadas especies.  

 

 
Figura 1.  Cantidad de cortisol liberado en el agua tras la inmersión 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 inmersión 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 contaminación significativa y plantea interrogantes sobre la posible 

contaminación humana en estudios de determinación 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 análisis genómico de homología indican que los genes que 

codifican para las enzimas esenciales que sintetizan estos esteroides, así como sus receptores, no están 

presentes en el genoma de esta especie (Destanović et al., 2023). Por lo tanto, considerando todas estas 

evidencias, este estudio cuestiona la idea de que la detección de glucocorticoides de origen vertebrado en los 

tejidos de moluscos necesariamente implique que sean hormonas endógenas. Se pone en duda las afirmaciones 

de algunos estudios que sugieren que las concentraciones de glucocorticoides están funcionalmente 

relacionadas con la respuesta al estrés y pueden ser utilizadas como biomarcadores en moluscos. 
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