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DESCRIPCION

Cuantificacion de glucocorticoides en escamas, espinas, radios de aletas u otolitos de peces como biomarcadores
de estrés crénico

Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a la determinacion del nivel de estrés experimentado por los peces, que puede
usarse en la evaluacién del estado de estrés crénico de peces. Mas en particular, la presente invencién se refiere al
uso de escamas asi como de otros tejidos calcificados tales como espinas, radio de aleta blando y otolitos tomados
como muestra de peces para cuantificar los niveles de glucocorticoides en dichas escamas y otras matrices. Los
niveles de dichos glucocorticoides - tal como cortisol o corticosterona - se acumulan a lo largo del tiempo en las
escamas Y reflejan las condiciones de larga duracion y estresantes que han experimentado los peces durante sus
vidas y que han afectado a su nivel de estrés. Por tanto, la presente invencién da a conocer métodos in vitro para
cuantificar el nivel de estrés crénico en peces usando escamas como matriz viable logistica, y no invasiva, para una
cuantificaciéon exacta y precisa de dichas hormonas del estrés.

Técnica anterior

Los peces atraen cada vez mas atencion publica, cientifica y politica por todo el mundo. Las pescas recreativa y
comercial son importantes en nuestras sociedades; las cuestiones relacionadas con los peces tienen una posicion
sumamente relevante en las discusiones relacionadas con la biologia de conservacion (1) y los esfuerzos de
proteccion medioambiental (por ejemplo, efectos del cambio climatico, nuevos depredadores, nuevas relaciones
animal-entorno sobre el estrés y como consecuencia sobre el estado fisico) (2, 3). Las actividades antropogénicas
(por ejemplo, la produccién de energia, el trafico maritimo, la contaminacion industrial) comprometen las poblaciones
silvestres (4). Por tanto, diversos esquemas de monitorizacion internacionales pretenden aclarar cientificamente su
impacto sobre el estado de salud de nichos oceanicos. Existe una situaciéon similar para las poblaciones de aguas
dulces, ya que estan bajo amenaza por la erosion del suelo, fertilizantes, etc. a medida que aumenta la agricultura.
La poblacion humana sigue aumentando, convirtiendo en una prioridad primordial global la necesidad de una
produccion de alimentos sostenible. La proteina de los peces es una de las fuentes de proteina mas importantes
para el consumo humano. Ahora que las pesquerias alcanzan limites de rendimiento, la acuicultura se expande
rapidamente por todo el mundo e impone una presiéon creciente a los acuicultores para producir de una manera
optima, sostenible y respetuosa con los animales (5, 6). Muchos peces (por ejemplo el pez cebra y la medaka) se
usan como modelos de vertebrados y alternativas a los roedores en la investigacion biomédica (por ejemplo en la
investigacion de la fisiologia 6sea). La obligacion de mantener una innovacién impulsada por la investigacion en este
sector, mientras el rendimiento econémico global disminuye, se suma a la explotacion del pescado. En el pasado
reciente, la ética relativa al sufrimiento y el bienestar de los peces ha exigido mas atencién porque grandes nimeros
de peces estan implicados en las pesquerias (7), las industrias de acuicultura con un crecimiento y una
intensificacion rapidos (8, 9), los acuarios publicos (10, 11) y los laboratorios de investigacion cientifica (12). Apreciar
y entender la biologia de los peces como base para la gestion, el control y la toma de decisiones en la explotacion
de peces supone un reto fenomenal para los implicados, que proceden de una multitud de disciplinas (desde la
biologia molecular hasta la ecofisiologia), con vistas desde muiltiples angulos (todas las diferentes partes
interesadas) y representando una experiencia altamente especifica y preciada. En este marco, nuevos
biomarcadores validados cientificamente para evaluar los niveles de estrés en peces, en particular de estrés cronico,
son de maxima importancia.

El bienestar de los peces se ve comprometido facilmente, y esta creciendo el consenso de que una evaluacion
apropiada del bienestar requiere indicadores fisiolégicos, de base animal, que sean superior a parametros
relacionados con la explotacion indirectos, menos consistentes, tal como la calidad del agua. Sin embargo, existe
una escasez de biomarcadores practicos, fiables y validados para el estrés crénico. Un biomarcador usado
frecuentemente, aparentemente I6gico, para los peces es el nivel sanguineo del “esteroide de estrés” cortisol. Los
peces que se enfrentan a estimulos estresantes lanzan una respuesta al estrés endocrina a través de la activacion
del eje hipotalamo-hipofisis-interrenal (HPI) para liberar cortisol (13, 14) a la sangre. El cortisol provoca un conjunto
de cambios fisioldgicos y de comportamiento (15-17) que permiten que el pez haga frente a las situaciones alteradas
(18-20). El valor adaptativo de las acciones de cortisol a corto plazo esta ampliamente reconocido (21, 22). Mucho
menos se conoce sobre el estrés persistente y sus consecuencias en su mayor parte perjudiciales para la salud, el
crecimiento y la reproduccion (19, 20). Por tanto, la definiciéon de un biomarcador de estrés crénico robusto, que
pueda realizarse facilmente y validado cientificamente es de maxima importancia. Los niveles de glucocorticoides en
plasma de peces muestran una variacion en veinticuatro horas (23), no revelan la exposicidon durante la vida de los
peces al estrés, y no proporcionan mas que una instantanea del estado de cortisol en el momento del muestreo (24,
25). Ademas, el muestreo de sangre es invasivo y provoca inevitablemente estrés por confusién en los peces debido
a la captura, la exposicion al aire y la manipulacién. Esto hace que el cortisol en plasma tienda a estar sesgado ya
que los niveles aumentan rapidamente unos pocos minutos tras la confrontacién con un factor de estrés (13). Los
anestésicos adoptados para facilitar el muestreo de sangre pueden en si mismos reducir o bloquear la activacion del
eje HPI, afectando de ese modo a la liberacion de cortisol en la sangre y dando como resultado resultados erréoneos
(26, 27). También se aplican restricciones al ensayo de cortisol en matrices alternativas tal como secrecién mucosa
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(28, 29), el contenido de las tripas (29), las heces (30) y el agua (31, 32). La bibliografia pertinente carece de datos
sobre el cortisol en una matriz adecuada para la evaluacion del estrés cronico. Hasta el momento, la mayoria de los
estudios han abordado solo el cortisol, y los informes sobre la(s) ruta(s) de produccion de glucocorticoides (33) o su
significacion en el estrés cronico son escasos. Bertatto et al. (Aquaculture Reseach, 2009) explican que el cortisol
puede medirse en el plasma, secrecion mucosa de la piel, el contenido de las tripas, el musculo lateral y la aleta
caudal de los peces. Scott et al. (General and Comparative endocrinology, Acad Press US, 2007) indica que los
esteroides de los peces se miden en agua.

Los peces registran los eventos (a)bidticos y almacenan esta historia en tejidos calcificados (34-37). Como las
plumas de los pajaros (38) y el pelo de los mamiferos (39), la matriz ideal para la evaluacion del estrés crénico en
peces debe cumplir al menos los siguientes criterios: (i) incorporacion de glucocorticoides; (ii) crecimiento lento pero
persistente; y (iii) facilidad de muestreo.

Las escamas elasmoideas, estructuras exoesqueléticas dérmicas calcificadas (40), crecen junto con los peces y
consisten en una matriz colagenosa acelular, que se mineraliza con hidroxiapatita de calcio en la capa externa y
revestida con una monocapa de células con propiedades similares a los osteoblastos y osteoclastos. Tras su
retirada, una escama se regenerara en el plazo de dias (41). Las escamas son una diana para los estimulos
endocrinos. Una uniéon a estradiol-17b de alta afinidad y de baja capacidad se encontré en el citosol de
escleroblastos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (42) y se han detectado inmunohistoquimicamente
receptores de estrogenos en escamas de tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus) y de pargo dorado
(Sparus auratus) (43). Una escama se recoge facil y rapidamente con una lesién y un estrés insignificante para los
peces sin confundir sus niveles de cortisol debido al procedimiento de muestreo.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Rutas principales de las hormonas esteroideas y analitos implicados en la respuesta al estrés cronico.
Figura 2: Vista general esquematica del método.
Figura 3: Cantidades 6ptimas de matriz para escama, espina y radio de aleta blando para su validacion.

Figura 4: Optimizacion del tiempo de extraccion y repeticiones para el cortisol en escama, espina y radio de aleta
blando.

Figura 5: Curva de calibracion en diluyente y en matriz para cortisol en escamas de peces.

Figura 6: Analisis de plasma de cortisol (nM), glucosa (mM), lactato (mM), calcio total (mM) y osmolalidad (mOsmol
kg ') en el dia 42 de tratamiento. El cincuenta por ciento de las observaciones se producen entre los bordes inferior y
superior de la caja (los cuartiles primero y tercero) y los bigotes se extienden hasta la observacion mas extrema, que
no es mas de 1,5 veces la amplitud intercuartilo de la caja; los circulos huecos representan valores fuera de la
amplitud mencionada.

Figura 7: Analisis de genes hipotalamicos (crf), de la parte distal de la hipodfisis (pomc) e interrenal (star) (expresion
normalizada media - MNE) en el dia 42 de tratamiento. Los bigotes en los diagramas de caja se definen como en la
Figura 6.

Figura 8: Expresion génica de atp7a1a en laminillas (MNE) tras 42 dias de tratamiento. Los bigotes en los diagramas
de caja se definen como en la Figura 6.

Figura 9: Cortisol (pmol por escama) en escamas ontogenéticas tras 21 y 42 dias de tratamiento (CCa = limite de
decision y CCB = capacidad de deteccion). Un valor (2,8 pmol por escama) de ESTRES dia 42 se omiti6 en el
diagrama de caja por motivos de presentacion. Los bigotes en los diagramas de caja se definen como en la Figura 6.

Figura 10: Diagrama de bolsas de la expresidon de colfa? relativa de escamas ontogenéticas y de regeneracion
(MNE) frente a cortisol en plasma (nM). La bolsa contiene el 50 por ciento de todas las observaciones. El recuadro
muestra cortisol (pmol por escama) en escamas de regeneracion de 21 dias. Los bigotes en los diagramas de caja
se definen como en la Figura 6.

Figura 11: Andlisis de plasma de cortisol (nM), glucosa (mM), calcio total (mM) y osmolalidad (mOsmol kg™ en el dia
42 de tratamiento. El cincuenta por ciento de las observaciones se produce entre los bordes inferior y superior de la
caja (los cuartiles primero y tercero) y los bigotes se extienden hasta la observacion mas extrema, que no es mas de
1,5 veces la amplitud intercuartilo de la caja; los circulos huecos representan valores fuera de la amplitud
mencionada.

Figura 12: Cortisol (pmol por escama) en escamas ontogenéticas tras 21 y 42 dias de tratamiento (CCa = limite de
decision y CCPB = capacidad de deteccion). Los bigotes en los diagramas de caja se definen como en la Figura 11.
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Figura 13: Cortisol (pmol por escama) en escamas de regeneracion de 21 dias de tratamiento (CCa = limite de
decision y CCPB = capacidad de deteccion). Los bigotes en los diagramas de caja se definen como en la Figura 11.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refiere al hallazgo de que el perfil de glucocorticoides en peces se captura en las escamas,
y que los niveles de glucocorticoides en estas placas 6seas dérmicas reflejan una muestra integrada en el tiempo del
grado de estrés de los peces experimentado a lo largo del tiempo. De hecho, se considera que las escamas son una
matriz ideal para la monitorizacion del estrés crénico en los peces ya que las escamas se muestrean faciimente de
una manera no invasiva y ya que las escamas permiten una preparacion de muestras conveniente para una
cuantificacion adicional de los niveles de glucocorticoides en dichas escamas. Por tanto, la presente invencion se
refiere a métodos exactos, precisos y robustos para la cuantificacion de glucocorticoides tales como cortisol en
escamas de peces para evaluar la exposicion de los peces al estrés durante un periodo de tiempo prolongado.

Mas especificamente, la presente invencién se refiere a un método in vitro para cuantificar el nivel de estrés crénico
en un pez que comprende:

- obtener al menos una escama de dicho pez,

- extraer glucocorticoides de dichas escamas,

- purificar los glucocorticoides extraidos de dichas escamas,

- cuantificar dichos glucocorticoides purificados, y

- correlacionar dichos glucocorticoides cuantificados con un nivel de estrés cronico

El término “glucocorticoides” significa cortisol cuando se toman escamas (elasmoideas) de un pez (Pisces) que
pertenece a la infraclase Teleostei, y/o significa corticosterona cuanto se toman escamas (ganoides) de un pez que
pertenece a la clase Chondrichtyes, ylo significa - cuando se requiere adicionalmente la deteccion de rutas
extrainterrenales posibles - precursores de cortisol tal como 17a-hidroxiprogesterona y/o 11-desoxicortisol y/o
precursores de corticosterona tal como 11-desoxicorticosterona, y/o significa metabolitos de cortisol tal como
cortisona, U de Reichstein (o 20-dihidrocortisona), tetrahidrocortisol y/o tetrahidrocortisona y/o metabolitos de
corticosterona ya que estos metabolitos pueden influir en los niveles de glucocorticoides en las escamas, de modo
que se requiere adicionalmente su deteccion.

La estructura quimica de los glucocorticoides indicados anteriormente es la siguiente45:

- Cortisol o 118,17a,21-trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona:

O

- Corticosterona o 11,21-Dihidroxi-4-pregneno-3,20-diona:
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- 17a-Hidroxiprogesterona o 17a-Hidroxipregn-4-eno-3,20-diona:

O
5
- 11-Desoxicortisol o 17a, 21-Dihidroxipregn-4-eno-3, 20-diona:
fOH
4
I
OH
oF T~
10 - 11-Desoxicorticosterona o 21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona
15

- U de Reichstein o 20-dihidrocortisona o 17a,20,21-trihidroxi-pregn-4-eeno-3,11-diona
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- Tetrahidrocortisol o 3a,11B,17a,21-tetrahidroxi-53-pregnaan-20-ona:

HO"

- Tetrahidrocortisona o 3a,17a,21-trihidroxi-5f3-pregnaan-11. 20-diona:

o]

HO

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método tal como se describe en el presente documento, en el que
dichos glucocorticoides son  cortisol, 17a-hidroxiprogesterona, 11-desoxicortisol, corticosterona, 11-
desoxicorticosterona cortisona, U de Reichstein, tetrahidrocortisol y/o tetrahidrocortisona. Como parametro clasico
considerado que refleja la respuesta al estrés en peces teledsteos, el cortisol se libera a la circulacion sanguinea
haciendo posible la incorporacion en estructuras calcificadas y de ese modo un analito diana primario para la
investigacion del estrés cronico. Sus precursores 17a-hidroxiprogesterona y 11-desoxicortisol se incluyeron en el
método para desentrafiar la existencia de posibles rutas extrainterrenales. Como la existencia de rutas
extrainterrenales en los peces no se conoce en la actualidad, pero como hay indicaciones de rutas extraadrenales
en humanos46, ambos analitos se incorporaron en el método con fines de investigacion futura. La existencia de una
ruta de este tipo podria tener un profundo efecto sobre nuestra comprension del eje HPl y como consecuencia del
estrés. Los metabolitos cortisona, U de Reichstein, tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona también se incluyeron en
el método ya que los glucocorticoides exdgenos en el agua (procedentes de otros peces, actividades
antropogeénicas, etc...) pueden actuar como disruptor endocrino que influye posiblemente en el perfil de
glucocorticoides en las escamas.

El término “peces” significa en esencia cualquier animal acuatico vertebrado con laminillas, que tenga escamas, pero
se refiere especificamente a peces que pertenecen a la clase taxonémica de Chondrichtyes (peces cartilaginosos) o
la infraclase taxonémica de Teleostei (peces 6seos).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 669 246 T3

La presente invencion se refiere ademas especificamente a un método tal como se describié anteriormente, en el
que dichos peces pertenecen a la infraclase de Teleostei.

Mas especificamente, la presente invencién se refiere a un método tal como se describié anteriormente, en el que
dichos peces que pertenecen a la infraclase de Teleostei son peces que pertenecen a la familia Moronidae (por
ejemplo lubina), la familia Sparidae (por ejemplo pargos), la familia Soleidae (por ejemplo Solea solea y Solea
senegalensis), la familia Salmonidae (por ejemplo salmon, trucha), el denominado pez real (por ejemplo seriola), la
familia Scombridae (por ejemplo atun), la familia Gadidae (por ejemplo bacalao), la familia Cyprinidae (por ejemplo
carpa comun, carpa koi) y peces ciclidos (por ejemplo tilapia de Mozambique asi como del Nilo).

El término “escama” significa placas 6seas dérmicas que se encuentran normalmente en la piel de los peces que
presentan aros concéntricos o anillos dependientes del crecimiento. Mas especificamente, el término “escama” se
refiere a una “escama elasmoidea” tal como se encuentra en teledsteos y se refiere a una “escama ganoidea” tal
como se encuentra en Chondrichtyes.

El término “estrés cronico” en peces significa el estrés acumulado a lo largo del tiempo y que refleja condiciones de
larga duracion y estresantes debido a la manipulacion, la mala calidad del agua, la densidad de poblacion,
depredacion y varios otros factores antropogénicos tales como aeroturbinas, trafico maritimo, toques, etc. Por tanto,
el estrés crénico es una condicion de larga duracién de la que los peces no pueden recuperarse completamente. Los
efectos directos de los factores de estrés, asi como los cambios que se producen a nivel endocrinoldgico, el sistema
inmunitario o a nivel funcional pueden ser responsables de las consecuencias (pre)patologicas que reducen el
bienestar de dichos peces.

El término “obtener escamas de un pez” significa retirar al menos una escama de la piel de dicho pez (vivo o muerto)
con por ejemplo unas pinzas finas. Dichas escamas pueden tomarse de cualquier parte del cuerpo de dicho pez: es
decir dorsales, cranioventrales, medioventrales, caudales, del lado izquierdo o derecho, etc. Para estandarizar el
método de la presente invencién, se tomaron escamas de la zona mediodorsoventral dorsalmente con respecto a la
aleta pectoral. Esta manera no invasiva de recogida de muestras no tiene ningun efecto sobre los peces ya que las
escamas retiradas vuelven a crecer en un periodo de tiempo breve. Se ha comprobado que estas escamas
regeneradas presentan el mismo perfil de incorporacion de glucocorticoides en términos de estrés experimentado y
proporcionan como tal una herramienta adicional para cuantificar el estrés crénico en un marco de tiempo bien
definido.

Como el peso de una Unica escama depende de la especie de pez asi como de la edad del pez, con escamas mas
pequefias en peces juveniles, el nimero de escamas necesarias depende de ambos de estos factores. Por este
motivo, el método de la presente invencién se estandarizd6 usando una cantidad estandarizada de escamas que
correspondia a por ejemplo 100 mg de escamas, aunque pruebas sefialan que también pueden usarse cantidades
mas pequefias (tal como 80, 60, 40, 20, 10, 5, 1 mg, etc. de escamas). El numero de escamas que corresponde a
100 mg de escamas es a menudo aproximadamente de 40 a 80 escamas, tal como 60 escamas, pero debe quedar
claro que el método de la presente invencién puede realizarse usando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas escamas,
teniendo en cuenta ambos factores que se mencionaron anteriormente.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un método tal como se describié anteriormente, en el que dicho
obtener al menos una escama de dicho pez es obtener entre 40 y 80 escamas de dicho pez.

El término “extraer glucocorticoides de dicha escama” se refiere a cualquier método para separar/extraer
glucocorticoides de dichas escamas. Los métodos de extraccion tipicos - pero no limitativos - de la presente
invencion implican la extraccion de glucocorticoides de una fase acuosa y a una fase organica. Disolventes de
extraccion que pueden usarse por ejemplo son metanol, 2-propanol, acetonitrilo, dietil éter, etc. Sin embargo, el
metanol es un disolvente preferido.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método tal como se describié anteriormente, en el que dicho extraer
glucocorticoides se lleva a cabo afiadiendo metanol como disolvente de extraccion. Un ejemplo de una extraccion de
la presente invencion es tal como sigue: de la muestra de escamas homogeneizadas se pesan 0,1 g+ 0,001 g en un
tubo de ensayo de 10 ml. Posteriormente se afiaden 8 ml de metanol como disolvente de extraccion y se afiaden
10 pl de una disolucion de cortisol-d4 de 0,5 ug L" como patrén interno. La muestra se mezcla con vortex durante
30 s, se pone en un agitador superior a 60 rpm durante 1 h a temperatura ambiente y se centrifuga durante 10 min a
3500 g a 7°C. Se toma todo el sobrenadante, se evapora hasta sequedad bajo nitrégeno a 60°C usando un
evaporador de nitrogeno y se reconstituyé en 5 ml de H,O/MeOH (80:20; v/v) para una extraccion en fase solida
(SPE) posterior.

El término “purificar los glucocorticoides extraidos de dicha escama” se refiere a cualquier método para convertir los
glucocorticoides de la presente invencion en puros o mas puros asi como concentrados o mas concentrados, y/o, a
eliminar impurezas tanto como sea posible.
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Mas en particular, la presente invencion se refiere también a un método tal como se describié anteriormente, en el
que dicha extraccion con metanol va seguida de una SPE (extraccién en fase sélida). Un ejemplo no limitativo de
una etapa de purificacion de la presente invencion es tal como sigue: tras acondicionar una columna C18 SPE con
3 ml de metanol seguido de 3 ml de agua ultrapura, se carga una muestra tal como se obtuvo anteriormente. Se lava
la columna con 4,5 ml de H,O/MeOH (65:35; v/v) y se eluyen los compuestos retenidos con 2,5 ml de H,O/MeOH
(20:80; v/v) en un tubo de ensayo de 10 ml y se evaporan hasta sequedad bajo nitrégeno a 60°C usando un
evaporador de nitrogeno. La muestra se reconstituye finalmente en 100 ul de H,O/MeOH (80:20; v/v) en un vial y se
analiza por medio de cromatografia de liquidos de resolucion ultraalta acoplada con espectrometria de masas en
tandem (UPLC-MS/MS).

El término “cuantificar dicho glucocorticoide purificado” se refiere a cualquier método para determinar la cantidad de
glucocorticoides obtenidos tras la extraccion/purificacion tal como se describié anteriormente.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un método tal como se describié anteriormente, en el que
dicho cuantificar glucocorticoides extraidos y purificados se lleva a cabo mediante cromatografia de liquidos
acoplada con espectrometria de masas en tandem ((U)HPLC-MS/MS)*" 8 cromatografia de liquidos de alta
resolucion acoplada con deteccion ultravioleta (HPLC-UV) y deteccién con red de diodos (HPLC-DAD)***, o
deteccion de fluorescencia (HPLC-FL)*"%, cromato%rafia de gases (GC)****, un (radio)inmunoensayo (enzimatico)
(RIA)**>® (EIA)*"*® 0 una técnica a base de sensor™®®’.

La presente invencién también se refiere a un método tal como se describié anteriormente, en el que dicha
cromatografia de liquidos acoplada con espectrometria de masas en tandem es espectrometria de masas en
tandem de liquidos de resolucién ultraalta.

Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un método tal como se describié anteriormente, en el que
dicho inmunoensayo es un radioinmunoensayo o un inmunoensayo enzimatico.

El término “correlacionar dichos glucocorticoides cuantificados con un nivel de estrés crénico” se refiere al hecho de
que los peces teledsteos estresados producen cortisol que se libera a la circulacion sanguinea. Cuando esta carga
de estrés se prolonga en el tiempo, el cortisol circula durante este tiempo prolongado en la sangre. Teniendo en
cuenta la estructura de una escama, un cierto porcentaje de este cortisol bioactivo y que circula libremente se
incorpora a la escama. Como las escamas crecen en el tiempo, esto da la oportunidad de cuantificar el cortisol y por
tanto la carga de estrés en el tiempo. Conociendo esto, las escamas de peces expuestos a una carga de estrés
variable pueden analizarse para determinar los glucocorticoides. Por ejemplo, los peces que se exponen a una carga
de estrés menor (es decir confinamiento en un volumen reducido (tal como el 25% del volumen “original”) durante
30 min cada 2° dia) tienen una cantidad de cortisol promedio de 1,70 ug kg™, mientras que este es de 3,44 pg kg~
en peces muy estresados (es decir confinamiento en el 10% de volumen durante 30 min, + persecucion 5 min cada
2° dia, + exposicion al aire durante 1 min una vez a la semana).

Por tanto, la presente se refiere en esencia al uso de escamas de peces tomadas de un pez para determinar o
cuantificar el nivel de estrés crénico de dicho pez.

La presente invencion se refiere al uso tal como se describio anteriormente en el que dicha
cuantificaciéon/determinacion se lleva a cabo mediante un método segun los métodos descritos anteriormente.

Las escamas son la matriz mas importante para la cuantificacion del estrés crénico ya que se recogen de una
manera no invasiva. Sin embargo, pueden usarse - en ciertas circunstancias - otras matrices calcificadas tales como
otolitos, espinas y radios de aletas asi como matrices para la cuantificacion del estrés cronico. La ultima
cuantificacion puede llevarse a cabo de la misma manera que se describié anteriormente para las escamas. En
particular, se cortan espinas y radio de aleta con tijeras y se homogeneizan cortandolos en trozos pequefios,
mientras que los otolitos se retiran con un bisturi y se homogeneizan triturando usando un mortero.

Los radios de aleta blandos son flexibles, estan segmentados y ramificados en la parte distal elongandose
afadiendo un nuevo segmento a la punta. Las espinas no estan segmentadas sino fusionadas desde la base y
presentan un crecimiento continuo. Los otolitos forman parte de los érganos del equilibrio en el oido interno y se
componen principalmente de carbonato de calcio cristalizado en forma de aragonita y de una proteina fibrosa, similar
al colageno, denominada otolina. Presentan incrementos diarios faciimente discernibles que se depositan
radialmente y se mantienen cuando el crecimiento somatico es inexistente. Los radios de aleta blandos y las
escamas pueden regenerarse rapidamente cuando se pierden o dafian.

Por tanto, la presente invencion se refiere ademas al uso de las otras matrices calcificadas tal como una espina, un
radio de aleta o un otolito tomados como muestra de un pez para cuantificar el nivel de estrés crénico de dicho pez.

Por tanto, la presente invencion se refiere también a un método in vitro para cuantificar el nivel de estrés crénico en
un pez que comprende:
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- obtener al menos una espina, radio de aleta u otolito de dicho pez,

- extraer glucocorticoides de dicha espina, radio de aleta u otolito,

- purificar los glucocorticoides extraidos de dicha espina, radio de aleta u otolito,

- cuantificar dichos glucocorticoides purificados, y

- correlacionar dichos glucocorticoides cuantificados con un nivel de estrés cronico.

La presente invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplo 1: Desarrollo y validacion de un método de UPLC-MS/MS para cuantificar glucocorticoides en
escamas de lubina (Dicentrarchus labrax)

METODOS Y MATERIALES
Instrumentacion, materiales y reactivos

Se realiz6 un analisis cromatografico en un Acquity UPLC-MS/MS Premier XE usando una columna Acquity Ultra
Performance LC BEH C18 (1,7 um; 2,1 x 100 mm) (Waters, Milford, USA). Se evaporaron las muestras hasta la
sequedad con un evaporador de nitrégeno Turbovap™ (Biotage, Suecia). Se obtuvieron columnas Grace Pure™
SPE C18-Max (500 mg, 6 ml) para la extraccion en fase sélida (SPE) de Grace Davison Discovery Sciences
(Lokeren, Bélgica). Se obtuvo metanol de calidad como gradiente para cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) (Hipersolv Chromanorm) como disolvente de extraccion de VWR International BVBA (Leuven, Bélgica),
mientras que se usaron metanol absoluto LC-MS asi como acido férmico de calidad ULC-MS de Biosolve BV
(Valquenswaard, Paises Bajos) y agua ultrapura de un Milli-Q gradient Q-Gard 2 de Millipore (Billerica, EE. UU.)
como disolventes de fase mavil.

Compuestos, patrones y disoluciones

Solo se usaron productos con certificado de analisis. El cortisol, la cortisona, la 17a-hidroxiprogesterona y el 11-
desoxicortisol eran de Sigma-Aldrich (Diegem, Bélgica). El tetrahidrocortisol y la tetrahidrocortisona eran de Sequoia
Research Products Ltd (Pangbourne, Reino Unido). El cortisol-ds de CDN Isotopes (Pointe-Claire, Canada) se usé
como patrén interno.

Se prepararon en metanol disoluciones patrén de reserva individuales de 1 mg ml” de todos los compuestos y
patron interno y se almacenaron a 4°C. Se prepararon patrones de calibracion, que oscilaban entre 0,005 mg I y
0,1 mg I"", mediante la adicién de 10 pl de una disolucion de cortisol-ds de 0,5 ug 1" @ 0,5 pl, 1 l, 2,5 pl, 5 pl'y 10 pl
de una disolucion patrén de 1 ug I" en 100 pl de H,O/MeOH (80:20; v/v), respectivamente. Como se usaron 100 mg
de muestra, esto correspondia a un intervalo de desde 5 ug kg'1 hasta 100 ug kg'1 en matriz.

Muestreo

Todas las estructuras calcificadas se tomaron como muestra de lubina (Dicentrarchus labrax) sacrificada usando
anestesia profunda con 2-fenoxietanol y matada mediante transeccion espinal. Todos los peces pesaban alrededor
de 100 g. Se retiraron sesenta escamas de la zona mediodorsoventral izquierda dorsalmente con respecto a la aleta
pectoral de la piel con pinzas finas. Se recuperaron cuatro espinas dorsales y seis radios de aleta blandos de la aleta
caudal usando tijeras. Se tomaron dos otolitos sagitales del craneo abierto. Todas las muestras se aclararon con
agua ultrapura y se secaron al aire sobre un pafiuelo de papel a temperatura ambiente.

Preparaciéon de muestras

Se cortaron escamas, espinas y radios de aleta blandos en trozos finos usando tijeras. Se trituraron los otolitos en
un mortero. Se aclararon las tijeras y el mortero con etanol seguido de agua ultrapura y se secaron con un pafiuelo
de papel. De la muestra homogeneizada se pesaron 0,1 g + 0,001 g en un tubo de ensayo de 10 ml. Posteriormente
se afiadieron 8 ml de metanol como disolvente de extraccién y se afiadieron 10 pl de una disolucion de cortisol ds de
0,5 ng I"" como patrén interno. La muestra se mezclo con vortex durante 30 s, se puso en un agitador superior a
60 rpm durante 1 h a temperatura ambiente y se centrifugé durante 10 min a 3500 g a 7°C. Se tomé todo el
sobrenadante, se evapord hasta sequedad bajo nitrégeno a 60°C usando un evaporador de nitrégeno, y se
reconstituyé en 5 ml de H.O/MeOH (80:20; v/v). Tras el acondicionamiento se cargd una columna C18 SPE con 3 ml
de metanol seguido de 3 ml de agua ultrapura, muestra. Se lavo la columna con 4,5 ml de H,O/MeOH (65:35; v/v) y
los compuestos retenidos se eluyeron con 2,5 ml de H,O/MeOH (20:80; v/v) en un tubo de ensayo de 10 ml y se
evaporaron hasta sequedad bajo nitrégeno a 60°C usando un evaporador de nitrégeno. La muestra se reconstituy6
finalmente en 100 ul de H,O/MeOH (80:20; v/v) en un vial y se analizé por medio de UPLC-MS/MS.
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Andlisis de LC-MS/MS

Se separaron los glucocorticoides usando una elucién en gradiente de las fases moviles A y B. La fase mévil A era
una mezcla de agua ultrapura con el 0,1% de acido férmico, mientras que la fase movil B era una mezcla de metanol
con el 0,1% de acido férmico. Inicialmente, la elucidon en gradiente comenzé al 20% (v/v) de fase movil B.
Posteriormente, la fase moévil B se aumenté hasta el 56% a 1,5 min, hasta el 63% a 6,5 min, hasta el 99,1% a 7,5
min tras lo cual se mantuvo al 99,1% hasta 8 min, y finalmente disminuyé hasta el 20% a 9 min y se mantuvo de esta
manera hasta 10 min. La tasa de flujo se mantuvo constante a 0,4 ml min'1, dando como resultado un tiempo de
ejecucion de 10 min. Las muestras se enfriaron a 7°C en el muestreador automatico. El volumen de inyeccion se fijé
a 40 pl, mientras que la temperatura de la columna se mantuvo a 30°C.

Se realizé un analisis cromatografico en un espectrometro de masas usado en el modo de monitorizacion de
reacciones miultiples (MRM) con el fin de conseguir una sensibilidad y selectividad éptimas. Para cada analito diana,
se determinaron dos transiciones idnicas de fragmentos precursores. Se optimizaron los parametros instrumentales
mediante la infusion directa de 10 pg I”' de disolucion patron en metanol + el 0,1% de &cido formico a una tasa de
flujo de 10 pl min™. El uso de dos transiciones ionicas de fragmentos precursores permitié la determinacion de la
relacion entre ambas transiciones, que se usoé junto con el tiempo de retencion relativo para la identificacion y
confirmacion de la identidad de cada analito segun los requisitos de la Decision de la Comisién n.° 2002/657/CE®". El
espectrémetro de masas se us6 en el modo de ionizacién por electrospray positiva (ESI*). Todos los compuestos se
analizaron como sus aductos de protones [M+H]". Los ajustes del detector de MS se fijaron a los siguientes valores:
una temperatura de fuente de 120°C, una temperatura de desolvatacion de 300°C a un flujo de gas de 800 | h'1, un
flujo de gas conico de 50 | h™ y un voltaje capilar de 3 kV. Se usé argén como gas de colision a una presién de 1,11.
10 mbar. Las condiciones de UPLC-MS/MS optimizadas con indicacion del tiempo de retencion, el ién precursor,
los iones producto, el voltaje conico y la energia de colision para todos los compuestos se facilitan en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de UPLC-MS/MS optimizadas por compuesto

Compuesto Tiemp'o' 'de I6n precursor Quantificacic’m* y calificacion de Vplt'aje En(.-:'r.g,ia de
retencion (min) (m/z) iones de fragmentos y traza (m/z)  cénico (V) colision (eV)

‘20Dihidrocortisona 2,80 363,3 163,00* 35 25

267,20 22
Cortisona 2,88 361,2 121,00* 45 37

163,00 24
Cortisol-ds 3,14 367,2 121,10* 35 20

331,30 18
Cortisol 3,15 363,2 121,10* 35 20

327,30 18
11-Desoxicortisol 3,95 347,2 97,10* 40 25

109,10 30
Tetrahidrocortisol 4,26 367,1 313,20* 20 10

331,30 10
Tetrahidrocortisona 4,49 365,1 329,20* 30 15

347,20 12
17a- 5,66 331,2 97,00* 35 25
Hidroxiprogesterona 109,10 25

El andlisis de los datos se realizé usando el software Quan/Targetlynx de Waters; los resultados del analisis se
notificaron como el valor (ug kg™') + la incertidumbre de medicion expandida (ug kg™') con un factor de cobertura (k)
de 2 (intervalo de confidencialidad del 95%).

Validacion

Se hicieron muestras de validacion para cada estructura calcificada combinando escamas, espinas, radios de aleta
blandos y otolitos de 51, 51, 57 y 118 peces, respectivamente, criados en condiciones similares. No existe material
de referencia certificado, pruebas de comparacion dentro del laboratorio ni ningin otro método validado para las
combinaciones de analito/matriz mencionadas anteriormente, y por tanto la validacién se realizé6 usando adicion de
patrén a muestras de validacién. Para cada estructura calcificada se sometieron a prueba cinco niveles de
concentracion, que oscilaban entre 1 y 50 ug kg'1, por quintuplicado y esto se repitié en cuatro dias diferentes en un
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periodo de un mes en condiciones de intrarreproducibilidad, es decir por dos personas usando disoluciones
diferentes y un sistema de UPLC-MS/MS. Todos los experimentos de validacion se llevaron a cabo por personal
autorizado en un entorno controlado con equipo calibrado y disoluciones controladas segun los requisitos de la
norma EN ISO/IEC 17025:2005%. Se realizd el analisis usando secuencias estandarizadas que consistian en
diferentes patrones de calibracién, blancos, controles negativos y positivos (todos en diluyente). Los resultados para
cada compuesto se evaluaron evaluando el tiempo de retencién (relativo) y las intensidades ionicas relativas del
compuesto y fragmentos. Todos los parametros de validacion se determinaron y evaluaron segun los requisitos de la
Decision de la Comision n.° 2002/657/CE: exactitud, precision, rango de trabajo, linealidad, limite de decisiéon (CCa),
capacidad de deteccion (CCp), sensibilidad y selectividad.

La recuperacion aparente asi como la precision (repetibilidad y reproducibilidad dentro del laboratorio) para todos los
compuestos se determinaron en condiciones de intrarreproducibilidad dando como resultado 20 analisis para cada
nivel de concentracion y un total de 100 analisis por compuesto y matriz. Debido a los bajos niveles de
concentracion, se realizaron una prueba de resultados discrepantes de Dixon®® asi como una prueba de Grubbs®*
para detectar posibles resultados discrepantes. El limite de decision (CCa) se calculé como la interseccion de la
curva de calibracion mas 2,33 veces la desviacion estandar en la reproducibilidad dentro del laboratorio (a = 1%),
mientras que la capacidad de deteccion (CCB) se calcul6 como la concentracion de CCa mas 1,64 veces la
desviacién estandar en la reproducibilidad dentro del laboratorio (8 = 5%). La incertidumbre de medicion expandida
se basoé en los datos de validacion para la exactitud y la reproducibilidad dentro del laboratorio y se determiné
usando dos enfoques diferentes, mediante suma lineal y mediante suma cuadratica o el método Nordtest. Ademas
se monitorizaron la robustez del método y la estabilidad de los analitos en el diluyente asi como en la matriz durante
el desarrollo del método. Finalmente se determind la incertidumbre de medicién expandida mediante suma lineal asi
como mediante suma cuadratica o el método de Nordtest*’*? (no hay consenso en la bibliografia sobre un método
preferido).

RESULTADOS

Se desarrollé un método de cuantificacion de UPLC-MS/MS para cortisol, sus precursores 17a-hidroxiprogesterona y
11-desoxicortisol, cortisona y los metabolitos clave tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona en escamas de peces en
un entorno acreditado segun la norma EN ISO/IEC 17025:2005 y se validé segun los requisitos de la Decision de la
Comisién n.° 2002/657/CE. Como parametro clasico que se considera que refleja la respuesta al estrés en la
mayoria de los peces, el cortisol se libera a la circulacion sanguinea haciendo posible su incorporacion en
estructuras calcificadas y de ese modo un analito diana para la investigacion del estrés cronico. Sus precursores
17a-hidroxiprogesterona y 11-desoxicortisol se incluyeron en los analisis para cubrir la deteccion de posibles rutas
extrainterrenales. Los metabolitos tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona también se incluyeron ya que los
glucocorticoides exogenos (en el agua) pueden actuar como disruptor endocrino e influir en el perfil de
glucocorticoides de las estructuras calcificadas estudiadas. El método se sometié a prueba y se valido para espina,
radio de aleta blando y otolito también. Se aborda la conveniencia de la toma de muestras de escamas.

Desarrollo del método
Toma de muestras y preparacion de muestras

Para cada estructura calcificada se determiné la ubicacion para la toma de muestras. Las escamas son elementos
esqueléticos mesodérmicos en los peces postmetamorfosis. No se encontraron diferencias en el contenido de
cortisol en escamas tomadas de diversos lados (por ejemplo dorsal, cranioventral, medioventral o caudal) de los
peces ni entre escamas tomadas del lado izquierdo y derecho. Deben evitarse las escamas para la linea lateral ya
que difieren en la estructura. Por facilidad y propédsitos de investigacion futura (teniendo en cuenta la aplicabilidad en
acuicultura) se eligieron escamas de la zona mediodorsoventral dorsalmente con respecto a la aleta pectoral. Las
espinas en la lubina se encuentran entre otras en la parte craneal de la primera aleta dorsal (de 8 a 10 espinas). Las
espinas no estan segmentadas, sino fusionadas en la base y son por tanto mas rigidas que los radios de aleta
blandos. Se encontré una concentracion mayor de glucocorticoides en espinas en su base, lo que requiere un mejor
ajuste fino de la incorporacion de cortisol a lo largo del tiempo en este tejido. Ademas, todas excepto las partes
distales de la espina estan cubiertas mediante epitelio. No se encontraron diferencias en el contenido de cortisol en
radios de aleta blandos tomados de las aletas dorsales, cranioventrales, medioventrales y caudales. Teniendo en
cuenta la aplicabilidad en acuicultura, se eligieron radios de aleta blandos de la aleta caudal. Se eligieron otolitos
sagitales ya que son los mas grandes y faciles de retirar.

Con respecto a una combinacion éptima de viabilidad logistica y rendimiento analitico, la cantidad 6ptima de matriz
para del analisis se determiné para cada estructura calcificada afiadiendo de manera conocida diferentes cantidades
de muestra, es decir diferente nimero de escamas, espinas y radios de aleta blandos del mismo pez, con 5 ug kg'1
de los analitos diana. Los resultados para escama, espina y radio de aleta blando se presentan en la Figura 3.
Teniendo en cuenta la aplicabilidad futura en acuicultura y la vida salvaje se eligieron 0,1 g de cada estructura
calcificada para su validacion.

Figura 3. Cantidades 6ptimas de matriz para escama, espina y radio de aleta blando para su validacion
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Para retirar la secrecion mucosa, que se sabe que contiene glucocorticoides endégenos65, asi como exogenos, se
llevé a cabo un lavado intenso de todas las muestras con agua ultrapura.

Se sometieron a prueba cuatro disolventes con diferente eficacia de extraccion: metanol, 2-propanol, acetonitrilo y
dietil éter. EI metanol dio los mejores resultados para los diversos glucocorticoides en escamas asi como en espinas
y radios de aleta blandos; en otolitos no se observd una diferencia clara entre disolventes (datos no mostrados). A
continuacion, se sometié a prueba la dependencia del tiempo de incubacion con metanol (15, 60, 120 min y 16 h) asi
como la extraccion repetida. Para el cortisol en escamas de peces no se observé mejora de extraccion tras 60 min
de incubacion. No se observé mejora de una segunda extraccion, ni de una combinaciéon de 15 min para 2 ciclos
(frente a 1 ciclo de 60 min). Los resultados para escama, espina y radio de aleta blando se presentan en la Figura 4.

Figura 4. Optimizacién del tiempo de extraccion y repeticiones para cortisol en escama, espina y radio de aleta
blando

Como se necesita un método de alto rendimiento y econdmico, se estandarizo la extraccion en escamas con 8 ml de
metanol durante 1 h en un agitador superior a temperatura ambiente.

Procedimiento de SPE

Se usaron satisfactoriamente cartuchos C18 phase SPE para extraer glucocorticoides de muestras bioldgicas tales
como plasma66, orina®’, heces®, y por tanto se eligio este tipo de columna para optimizar la extraccion y purificacion
de los glucocorticoides seleccionados de la estructuras calcificadas en este estudio.

Las columnas Grace Pure™ SPE C18-Max (500 mg, 6 ml) son sorbentes de fase inversa con una carga de carbono
del 17,1% unido poliméricamente en un soporte a base de silice. El procedimiento de extraccion en fase inversa se
eligié dado que se une moderadamente a compuestos de polares a no polares de una matriz de muestras polares.
Un tamafio de lecho de 500 mg da una capacidad de retencioén de sorbentes de 25 mg. Teniendo en cuenta el
intervalo de concentracion predicho de glucocorticoides en escamas asi como en las otras estructuras calcificadas,
esta capacidad de retencidon sera suficiente para unirse a todos los analitos de interés. Las etapas de
acondicionamiento, carga de muestra, lavado y elucidon para la SPE se optimizaron para el tipo de disolvente y el
volumen. La etapa de acondicionamiento con 3 ml de metanol para activar los ligandos de sorbentes seguido de
3 ml de agua ultrapura para equilibrar el lecho de sorbentes dio los mejores resultados (recuperacion promedio de
cortisol > 90%). El volumen minimo para ambos disolventes era 2,5 ml, mientras que pruebas usando volimenes de
mas de 3 ml no mejoraron la purificacion. La etapa de carga de muestra mediante la que se resuspendia la muestra
evaporada en 5 ml de H.O/MeOH (80:20; v/v) dio los mejores resultados. Las combinaciones de disolventes en las
que se variaban la proporcidon de agua ultrapura y/o metanol dieron resultados inferiores a los éptimos. El lavado de
la columna con 4,5 ml de H,O/MeOH (65:35; v/v) dio los mejores resultados para la recuperacion de
glucocorticoides. Una concentracion mayor de metanol condujo a la elucién de glucocorticoides, mientras que una
concentracion inferior de metanol dio como resultado un aumento del ruido. Los compuestos retenidos se eluyeron
con 2,5 ml de H,O/MeOH (20:80; v/v) en un tubo de ensayo de 10 ml. Un menor volumen de elucién o un aumento
de agua ultrapura no recuperd todos los glucocorticoides, mientras que un mayor volumen de elucién o un aumento
de metanol era inferior al 6ptimo en cuanto a la rentabilidad y ya que eluye mas compuestos interferentes de la
matriz, respectivamente. Tras la evaporacion, se reconstituyé la muestra en 100 pl de H,O/MeOH (80:20; v/v) en un
vial y se analizdé por medio de LC-MS/MS. Se eligio la reconstitucion en 100 pl por tener la posibilidad de una
inyeccion doble. Las combinaciones de disolventes en las que se cambio la proporcidon agua ultrapura con respecto
a metanol dieron resultados inferiores a los 6ptimos dado que el gradiente para el analisis cromatografico se
optimizé para comenzar a H.O/Me-OH (80:20; v/v). La reconstitucion en una concentracion hasta H;O/MeOH (20:80;
v/v) era posible pero tenia efectos negativos sobre las formas de los picos cromatograficos.

Analisis cromatografico

En una primera etapa para optimizar el analisis cromatografico usando una columna Acquity Ultra Performance LC
BEH C18 (1,7 um; 2,1 x 100 mm), todos los compuestos asi como el patrén interno se ajustaron usando el
espectrometro de masas en el modo de ionizacién por electrospray positiva (ESI*) y negativa (ESI). Los resultados
obtenidos en ESI" dieron picos pequefios pero menos ruido, mientras que ESI” dio en general mejores resultados y
se eligio para pruebas adicionales.

En una segunda etapa, se sometieron a prueba diferentes sistemas de gradientes usando agua ultrapura y
disolventes no polares como metanol y acetonitrilo con el 0,1% de acido férmico. En primer lugar se sometieron a
prueba gradientes usando agua ultrapura y acetonitrilo: una mayor concentracion de partida de acetonitrilo dio un
tiempo de retencién mas corto y solo se observd separacion de cortisol, cortisona y 17a-hidroxiprogesterona; la
ejecucion de un gradiente que aumentaba lentamente la concentracion de acetonitrilo dio como resultado la pérdida
del pico de 17a-hidroxiprogesterona asi como un tiempo de ejecucion de 12 min convirtiendo el acetonitrilo en
inadecuado como fase movil. Posteriormente se sometieron a prueba gradientes usando agua ultrapura y metanol:
tras ejecutar diferentes gradientes que oscilaban desde un aumento lento hasta uno muy rapido de la concentracion
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de metanol todos los compuestos se separaron completamente y se sometieron a prueba concentraciones variables
de diferentes aditivos. El uso del 0,5% de acido acético dio mejores resultados que formiato de amonio 2 mM a pH
3,0 o acetato de amonio a pH 5,0, pero peores que el 0,1% de acido férmico. Posteriormente se optimizo la
concentracion de acido formico y se eligié el 0,1% de acido férmico; una concentraciéon menor de acido férmico dio
como resultado resultados inestables debido a la transferencia de métodos que usaban otros aditivos. Finalmente se
optimizaron la temperatura de la columna y la tasa de flujo a 30°C y 0,4 ml min™, respectivamente, para tener un
tiempo de ejecucion total de 10 min.

En una dltima etapa se optimizé el método de MS/MS: se aumentaron los tiempos de permanencia para una
sensibilidad éptima para asegurar que los puntos por todo el pico para cada i6n de todos los compuestos consistia
en al menos 20 puntos de datos y las ventanas de marco de MS se optimizaron de manera correspondiente.

Validacion

No estan disponibles valores de concentracion de glucocorticoides en escamas (o cualquier otra estructura
calcificada) en la bibliografia publicada, lo que nos hizo optar por un rango de trabajo inicial de desde 1 pg kg™ hasta
50 pg kg™

La recuperacion aparente para cortisol en escamas de peces por debajo, a y por encima del nivel de CCB oscilaba
entre el 88,14% y el 98,85%, todas dentro del criterio de rendimiento del 80% al 110% segun los requisitos de la
Decision de la Comision n.° 2002/657/CE. A pesar del hecho de que la homogenizacion de la muestra de validacion
combinada no era 6ptima (es decir no era un polvo homogéneo, sino mas bien una combinacién de fragmentos muy
finos), la repetibilidad para cortisol en escamas de peces oscilaba entre el 12,36% y el 17,15%. La reproducibilidad
dentro del laboratorio oscilaba entre el 14,63% y el 20,02%. Los resultados para exactitud, precision e incertidumbre
de medicién para los compuestos analizados en escamas de peces se presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Valores para la exactitud (recuperacion aparente AR, por ciento), valores de coeficiente de variacion
(CV, por ciento) para la precision (repetibilidad CV; y reproducibilidad dentro del laboratorio CVg) e
incertidumbre de medicion expandida (U, por ciento) para todos los compuestos en escama de peces

Nivel (ug | AR (%) CV; (%) CVr (%) U'(k=2) U'(k=3) U%(k=2)
Compuesto kg'” (%) (%) (%)
1 98,85 17,15 20,02 41,19 61,21 66,16
5 88,14 12,36 15,01 41,88 56,89 58,08
Cortisol 10 98,20 16,21 18,05 37,90 55,95 61,44
25 90,97 13,81 14,85 38,73 53,58 56,08
50 91,16 13,47 14,63 38,10 52,73 55,57
Precursores
1 114,00 27,83 32,08 78,16 110,24 106,46
5 104,44 33,09 43,74 91,92 135,66 131,31
170' . 10 123,75 13,09 21,98 67,71 89,69 91,08
Hidroxiprogesterona
25 135,64 6,64 16,23 68,10 84,33 96,06
50 141,34 7,79 18,38 78,10 96,48 109,63
1 _d _d _d _d _d _d
5 68,53 20,09 26,44 84,35 110,79 96,79
11-Desoxicortisol 10 84,55 16,83 31,71 78,87 110,58 95,44
25 102,42 8,59 15,37 33,16 48,53 56,19
50 113,49 6,13 14,88 43,25 58,13 62,77
Metabolitos
1 104,37 38,94 66,90 138,17 205,07 196,46
5 96,88 27,81 38,51 80,14 118,65 112,94
Cortisona 10 93,67 24,26 37,06 80,45 117,51 108,22
25 83,21 19,78 25,61 68,01 93,62 82,52
50 84,28 17,20 18,91 53,54 72,45 68,23
1 99,63 20,58 38,46 77,29 115,75 136,72
5 102,05 18,72 37,38 76,81 114,19 119,88
20-Dihidrocortisona 10 129,33 12,97 22,44 74,21 96,65 71,89
25 138,74 12,35 18,61 75,96 94,57 73,71
50 143,29 6,66 15,51 74,31 89,82 84,79
1 90,23 35,70 39,35 88,47 127,82 113,47
5 95,97 31,72 30,10 64,23 94,33 90,78
Tetrahidrocortisol 10 103,69 27,61 27,94 59,57 87,51 87,88
25 104,04 25,11 24,42 52,88 77,30 78,88
50 116,79 17,33 21,16 59,11 80,27 80,80
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1 103,17 45,30 50,81 104,79 155,60 150,09
5 108,83 26,85 37,09 83,01 120,10 116,11
Tetrahidrocortisona 10 106,80 25,01 31,64 70,08 101,72 99,63
25 103,61 24,83 34,06 71,73 105,79 104,19
50 110,41 15,60 21,90 54,21 76,11 76,61

T Calculo de la incertidumbre de medicion expandida usando suma lineal con un factor de cobertura (k) de 2
gintervalo de confidencialidad del 95%) respectivamente de 3 (intervalo de confidencialidad del 99%)

Calculo de la incertidumbre de mediciéon expandida usando suma cuadratica (método de Nordtest) con un factor de
cobertura (k) de 2 (intervalo de confidencialidad del 95%)
3 Respuesta insuficiente para el ién cualificador

Dado que en la investigacion futura las curvas de calibracion adaptadas a la matriz no son viables en la practica, se
determinaron posibles efectos de matriz comparando datos de curvas de calibracion en diluyente con unas
adaptadas con respecto a matriz en el intervalo de desde 5 ng kg'1 hasta 50 pg kg'1 para todos los compuestos en
cada estructura calcificada. La Figura 5 no indica ningun efecto significativo para cortisol en escamas de peces
(teniendo en cuenta la variacion biolégica de la muestra) pero como las curvas de calibracion en diluyente y matriz
estan divididas normalmente, es posible la cuantificacion usando curvas de calibracion en diluyente.

Figura 5. Curva de calibracion en diluyente y en matriz para cortisol en escamas de peces

Posteriormente, la linealidad de la respuesta para todos los compuestos en cada estructura calcificada se sometié a
prueba usando curvas de calibracion cuadruples en diluyente que consistian en cinco puntos de calibracion, que
oscilaban desde 5 pg kg'1 hasta 100 ug kg'1, analizados en condiciones de reproducibilidad dentro del laboratorio.
Cuando se evallda la linealidad en este intervalo para todos los compuestos no se encontré ningun valor de
coeficiente de determinacion (Rz) menor de 0,99. Ademas, el modelo calculado indicé para todos los compuestos
una distribucion normal. Los resultados para la linealidad, CCa, y CC para todos los compuestos en una escama de
pez se presentan en la tabla 3.

Tabla 3: Coeficiente de determinacién (R?) de curvas de calibracion y valores del limite de decision (CCa, [¥e]

kg”) y la capacidad de deteccion (CCB, ug kg”) para todos los compuestos en escamas de peces

Compuesto R* CCa (ug kg™ CCB (ug kg™

Cortisol 0,999 2,74 4,64
Precursores de cortisol

17a-Hidroxiprogesterona 0,998 2,37 3,90

11-Desoxicortisol 0,997 1,79 2,88
Metabolitos de cortisol

Cortisona 0,996 3,74 6,36

20-Dihidrocortisona 0,998 2,43 4,07

Tetrahidrocortisol 0,997 4,84 8,25

Tetrahidrocortisona 0,992 0,99 1,68

La sensibilidad del método se determind haciendo una serie de dilucién en muestras de matriz en blanco dando
como resultado un método con buena sensibilidad para todos los compuestos en escamas de peces cuando se tiene
en cuenta el rango de trabajo predicho. La selectividad del método se demostrd analizando un blanco y muestras
con contenidos conocidos. En las muestras con contenidos conocidos, todos los compuestos aparecieron en los
tiempos de retencion predichos con sus dos transiciones iénicas. Las relaciones de iones se compararon con la
inyeccion de patron y se encontré que eran aceptables segun los requisitos de la Decision de la Comision n.°
2002/657/CE. Ademas no se observo ningun pico interferente.

La robustez del método se sometié a prueba durante el desarrollo del método para todas las etapas criticas como la
extraccion y la purificacion de SPE variando el valor 6ptimo.

Se desarrolld6 un método de UPLC-MS/MS para cortisol, sus precursores (17a-hidroxiprogesterona y 11-
desoxicortisol), cortisona y metabolitos (tetrahidrocortisol y tetrahidrocortisona) en escamas de peces en un entorno
acreditado segun la norma EN ISO/IEC 17025:2005 y se validé segun los requisitos de la Decision de la Comision
n.° 2002/657/CE y se demostré que era adecuado para sus propositos pretendidos. Ademas, el método se sometid a
prueba y se validé para otras tres estructuras calcificadas que son espina, radio de aleta blando y otolito.

Ejemplo 2: Cuantificacion de niveles de glucocorticoides en escamas de lubina (Dicentrarchus labrax)
estresada frente a no estresada
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Método y materiales (véase el ejemplo 1)

Configuracion experimental

El ensayo consistia en 2 réplicas de 3 condiciones: control (estrés bajo, estrés medio y estrés alto). El estrés era una
combinacioén de diversos tipos de factores de estrés (hacinamiento, persecucion y exposicion al aire) administrados
aleatoriamente durante un periodo de 3 semanas. En diversos momentos impredecibles al dia se administraron los
factores de estrés tal como se indica:

* estrés bajo: confinamiento (el 25% de volumen), 30 min cada 2° dia
* estrés medio: confinamiento (el 25% de volumen), 30 min, persecucion 5 min cada 2° dia

* estrés alto: confinamiento (el 10% de volumen), 30 min, persecucion 5 min cada 2° dia, exposicion al aire 1 min una
vez por semana

Se midio el cortisol en plasma por duplicado usando un RIA en una placa de 96 pocillos segun Gorissen et al.®®. El
anticuerpo primario muestra una reactividad cruzada del 100% con cortisol, del 0,9% con 11-desoxicortisol, del 0,6%
con corticosterona y < 0,01% con 11-desoxicorticosterona, progesterona, 17-hidroxiprogesterona, testosterona y
estradiol. Todos los pocillos excepto los “no especificos” recibieron 100 pl de anticuerpo de cortisol (Cortisol
Antibody[xm210] monoclonal y IgG purificada (Abcam); 1:2000 en NaHCO3 50 mM, NaH2CO3 50 mM, NaN3 a
0,02%, pH = 9,6) y se incubaron durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron las placas tres veces con
200 pl/pocillo de tampoén de lavado (Tris 100 mM, NaCl al 0,9%, NaN3 al 0,02%). Posteriormente, los sitios no
especificos se bloquearon mediante la adicion de 100 pl de tampdn de bloqueo (Tris 100 mM, NaCl al 0,9%, NaN3 al
0,02%, suero bovino normal al 0,25%) a cada pocillo. Las placas se cubrieron y se incubaron durante una h a 37°C.
Posteriormente, se afiadieron 10 ul de patrén (4 pg - 2048 pg de cortisol/10 ul de tampdn de ensayo que contenia
Tris 100 mM, NaCl al 0,9%, acido 8-anilino-1-naftalenosulfénico al 0,1%, NaN3 al 0,02%) o 10 pl de plasma sin diluir
o medio de perifusion a pocillos designados. Los no especificos y BO recibieron 10 pl de tampdén de ensayo. Tras la
adicion de patrones y muestras, se afadieron 90 pl (333 Bq) de 3n-hidrocortisona (PerkinElmer, EE. UU., 1:10.000
en tampodn de ensayo) de disolucion a todos los pocillos. Se incubaron las placas durante cuatro h a temperatura
ambiente, o se almacenaron durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron entonces tres veces con tampén de
lavado. Tras la etapa de lavado final, todos los pocillos recibieron 200 pl de “Optiphase hisafe-3 scintillation liquid”
(PerkinElmer, EE. UU.) y se cubrieron. Se cuantificé la emisidon beta mediante un recuento de 3 min por pocillo
usando un Microbeta Plus (Wallac/PerkinElmer, EE. UU.). Las variaciones entre ensayos y dentro del ensayo eran
del 12,5 y el 3,5%, respectivamente.

Resultados
CORTISOL EN PLASMA
Concentracion de cortisol media (ng/ml)| Desviacion estandar Coeficiente de
en plasma (ng/ml) variacion (%)
Estrés bajo
Reéplica 1 274,81 151,81 55,24
Réplica 2 100,86 101,70 100,84
Todas las réplicas (20]183,26 152,90 83,43
muestras)
Estrés medio
Reéplica 1 319,00 106,04 33,24
Réplica 2 190,58 136,65 71,70
Todas las réplicas (20]254,79 136,06 53,40
muestras)
Estrés alto
Reéplica 1 112,64 95,22 84,53
Réplica 2 187,92 73,90 39,32
Todas las réplicas (20]150,28 91,50 60,89
muestras)
CORTISOL EN ESCAMA
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Concentracion de cortisol media Desviacion  estandar| Coeficiente de
(Mg kg™') en escama (Mg kg™) variacion (%)
Estrés bajo
Réplica 1 1,90 1,00 53,58
Réplica 2 1,50 1,70 109,19
Todas las réplicas (201,70 1,35 79,58
muestras)
Estrés medio
Réplica 1 2,40 2,00 83,29
Réplica 2 2,10 1,50 69,13
Todas las réplicas 2,27 1,72 75,86
Estrés alto
Réplica 1 3,20 2,30 69,57
Réplica 2 3,60 4,00 109,08
Todas las réplicas (20|3,44 3,15 91,50
muestras)

Ejemplo 3: Cuantificacion de niveles de glucocorticoides en escamas de carpa (Cyprinus carpio L.)

Método y materiales (véase también el ejemplo 1 y mas)

Configuracion experimental

El ensayo con carpa consiste en 2 réplicas de 4 condiciones, cada una con 6 peces: control (no estresados),
dexametasona (inhibicion de la ruta del estrés), cortisol (activacion de la ruta del estrés) y estrés inducido mediante
diversos factores de estrés dados de una manera aleatoria durante 6 semanas.

Métodos

Los procedimientos experimentales fueron segun la legislacion holandesa y aprobados por el comité de ética local.
Se criaron carpas comunes (Cyprinus carpio L.) en la Radboud University de Nijmegen para garantizar el historial.
Peces adultos en crecimiento (en el dia 21: 340 £ 92 gy 24,6 + 2,4 cm; en el dia 42: 377 £+ 108 gy 25,4 + 2,5 cm),
mantenidos bajo 12:12 h de luz:oscuridad, alimentados con 2 comidas al dia (09:30 am y 15:30 pm) al 0,9% de peso
corporal se mantuvieron a 20,0 + 0,4°C durante 6 semanas. Se configuraron cuatro grupos, con 2 réplicas de tanque
por grupo, de 6 peces por tanque de 140 | cada uno. Los peces del grupo CTR se dejaron inalterados. Los grupos
DEX y CORT recibieron alimento con contenido conocido a 500 mg kg™'. El grupo ESTRES se estres6 una vez al
dia; el tipo, la duracién y la sincronizacion de los factores de estrés se aplicaron aleatoriamente e incluyeron: captura
(15 - 60 min), exposicion al aire (1 - 3 min), caida de temperatura (hasta 5°C), persecucion (hasta 10 min) y
confinamiento (en un cubo con un nivel de agua bajo). Durante todo el experimento, no se observaron indicaciones
de salud y comportamiento afectados. Tras 42 dias se anestesiaron los peces en 2-fenoxi-etanol (0,1% v/v) y se
sacrificaron, se tomé sangre de los vasos caudales y se recogieron escamas (escamas ontogenéticas y las
regeneradas a los 21 dias). Se analizé el plasma para determinar cortisol®®, glucosa’®, lactato’®, calcio total’' y
osmolalidad”®. Se tomaron muestras de escamas de una fila estandarizada dorsalmente con respecto a la linea
lateral. Se evalué la MNE de genes diana usando eeffa? rps5 y beta-actina como genes de referencia’. Todos los
parametros se modelaron usando un modelo mixto lineal en SAS 9,4 (SAS Institute Inc., Cary, NC) con tratamiento,
dia de muestreo y su interaccion (cuando era apropiado) como efectos fijos. Se introdujo una interseccion aleatoria
para el tanque en el modelo para corregir los agrupamientos de peces en los tanques. Se realiz6 la prueba de
Dunnett para comparar los tratamientos con los controles.

Resultados

1) Control del fundamento y la ejecuciéon de la configuracién experimental

Durante un ensayo de 6 semanas, comparamos carpas inalteradas (CTR) y estresadas diariamente (ESTRES).
Peces alimentados con dexametasona (DEX) o cortisol (CORT) sirvieron como controles negativo y positivo para la
incorporacion de cortisol en la escama, respectivamente. En todos los tratamientos la racion de alimento
proporcionada se consumié en 5 minutos, todos los peces permanecieron clinicamente sanos tal como se indica
mediante el factor de condicion” y no se observo mortalidad. Se mantuvo una calidad adecuada del agua mediante
monitorizacion diaria (pH, temperatura, oxigeno disuelto) o semanal (nitrito, nitrato, amonio). Puede excluirse una
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contribuciéon de glucocorticoides portados en el agua, como resultado de la fuga desde el alimento, a los efectos
observados. Los analisis de cortisol, sus precursores y metabolitos mediante cromatografia de liquidos de resolucion
ultraalta-espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) desarrollada internamente y validada (véase cortisol
en escama) revel6 que las concentraciones de cortisol elevadas en agua volvian al nivel de referencia en el plazo de
2,5 h tras la alimentacion.

Los resultados para cinco parametros sanguineos usados comunmente como indicadores de estrés confirman que
los peces DEX pueden considerarse controles negativos, y los peces CORT controles positivos, respectivamente
(Figura 6). El cortisol en plasma se habia elevado en el grupo CORT (CORT frente a CTR: P<0,0001), confirmando
la absorcién de cortisol del alimento a la sangre; en los peces ESTRES los niveles de cortisol no diferian de los
controles negativos lo que indica la falta de idoneidad de los ultimos para la evaluacion del estrés cronico. El
parametro de estrés secundario glucosa en plasma, que refleja las acciones de glucocorticoides predichas
(gluconeogenésis), habia aumentado en DEX (DEX frente a CTR: P<0,0001), mientras que CORT (CORT frente a
CTR: P=0,2004) y ESTRES (ESTRES frente a CTR: P=0,0531) no diferian significativamente, en linea con la accién
mas potente de DEX. El lactato en plasma habia aumentado en DEX (DEX frente a CTR: P<0,0001) y CORT (CORT
frente a CTR: P=0,0004), pero no significativamente en ESTRES (ESTRES frente a CTR: P=0,4224) en linea con los
efectos posteriores de DEX y CORT. El calcio total en plasma y la osmolalidad no se vieron afectados, lo que indica
que los tratamientos no superaban la resiliencia de los peces y no evocaban sufrimiento. Concluimos que (i) los
tratamientos CTR, DEX y CORT provocaban las acciones de glucocorticoides pretendidas; (ii) en el plasma de peces
ESTRES no se observaron signos de activacion del eje HPI; (iii) los parametros de plasma son factores de
prediccion malos para el estrés crénico ya que no reflejan mas que una instantanea de la respuesta al estrés en un
momento dado.

De lo anterior se deduce que los valores de cortisol en plasma en peces estresados crénicamente no proporcionan
una lectura adecuada para el estrés experimentado. Sin embargo, la Figura 7 muestra que el eje de estrés endocrino
se activa con total seguridad. La expresion de genes hipotalamicos, de la parte distal de la hipdfisis y clave
interrenales crf (ESTRES frente a CTR: P=0,0002), pomc (ESTRES frente a CTR: P<0,0001) y star (ESTRES frente
a CTR: P=0,0140), respectivamente, de hecho se regulan significativamente por incremento. La realimentacion de
glucocorticoides negativa se indica mediante una expresion de pomc disminuida significativamente (DEX frente a
CTR: P=0,0236).

Una segunda linea de evidencia para el estrés crénico, no visible al nivel de cortisol enﬁlasma, es la regulacioén por
incremento del gen que codifica para la subunidad a1 de la Na'/K*-ATPasa branquial™ (Figura 8). En peces DEX
(DEX frente a CTR: P=0,0001), CORT (CORT frente a CTR: P<0,0001) y ESTRES (ESTRES frente a CTR:
P=0,0215), se encontraron niveles de expresion potenciados significativamente, indicativo de la accion de
corticoides.

En resumen, los resultados indican que los peces del grupo ESTRES estaban estresados crénicamente. Entonces
proponemos la cuantificacion de cortisol en la escama elasmoidea.

2) Cortisol en escamas ontogenéticas de peces como biomarcador de estrés crénico

Se analizaron de cinco (dia 21) a seis (dia 42) escamas para cortisol con un método de UPLC-MS/MS validado
(segun los requisitos de la Decision de la Comision n.° 2002/657/CE) en un entorno regulado segun la normal NBN
EN ISO/IEC 17025. Todos los peces CTR y DEX mostraron valores de cortisol en escama por debajo de la
capacidad de deteccion (CCB); 10 de 12 peces CORT en el dia 21 mostraron valores por encima de CCf y todos
estaban por encima de CCB en el dia 42; 7 de 11 peces ESTRES en el dia 21 mostraron valores por encima de CCB
y todos estaban por encima de CCp en el dia 42 (Figura 9). Tras comparar los tratamientos, en el dia 21 se encontré
una acumulacion significativa para peces CORT (CORT frente a CTR: P<0,0001); en el dia 42 se encontré una
acumulacién significativa para peces ESTRES (ESTRES frente a CTR: P=0,0001). Cuando se compara dentro de
los tratamientos desde 21 hasta 42 dias, se encontré6 un aumento significativo en cortisol en escama en peces
ESTRES (P=0,0031) y CORT (P=0,0026), respectivamente. Estos hallazgos estan en linea con la incorporacién y
acumulacioén predichas de cortisol en escamas a lo largo del tiempo y validan el contenido de cortisol en escama
como biomarcador para el estrés crénico. En linea con el efecto predicho de bloqueo de la produccién de cortisol
enddégeno mediante DEX, no encontramos incorporacion de cortisol en escamas de peces tratados con DEX. Por
otro lado, la alimentacion de cortisol y estresar fisicamente a los peces potencié los niveles de cortisol en escama.

En resumen, los resultados para cortisol en escamas ontogenéticas confirman que el cortisol en escamas refleja el
nivel de estrés experimentado por los peces a lo largo del tiempo. Proponemos la cuantificacion de cortisol en la
escama de regeneracion como herramienta adicional para la cuantificacion del estrés crénico y su correlacion con el
nivel de expresion génica de la proteina de matriz mas abundante colageno 1a.

c) Junto con las escamas ontogenéticas, el cortisol también se acumula en escamas de regeneracion

Se determinaron concentraciones de cortisol en 5 escamas regeneradas por pez 21 dias tras la retirada de la
escama ontogenética (Figura 10). Se encontré que la MNE de col7a1 estaba inhibida en escamas ontogenéticas y
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se correlaciona con un alto nivel de cortisol en plasma, en linea con los efectos inhibitorios ampliamente conocidos
de los glucocorticoides sobre la formaC|on 6sea. En escamas de regeneracion, los escleroblastos (células similares a
osteoblastos que forman escamas’ parecen insensibles a la realimentacion de glucocorticoides tal como se muestra
mediante la expresion de col1a1 similar en todos los tratamientos. Morfoldgicamente, se encontré que las escamas
regeneradas de CTR, ESTRES y CORT eran similares, mientras que el area, el perimetro y el nimero de crestas de
escamas de peces DEX mostraron valores significativamente menores, indicativo de una regeneracion alterada y
retardada. El alto nivel en plasma de cortisol en peces CORT en el momento del muestreo de escamas de
regeneracion y ontogenéticas en el dia 42 se correlaciona con un alto contenido de cortisol en escama, y esto
confirma que el cortisol libre se incorpora en las escamas. Ademas, el contenido de cortisol en escamas de
regeneracion en peces ESTRES parecié no ser todavia significativamente mayor que el de CTR, pero menor que
CORT, lo que indica que el secuestro maximo de cortisol en la matriz no se habia alcanzado. Aqui debe sefalarse la
cantidad extremadamente baja de matriz analizada (promedio de 4 mg de escama). Se observé un aumento
significativo en cortisol en escama en peces CORT (CORT frente a CTR: P<0,0001). Este hallazgo esta en linea con
la incorporacion y acumulacion de cortisol en escamas a lo largo del tiempo con mayores niveles de cortisol en
plasma disponibles, reconfirmando de este modo nuestros hallazgos en escamas ontogenéticas. Los resultados para
escamas de regeneracion corroboran los resultados para escamas ontogenéticas y por tanto el hecho de que el
cortisol en escamas refleja el nivel de estrés experimentado por los peces en el tiempo.

Ejemplo 4: Cuantificacion de los niveles de glucocorticoides en escamas de tilapia (Oreochromis

mossambicus)

Método y materiales (véase el ejemplo 1 y mas)

Configuracion experimental

El ensayo con tilapia consiste en 2 réplicas de 4 condiciones, cada una con 6 peces: control (no estresados),
dexametasona (inhibicion de la ruta del estrés), cortisol (activacion de la ruta del estrés) y estrés inducido por
diversos factores de estrés dados de una manera aleatoria durante 6 semanas.

Métodos

Los procedimientos experimentales fueron segun la legislacion holandesa y aprobados por el comité de ética animal
de la Radboud University (nimero de permiso: RU-DEC2013-192). Se criaron tilapias (Oreochromis mossambicus)
en la Radboud University de Nijmegen para garantizar el historial. Peces adultos en crecimiento (en el dia 21: 321 +
37 gy 26,0 £ 0,9 cm; en el dia 42: 328 + 38 g y 26,5 + 0,9 cm), mantenidos bajo 12:12 h de luz:oscuridad,
alimentados con 2 comidas al dia (09:30 am y 15:30 pm) al 0,9% del peso corporal se mantuvieron a 20,0 + 0,4°C
durante 6 semanas. Se configuraron dos grupos, con 2 réplicas de tanque por grupo, de 6 peces por tanque de 140 |
cada uno. Los peces del grupo CTR se dejaron inalterados. El grupo ESTRES se estresé una vez al dia; el tipo, la
duracién y la sincronizacion de los factores de estrés se aplicaron aleatoriamente e incluian: captura (15 - 60 min),
exposicioén al aire (1 - 3 min), caida de temperatura (hasta 5°C), persecucion (hasta 10 min) y confinamiento (en un
cubo con un nivel de agua bajo). Durante todo el experimento, no se observaron indicaciones de salud y
comportamiento afectados. Tras 42 dias se anestesiaron los peces en 2-fenoxi-etanol (0,1% v/v) y se sacrificaron, se
tomd sangre de los vasos caudales y se recogieron escamas (escamas ontogenetlcas y las regeneradas alos 21
dias). Se analizé el plasma para determinar el cortisol, la glucosa el calcio total”’ y la osmolalidad’. Se tomaron
muestras de escamas de una fila estandarizada dorsalmente con respecto alalinea lateral y se anallzaron usando
cromatografia de liquidos de resolucion ultraalta-espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS)

Resultados
Control del fundamento y la ejecucion de la configuracion experimental

Durante un ensayo de 6 semanas, comparamos tilapias inalteradas (CTR) y estresadas diariamente (ESTRES). E
todos los tratamientos la racion de alimento proporcionada se consumié en el plazo de 5 minutos, todos los peces
permanecieron clinicamente sanos tal como se indica mediante el factor de condiciéon” y no se observo mortalidad.
Se mantuvo una calidad adecuada del agua mediante monitorizacion diaria (pH, temperatura, oxigeno disuelto) o
semanal (nitrito, nitrato, amonio). Puede excluirse una contribucién de los glucocorticoides portados por el agua,
como resultado de la fuga desde el alimento, a los efectos observados. El analisis del cortisol, sus precursores y
metabolitos mediante UPLC-MS/MS desarrollado y validado internamente revel6 que las concentraciones de cortisol
elevadas en agua volvian al nivel de referencia en el plazo de 2,5 h tras la alimentacion.

Se analizaron cuatro parametros sanguineos usados comunmente como indicadores de estrés (Figura 11). E
cortisol en plasma se habia elevado en el grupo ESTRES (ESTRES frente a CTR: P=0,0014), lo que indica la
idoneidad del uUltimo para la evaluacion del estrés agudo. El parametro de estrés secundario glucosa en plasma, que
refleja las acciones de glucocorticoides predichas (gluconeogénesis), habia aumentado en ESTRES (ESTRES frente
a CTR: P=0,0006) y diferia significativamente. El calcio total en plasma y la osmolalidad no se vieron afectados, lo
que indica que los tratamientos no superaban la resiliencia de los peces y no provocaban sufrimiento. Concluimos
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que (i) el tratamiento ESTRES provocaba las acciones de glucocorticoides pretendidas ya que en plasma de peces
ESTRES se observaron signos de activacion del eje HPI; y (ii) los parametros en plasma son malos factores de
prediccion para el estrés crénico ya que no reflejan mas que una instantanea de la respuesta al estrés en un
momento dado.

Cortisol en escamas ontogenéticas de peces como biomarcador para el estrés crénico

Se analizaron de cinco (dia 21) a seis (dia 42) escamas para el cortisol con un método de UPLC-MS/MS validado
(segun los requisitos de la Decision de la Comision n.° 2002/657/CE (CE, 2002) en un entorno regulado segun la
norma NBN EN ISO/IEC 17025 (EN ISO/IEC, 2005).

En el dia 21 todos los peces CTR y ESTRES mostraron valores de cortisol en escama por debajo del limite de
decision (CCa), mientras que en el dia 42 los niveles de peces ESTRES estaban en su mayor parte por encima de
CCa (Figura 12).

Tras comparar los tratamientos, en el dia 21 se encontré una acumulacién casi significativa para los peces ESTRES
(ESTRES frente a CTR: P=0,0590); en el dia 42 se encontrd una acumulacién casi significativa para los peces
ESTRES (ESTRES frente a CTR: P=0,0515). Cuando se compara dentro de los tratamientos desde 21 hasta 42
dias, se encontré un aumento no significativo en el cortisol en escama en CTR (P=0,3962), mientras que se encontrd
un aumento significativo en el cortisol en escama en peces ESTRES (P=0,0020). Estos hallazgos estan en linea con
la incorporacion y acumulacion predichas de cortisol en escamas a lo largo del tiempo y validan adicionalmente el
contenido de cortisol en escama como biomarcador para el estrés crénico. En linea con el efecto predicho en el
grupo control, no encontramos incorporacion significativa de cortisol en escamas de peces CTR (CTR21 frente a
CTR42: P=0,0770. Por otro lado, estresar fisicamente a los peces potencidé los niveles de cortisol en escama
(ESTRES21 frente a ESTRES42: P<0,0001).

En resumen, los resultados para cortisol en escamas ontogenéticas confirmaron nuestros hallazgos iniciales en
carpas, que el cortisol en escamas refleja el nivel de estrés experimentado por los peces a lo largo del tiempo.
Proponemos la cuantificacion de cortisol en la escama de regeneracion como herramienta adicional para la
cuantificacion del estrés cronico.

Junto a las escamas ontogenéticas, el cortisol también se acumula en escamas de regeneracion

Se determinaron concentraciones de cortisol en 5 escamas regeneradas por pez 21 dias tras la retirada de la
escama ontogenética (Figura 13).

Se observé un aumento significativo en la regeneracion de cortisol en escama en peces ESTRES (ESTRES frente a
CTR: P=0,0105). El alto nivel en plasma de cortisol en peces ESTRES en el momento del muestreo de escamas de
regeneracion y ontogenéticas en el dia 42 se correlaciona con un alto contenido de cortisol en escama, y esto
confirma nuestra hipotesis de que el cortisol libre se incorpora en escamas. Este hallazgo esta en linea con la
incorporacion y acumulacion predichas de cortisol en escamas a lo largo del tiempo con mayores niveles de cortisol
en plasma disponibles, reconfirmando de esta manera nuestros hallazgos en escamas ontogenéticas. Los resultados
para las escamas de regeneracion corroboran los resultados para escamas ontogenéticas asi como nuestros
hallazgos previos en carpas y por tanto confirman que el cortisol en escamas refleja el nivel de estrés experimentado
por los peces en el tiempo.

El ensayo de cortisol en plasma asi como en matrices alternativas tales como heces, secrecion mucosa y agua no
es adecuado para la evaluacion del estrés créonico. Mostramos que el contenido de cortisol en escama es altamente
adecuado para la cuantificacién de estrés crénico en peces, esta nocién convirtié el cortisol en escama en un
biomarcador innovador y que va mas alla del estado de la técnica con un alto potencial de impacto en la ciencia y las
industrias relacionadas con los peces (por ejemplo estudios de fisiologia, toxicologia, inmunologia, comportamiento,
etc.). Los hallazgos presentados para carpas y para tilapias son aplicables para todos los peces con escamas
elasmoideas (por ejemplo carpas). En un sentido mas amplio, las escamas placoideas (por ejemplo tiburon) y
ganoideas (por ejemplo esturion) son adecuadas asi como expanden el uso de este biomarcador a otras especies
de actinopterigios e incluso de condrictios. Finalmente, esta nueva herramienta para la monitorizacién del estrés
cronico tiene un enorme potencial de valorizacion para adoptarse en un amplio rango de entornos gubernamentales,
académicos e industriales tales como la toma de decisiones en la acuicultura respetuosa con los animales (por
ejemplo la optimizacion a base de animales de sistemas de acuicultura con recirculacién y la mejora de la calidad de
los productos), monitorizando las reservas de peces silvestres (por ejemplo dinamica de poblacion basada en la
ecologia), el bienestar de los peces en acuarios publicos y en ensayos con animales. El desarrollo de un ensayo
viable econémicamente, logisticamente y ampliamente aplicable para un analisis in situ para el cortisol en escamas
de peces esta garantizado.

Ejemplo 5: Cuantificaciéon de los niveles de glucocorticoides en escamas de salmén

Método y materiales (véase el ejemplo 1)
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Configuracion experimental

Se analizaron de manera ciega doce muestras de salmén Chinook (pre-estrés y estresado (1 h de confinamiento))
para determinar los glucocorticoides en escamas en el marco de una colaboracion prolongada con los EE. UU. en
relacion con el estrés cronico en salmon.

Resultados
Numero de | Muestra | Etiqueta pit | Peso |Sexo | 20-Dihidrocortisona Cortisona Cortisol

vial n.° n.° (9 (ng/g) (ng/g) (ng/g)
1 84 557 3875 M 8,924 20,861 98,174
2 85 sin etiqueta | 4033 M 7,966 17,943 90,571
3 86 5293 2959 F 6,127 6,962 79,419
4 87 3224 6315 F 35,222 61,273 92,681
5 88 2510 3025 M 5,245 17,122 50,102
6 89 6820 5497 F 28,107 17,395 17,419
7 90 6484 3649 F 22,551 35,553 39,817
8 91 2109 4113 F 37,607 34,286 39,463
9 92 3485 4496 M 16,917 1,335
10 93 9611 4330 F 0,030 6,110 3,819
11 95 6334 4332 F 22,156 41,773 31,732
12 94 3464 5409 F 1,080 25,291 26,499

Ejemplo 6: Cuantificacion de los niveles de glucocorticoides en escamas de pargo y lubina

Método y materiales (véase el ejemplo 1)

Configuracion experimental

La influencia del acondicionamiento de peces (dia uno frente a dia 3) se sometié a prueba con lubina (Dicentrarchus
labrax) y pargo (Pagrus pagrus).

Resultados
Lubina
Por tratamiento Global Global
Variable
sin flash con flash TODOS |TODOS
Tipo Dia Matriz/Parametro Estimacion El"ror Estimacion El"ror Diferencia P
estandar estandar
1 |Sexo
1 |Longitud 25,67 0,65 25,78 0,65 0,11670 | 0,8999
1 |Peso 178,62 16,85 186,25 16,85 7,63670 | 0,7516
META 1 |BCS 1,04 0,04 1,04 0,04 -0,00715 | 0,8951
DATOS 3 ISexo
3 |Longitud 26,33 0,61 26,25 0,61 -0,075 0,9319
3 |Peso 191,78 13,86 193,44 13,86 1,65830 | 0,9333
3 |BCS 1,03 0,02 1,05 0,02 0,01574 | 0,6597
1 |PL Cortisol 211,11 66,06 88,46 66,06 -122,66 | 0,2103
PLASMA
3 |PL Cortisol 151,55 49,19 223,84 47,10 72,28570 | 0,3006
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1 |OG  Cantidad  de| ., 0,00 0,04 0,00 -0,00368 | 0,2789
escama
1 | OG Peso por escama 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,00013 | 0,5434
3 |OG  Cantidad  de} ., 0,00 0,05 0,00 0,00620 | 0,1439
escama
3 |OG Peso por escama 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00002 | 0,8984
1 |OG  Cortisol  por} s 0,01 0,06 0,01 -0,00348 | 0,8451
escama
ESCAMA -
Sa | 1 |OC Cortisona por| g o3 0,01 0,04 0,01 | 000171 | 0,8114
escama
1 |OC U de Reichsteinpor| 54 0,00 0,04 0,00 | -0,00409 | 03737
escama
3 |G  Cortisol  por|f 5, 0,00 0,02 0,00 -0,01601 | 0,0050
escama
3 |OG Cortisona  por| s 0,00 0,02 0,00 -0,00678 | 0,2305
escama
3 |OC U de Reichsteinpor| ; 5 0,00 0,02 0,00 -0,00638 | 0,2573
escama
Pargo
Por tratamiento Global Global
Variable
sin flash con flash TODOS |TODOS
Tipo Dia Matriz/Parametro Estimacion El"ror Estimacion El"ror Diferencia P
estandar estandar
1 |Sexo
1 |Longitud 23,04 0,25 23,21 0,25 0,16670 | 0,6455
1 |Peso 208,65 8,08 210,16 8,08 1,50750 | 0,8962
META | 1 [BCS 1,70 0,04 1,68 0,04 -0,02420 | 0,6640
DATOS [ 3 lSexo
3 |Longitud 22,75 0,45 23,75 0,45 1,00000 | 0,1301
3 |Peso 210,71 11,36 227,45 11,36 | 16,73580 | 0,3089
3 |BCS 1,82 0,09 1,68 0,09 -0,1346 | 0,3052
1 |PL Cortisol 148,07 34,38 34,43 3438 |-113,6300 | 0,0289
PLASMA
3 | PL Cortisol 114,05 30,44 100,44 30,44 | -13,6037 | 0,7550
1 |OG  Cantidad  de| 5 0,00 0,03 0,00 0,00253 | 04644
escama
1 | OG Peso por escama 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00006 | 0,5232
3 |OC Cantidad  de] 4 0,00 0,03 0,00 0,00093 | 07586
escama
3 |OG Peso por escama 0,00 0,00 0,00 0,00 -0,00015 | 0,1199
ESCAMA -
oG 1 |96 Cortisol - por} g3 0,01 0,03 0,01 -0,00178 | 0,8070
escama
1 |9G  Cortisona  por] oy 0,01 0,05 0,01 0,01826 | 0,2297
escama
1 |OC U de Reichstein por] ; o5 0,01 0,04 0,01 0,01630 | 0,0441
escama
3 |OG  Cortisol  por| 0,00 0,02 0,00 0,00710 | 0,2944
escama
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3 [OG  Cortisona  por 0,08 0,02 0,04 0,02 0,04097 | 0,1581
escama

3 OG U de Reichstein por 0,04 0,00 0,03 0,00 -0,00913 | 0,0967
escama
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REIVINDICACIONES
1.- Un método in vitro para cuantificar el nivel de estrés crénico en un pez que comprende:
- obtener al menos una escama de dicho pez,
- extraer glucocorticoides de dicha escama,
- purificar los glucocorticoides extraidos de dicha escama,
- cuantificar dichos glucocorticoides purificados, y
- correlacionar dichos glucocorticoides cuantificados con un nivel de estrés cronico.

2.- Un método segun la reivindicacion 1, los glucocorticoides son cortisol, corticosterona, 17a-hidroxiprogesterona,
11-desoxicortisol, 11-desoxicorticosterona, cortisona, 20-dihidrocortisona, tetrahidrocortisol y/o tetrahidrocortisona.

3.- Un método segun las reivindicaciones 1-2, en el que dicho pez pertenece a la infraclase de Teleostei.

4.- Un método segun las reivindicaciones 1-3, en el que dicho obtener al menos una escama de dicho pez es
obtener entre 40 y 80 escamas de dicho pez.

5.- Un método segun las reivindicaciones 1-4, en el que dicho extraer glucocorticoides se lleva a cabo afiadiendo
metanol como disolvente de extraccion.

6.- Un método segun la reivindicacion 5, en el que dicha extraccion con metanol va seguida de una extraccion en
fase sdlida.

7.- Un método segun las reivindicaciones 1-6, en el que dicho cuantificar los glucocorticoides extraidos se lleva a
cabo mediante cromatografia de liquidos acoplada con espectrometria de masas en tandem, cromatografia de
liquidos de alta resolucion acoplada con deteccion ultravioleta, de red de diodos o de fluorescencia, cromatografia
de gases, un radioinmunoensayo, un inmunoensayo enzimatico o una técnica basada en sensor.

8.- Un método segun la reivindicacion 7, en el que dicha cromatografia de liquidos acoplada con espectrometria de
masas en tandem es espectrometria de masas en tandem de liquidos de resolucion ultraalta.

9.- Un método segun la reivindicacion 7, en el que dicho inmunoensayo es un radioinmunoensayo o un
inmunoensayo enzimatico.

10.- Uso de escamas de peces tomadas como muestra de un pez para cuantificar el nivel de estrés crénico de dicho
pez cuantificando los glucocorticoides en dicha escama de pez.

11.- Uso segun la reivindicacion 10, en el que dicha cuantificacion se lleva a cabo mediante un método segun las
reivindicaciones 1-9.

12.- Uso de una espina, un radio de aleta o un otolito tomado como muestra de un pez para cuantificar el nivel de
estrés crénico de dicho pez cuantificando los glucocorticoides en dicha espina, radio de aleta u otolito.

13.- Un método in vitro para cuantificar el nivel de estrés crénico en un pez que comprende:
- obtener al menos una espina, radio de aleta u otolito de dicho pez,

- extraer glucocorticoides de dicha espina, radio de aleta u otolito,

- purificar los glucocorticoides extraidos de dicha espina, radio de aleta u otolito,

- cuantificar dichos glucocorticoides purificados, y

- correlacionar dichos glucocorticoides cuantificados con un nivel de estrés cronico.
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