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RESUM 
Els cavalls s’han utilitzat per a diverses finalitats al llarg de la història. Aquest fet, i motivat per un 
increment d’interès substancial per part de la societat en el benestar dels animals, ha propiciat en els 
últims anys l’estudi i caracterització de la resposta d’estrès que es genera en els animals destinats a 
participar  en activitats recreatives. Des d’almenys el s. XIV a Menorca, cada estiu, se celebren les festes 
en honor als patrons dels pobles que conformen l’Illa, on el cavall n’és el protagonista principal. Durant 
les festes patronals els cavalls es poden exposar a una sèrie de factors que poden ser potencialment 
estressants. Conèixer quin és l’efecte d’aquesta exposició és una primera aproximació per determinar el 
grau d’impacte a nivell fisiològic que tenen les celebracions en els cavalls que hi participen. En el primer 
estudi de la present tesi doctoral es van mesurar les variacions estacionals de cortisol, testosterona i 
sulfat de deshidroepiandrosterona (DHEA-S) i les seves ràtios en pèl al llarg d’un any com a mesura 
retrospectiva de l’activitat dels eixos hipotalàmic-hipofisiari-adrenal i gonadal. Els resultats d’aquest 
estudi van mostrar un efecte estacional per totes les hormones avaluades i també per les seves ràtios. A 
diferència de l’observat en les concentracions de testosterona i DHEA-S, les concentracions de cortisol 
van mostrar un increment progressiu des de l’hivern fins a l’estiu. El segon estudi es va realitzar amb la 
finalitat d’estimar la resposta d’estrès a través de l’anàlisi del cortisol salival, plasmàtic, i un estudi 
hematològic complet durant una sessió d’entrenament estàndard per participar en les festes patronals 
de l’illa. Els resultats obtinguts van mostrar com les concentracions de cortisol salival i plasmàtic 
incrementaven significativament després d’una hora d’entrenament en comparació als nivells obtinguts 
previs a la sessió. Paral·lelament es va reportar el retorn de les concentracions de cortisol als seus nivells 
basals més ràpidament en saliva en comparació amb el plasma. Aquesta troballa suggereix l'ús de la 
saliva com una millor matriu per a monitorar el retorn als nivells de cortisol basal en cavalls exposats a 
un exercici. El tercer estudi tenia l’objectiu d’estimar la resposta d’estrès mitjançant l’anàlisi del cortisol 
salival en cavalls durant la celebració de les festes patronals de Maó (Menorca, Espanya). Per primera 
vegada, aquest estudi descrivia la resposta d’estrès generada per la participació dels animals en els actes. 
Els resultats van mostrar com les concentracions de cortisol salival augmentaven progressivament, 
assolint les concentracions màximes el segon dia de les celebracions, i tornant als valors basals l'endemà 
dels actes, suggerint les celebracions com un estressor agut i transitori. En quart lloc, es va dissenyar, 
adaptar i establir l’aplicació  d’un protocol d’avaluació del benestar dels cavalls participats en les festes 
patronals de Menorca. Pel disseny del protocol es va realitzar una adaptació dels protocols prèviament 
validats per l’avaluació del benestar de cavalls utilitzats per activitats recreatives i esportives i que tractés 
de garantir un enfocament holístic que comprengués les diferents dimensions del benestar animal. En 
el protocol proposat es van incloure 4 principis, 8 criteris i 16 indicadors basats en l’animal i l’ambient. 
En conclusió, la present tesi doctoral ofereix una base experimental per avaluar de forma objectiva la 
resposta d’estrès i el benestar de cavalls destinats a participar en activitats culturals i tradicionals. 
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RESUMEN 
Los caballos han sido utilizados para diversos fines a lo largo de la historia. Este hecho y motivado por 
un incremento de interés substancial por parte de la sociedad en el bienestar animal, ha propiciado en 
los últimos años el estudio y caracterización de la respuesta de estrés que se genera en animales 
destinados a participar en actividades recreativas. Desde por lo menos el S. XIV en Menorca, cada 
verano se celebran las fiestas patronales en honor a los patrones de los pueblos que conforman la Isla, 
en donde el caballo es el protagonista principal. Durante las fiestas patronales, los caballos pueden ser 
expuestos a una serie de factores que pueden ser potencialmente estresantes. Conocer cuál es el efecto 
de esta exposición es una primera aproximación para determinar el impacto a nivel fisiológico que 
tienen las celebraciones en los caballos que participan. En el primer capítulo de la presente tesis doctoral 
se midieron las variaciones estacionales de cortisol, testosterona y sulfato de dehidroepiandrosterona 
(DHEA-S) y sus ratios en pelo a lo largo de un año como medida retrospectiva de la actividad de los 
ejes hipotalámico-hipofisario-adrenal y gonadal. Los resultados de este estudio mostraron un efecto 
estacional en todas las hormonas evaluadas, así como también en sus ratios. A diferencia de lo 
observado en las concentraciones de testosterona y DHEA-S, las concentraciones de cortisol 
mostraron un incremento progresivo desde invierno hasta verano. El segundo estudio se realizó con el 
fin de estimar la respuesta fisiológica de estrés mediante la cuantificación del cortisol salival y 
plasmático, y las variaciones en la biometría hemática en caballos durante una sesión de entrenamiento 
estándar para participar en las fiestas patronales de Menorca. Los resultados obtenidos mostraron como 
las concentraciones de cortisol salival y plasmático incrementaban significativamente después de una 
hora de entrenamiento en comparación a los niveles previos al mismo. Paralelamente se reportó el 
retorno de las concentraciones de cortisol a sus niveles basales más rápidamente en saliva en 
comparación con el plasma. Este hallazgo sugiere el uso de la saliva como una mejor matriz para 
monitorizar el retorno a los niveles de cortisol basal en caballos expuestos a un ejercicio. El tercer 
estudio tenía el objetivo de estimar la respuesta fisiológica de estrés mediante la medida del cortisol 
salival en caballos durante la celebración de las fiestas patronales de Maó (Menorca, España). Por 
primera vez, este estudio describía la respuesta de estrés generada por la participación de los animales 
en los actos. Los resultados nos mostraron como las concentraciones de cortisol salival aumentaron 
progresivamente, obteniendo las concentraciones máximas en el segundo día de las celebraciones, y 
volviendo a los valores basales al día siguiente a los actos, postulando así las celebraciones como un 
estresor agudo y transitorio. En cuarto lugar, se diseñó, adaptó y estableció la aplicación de un protocolo 
de evaluación del bienestar de los caballos participantes en las fiestas patronales de Menorca. Para el 
diseño del protocolo se realizó una adaptación de los protocolos previamente validados para la 
evaluación del bienestar de caballos utilizados para fines recreativos y deportivos para garantizar un 
enfoque holístico que comprendiera las diferentes dimensiones del bienestar animal. En el protocolo 
propuesto se incluyeron 4 principios, 8 criterios y 16 indicadores basados en el animal y en el ambiente. 
En conclusión, la presente tesis doctoral ofrece una base experimental para evaluar de forma objetiva 
la respuesta de estrés y el bienestar de caballos destinados a participar en actividades culturales y 
tradicionales. 
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SUMMARY 
Historically horses have been used for different tasks and purposes, including recreational 
activities. In a more animal welfare-conscious society, the use of horses for human-related 
purposes has motivated the study and characterization of their stress response. Since the XIVth 
century, horses have been the main character in Menorca’s patronal festivals. In these traditional 
festivals, horses may be exposed to potentially stressful factors. Studying the effect of this exposure 
is a first approach to determine the physiological impact of the celebrations on the participant 
horses. In the first study of the present thesis, cortisol, testosterone, and dehydroepiandrosterone 
sulfate (DHEA-S) seasonal variations and their ratios were assessed as a retrospective measure of 
the hypothalamic-hypophysis-adrenal and gonadal axis activity. Results showed a seasonal effect 
on all the evaluated hormones and their ratios. Contrary to testosterone and DHEA-S, cortisol 
concentrations increased progressively from winter to summer. The second study was performed 
to evaluate the stress response by measuring saliva and serum cortisol and the variations of the 
complete blood count during a training session for the festivals. Results showed a significant 
increase in salivary and plasma cortisol levels after an hour of training compared to the baseline 
levels. Salivary cortisol concentrations returned faster to baseline than serum, suggesting this as a 
better return-to-baseline cortisol measurement matrix in exercised horses. The objective of the 
third study was to evaluate the physiological stress response by measuring the salivary cortisol 
levels on patronal festivals in Maó (Menorca, Spain). Results showed how salivary cortisol levels 
raised to a maximum peak on the festival’s second day and decreased to baseline levels within the 
day after the end of the festival. This finding suggests that festivals generated an acute and 
transitory stress response. Lastly, an animal welfare protocol was designed, adapted, and 
implemented for participating horses in the Menorca patronal festivals. Previous welfare validated 
protocols were used as a model for the design to ensure a more holistic and complete approach 
to animal welfare. The designed protocol included 4 principles, 8 criteria, and 16 indicators based 
on “animal-based” and “resource-based” indicators. Overall, the present thesis offers an 
experimental basis to objectively assess the stress response and welfare of horses used in cultural 
and traditional activities.   
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El cavall és un atleta extraordinari amb una alta capacitat de resistència adquirida i desenvolupada 

com a resultat de la seva evolució [1]. La domesticació i posterior millora d’aquesta espècie 

mitjançant la cria selectiva ha potenciat aquestes característiques permetent així la seva adaptació 

a una gran varietat d’usos segons les seves aptituds [1,2]. Així, l’ús del cavall ha evolucionat al llarg 

de la història i ho ha fet en paral·lel als avenços tecnològics i canvis socials [2]. De ser mitjans de 

transport, animals de guerra i eines de treball, els cavalls han passat, en les últimes dècades, a 

utilitzar-se en la seva majoria per activitats recreatives i esportives [3]. En alguns llocs, però, els 

cavalls es segueixen utilitzant amb finalitats tradicionals com és el cas de l’Illa de Menorca (Illes 

Balears, Espanya).  Des d’almenys el S.XIV a Menorca, cada estiu, es celebren les festes en honor 

als patrons dels pobles que conformen l’Illa, on el cavall n’és el protagonista principal [4]. En els 

últims anys l’interès de la societat en el benestar animal, entès com un terme dinàmic, 

multidisciplinari i d’interès públic, ha incrementat substancialment [5,6], i les festes patronals de 

Menorca no han defugit de l’evolució i conscienciació social en la matèria. Per aquest motiu l’estudi 

del benestar animal, des de totes les seves vessants, en els cavalls participants en les festes patronals 

de Menorca ha esdevingut un tema transcendental pel manteniment i millora de les celebracions.  

Durant les festes patronals els cavalls poden ser exposats a una sèrie de factors potencialment 

estressants. Conèixer quin és l’efecte d’aquesta exposició és una primera aproximació per 

determinar el grau d’impacte a nivell fisiològic que tenen les celebracions en els cavalls que hi 

participen [7–9]. L’estrès, entès d’es d’un punt de vista fisiològic com una reacció de l’organisme 

per mantenir el seu equilibri [10,11], es pot mesurar mitjançant diversos indicadors [8]. Quan un 

animal percep una amenaça, entre d’altres,  el seu organisme desencadena una resposta fisiològica 

que culmina amb l’alliberament de glucocorticoides, unes hormones que tenen la funció principal 

de restablir el desequilibri generat en l’organisme després de la percepció d’un estressor [12,13]. 

Així doncs, el cortisol, el glucocorticoide principal en la majoria de mamífers, s’ha utilitzat 

àmpliament com un indicador de la resposta fisiològica a l’estrès [14,15].  El cortisol es pot mesurar 

en diverses matrius, i la més comunament utilitzada ha sigut la sang [15]. En les últimes dècades, 

però, la recerca de noves matrius per mesurar les concentracions hormonals de forma no invasiva 

ha anat guanyant terreny. En conseqüència, la determinació hormonal amb la seva corresponent 

validació en matrius com la saliva, el pèl, les femtes o la orina, ha esdevingut una important àrea 

d’estudi de la fisiologia de l’estrès [14–16]. En menor proporció també s’han utilitzat altres 

hormones esteroidals com a potencials indicadors d’estrès incloent la testosterona o el sulfat de 

deshidroepiandrosterona [17–19]. Tal i com s’ha exposat anteriorment, de les diverses 

aproximacions a l’estudi de la resposta d’estrès en cavalls, els indicadors fisiològics  i més 
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concretament les hormones esteroidals han sigut uns dels indicadors més utilitzats en equitació en 

els últims temps. No obstant això, la caracterització fisiològica de la resposta d’estrès dels cavalls 

participants en les festes patronals de Menorca resta per ser explorada. Per altra banda, avaluar el 

grau de benestar dels cavalls durant les celebracions, i corregir aquells aspectes deficitaris en la 

matèria, és un factor indispensable per la millora i adaptació de les celebracions a les demandes 

actuals de la societat. Els protocols permeten desenvolupar eines per l’avaluació del benestar dels 

individus implicats d’una manera objectiva i des d’un punt de vista científic i pràctic [20]. Per 

aquest motiu, el disseny i aplicació d’un protocol d’avaluació del benestar animal dissenyat i aplicat 

específicament a les celebracions permetria la determinació del benestar dels animals participants 

de forma objectiva i pràctica.  

En conseqüència, la present tesi doctoral s’ha realitzat amb els objectius de (1) caracteritzar les 

variacions estacionals de cortisol, testosterona i sulfat de deshidroepiandrosterona i les seves ràtios 

en pèl al llarg d’un any com a mesura retrospectiva de l’activitat dels eixos hipotalàmic-hipofisiari-

adrenal i gonadal, (2) caracteritzar la resposta d’estrès a través de l’anàlisi del cortisol salival, 

plasmàtic, i un estudi hematològic complet en cavalls durant una sessió d’entrenament estàndard 

per participar en les festes patronals de Menorca, (3) caracteritzar la resposta d’estrès mitjançant 

l’anàlisi del cortisol salival en cavalls durant la celebració de les festes patronals de Maó, i (4) 

dissenyar, descriure i adaptar l’aplicació d’un protocol que permeti l’avaluació del benestar dels 

cavalls participants en les festes patronals de Menorca de forma objectiva i pràctica. Els objectius 

exposats prèviament es veuen plasmats en els Capítols I, II, III, i IV de la present tesi doctoral.  
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LES FESTES PATRONALS DE MENORCA 
Es coneixen com a festes patronals de Menorca el conjunt d’activitats lúdiques, religioses, 

esportives i tradicionals que se celebren al llarg de l’estiu a cada un dels pobles que conformen l’illa 

de Menorca [1]. Una de les activitats principals de les celebracions és la protagonitzada pels cavalls 

i els seus genets que participen en els actes protocol·laris i religiosos que les caracteritza. Els actes 

cavallerescos comencen els dies 23 i 24 de juny a Ciutadella amb la celebració de Sant Joan i acaben 

al setembre a Es Mercadal amb la celebració de Sant Nicolau. Entre mig d’aquestes dates es 

celebren la resta de festes patronals corresponents a cada un dels pobles de Menorca. Tot i les 

particularitats que tenen cada una de les celebracions, totes elles, en els últims anys, han patit un 

cert grau d’uniformització. Aquest fet ens permet identificar una sèrie d’elements comuns i que 

desenvoluparem al llarg d’aquest apartat. 

ORIGENS  
Després del llarg període de dominació almohade sota el califat de Còrdova, Menorca va ser 

conquerida i annexada a la corona catalanoaragonesa el gener de 1287 [2]. La conquesta de 

Menorca per part de les tropes catalanoaragoneses va portar una transició cap a un model 

socioeconòmic i polític feudal. Posteriorment, el 1295 Menorca va ser incorporada a la corona del 

regne de Mallorca on Jaume II n’era el Rei. La pertinença a aquest nou sistema polític va suposar 

un canvi radical per la societat menorquina. És aquest fet que, possiblement, explica l’interès pels 

actes i jocs cavallerescos àmpliament estesos per Europa i que fins al moment eren “desconeguts” 

per la societat menorquina. L’agost de 1301 el rei Jaume II de Mallorca va atorgar a Menorca la 

Carta de poblament on s’indicava l’ordenament juridicopolític i social de l’illa [2]. El mes de març 

d’aquell mateix any també es va concedir el Pariatge, un conveni entre les autoritats eclesiàstiques 

de l’Illa i el poder reial que atorgava el dret a l’església de requisar una part dels productes cultivats 

pels pagesos [2]. Durant un llarg període de temps Menorca es va organitzar sociopoliticament en 

Universitats [3], actualment municipis. Íntimament relacionat era la divisió eclesiàstica que es va 

implementar a Menorca durant l’època i que va resultar en la construcció de set parròquies en les 

quals posteriorment es van consolidar els nuclis urbans de l’Illa [3]. Aquesta estreta relació de 

poder entre l’església i el poder reial va romandre gairebé intacte fins a les revolucions liberals del 

S. XX [4]. Els treballadors d’ofici crearen els gremis, conjunts de treballadors d’un mateix ofici que 

s’ajuntaven per establir una sèrie de normes que regien la seva feina. En paral·lel, les universitats 

anomenaven les obreries, agrupacions de persones del poble, principalment membres dels gremis 

i representants dels diferents estaments socials de l’època, que eren les encarregades de gestionar, 
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en definitiva, les parròquies del poble [5]. És a partir d’aquest moment quan comença a aparèixer 

el mot caixer, vigent fins a l’actualitat, tot i que en el seu origen els caixers eren les persones 

encarregades de l’administració econòmica, benestar de la parròquia i també eren les encarregades 

d’anar recol·lectant diners, muntats en cavalls, per tot el poble, per invertir-los en el manteniment 

eclesiàstic i en les celebracions del seu patró.  Posteriorment a la recol·lecció de diners s’iniciava 

una peregrinació fins a la parròquia per venerar el Patró i un cop oficiat l’acte religiós s’oferia un 

refrigeri amb beguda i menjar pels assistents. És la conjunció de tots aquests factors, tot i no saber-

se del cert a causa de la pèrdua de l’Arxiu de la Universitat General de Menorca durant el saqueig 

de l’armada turca el 1558 [6],  que s’estableix com un dels possibles orígens de les celebracions 

actuals a Menorca. Un dels documents escrits més antics i dels quals es té constància és el 

nomenament de la junta de caixers de Sant Joan a Ciutadella el 5 de juliol de l’any 1611 [7]  i que 

es troba a l’Arxiu Històric Municipal de Ciutadella (Llibre de Determinacions. Tom V. 1600-1614, 

Fol 363). Aquest document, a més, és la primera constància escrita del nomenament del caixer 

Fadrí. Tal com s’ha indicat abans, les festes patronals celebrades a cada poble durant tot l’estiu 

tenen una línia comuna basada en els fonaments originaris de les celebracions. 

CAVALLS, CAIXERS I CAVALLERS  

CAVALLS  
Els cavalls són els protagonistes principals de les festes patronals de Menorca i la majoria dels 

cavalls que hi participen són cavalls de Pura Raça Menorquina (Imatge 2). En els últims anys també 

hi solen participar cavalls de races diferents [8]. L’evolució de la societat i els avenços tecnològics 

han fet que actualment la majoria dels cavalls que participen en les festes patronals siguin entrenats 

durant tot l’any per aquests actes a diferència del que passava antigament on els cavalls eren 

destinats a les feines del camp i ocasionalment s’utilitzaven per a la colcada [8]. Des de l’any 1988 

la raça és promoguda per l’Associació de Criadors i Propietaris de Cavalls de Raça Menorquina, 

creada per difondre i mantenir les característiques del cavall menorquí i reconeguda com a tal per 

la Jefatura de Cria Caballar del Ministeri de Defensa espanyol [9,10]. Actualment, el cavall de raça 

menorquina està classificat pel Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentació del Govern d’Espanya 

com una raça autòctona en perill d’extinció. El cens actual supera els 3000 individus [9]. La majoria 

de cavalls de raça menorquina es troben principalment localitzats a l’illa de Menorca tot i que des 

de fa més de deu anys va començar la seva expansió pel territori peninsular i diferents països 

d’Europa [9].  
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Els cavalls de raça menorquina són considerats morfològicament exemplars eumètrics amb el 

perfil subconvexe o recte i mediolinis de conformació forta i resistent. Els mascles són menys 

estilitzats que les femelles, les quals tenen el coll més fi i allargat i la gropa més quadrada (Imatge 

1). L'alçada a la creu mínima acceptada en els mascles és d’1,54 metres i 1,51 metres en les femelles. 

Són de capa negra uniforme amb totes les seves varietats. Són admeses petites marques blanques 

al cap (estel) i extremitats (principi de calçat i calçats baixos) amb criteris d'eliminació com a 

reproductors si són massa extenses. És una raça criada principalment per la participació en les 

festes patronals dels diferents pobles de Menorca on desenvolupen el seu paper sociocultural. Cal 

destacar, també, la seva utilització en espectacles per la qualitat dels moviments que realitza. A 

nivell mediambiental les eugues i els poltres es mantenen en un sistema semi extensiu que aprofita 

els recursos disponibles en el medi ajudant així al manteniment de l’ecosistema. Pel que fa als 

mascles, el sistema és d’estabulació continuada en la majoria dels casos [9,10].   

 
Imatge 1. Cavall de Raça Menorquina. A la imatge esquerra s’observa una euga i a la dreta un semental. 
Font: Ministeri d’Agricultura, Pesca i Alimentació; Govern d’Espanya [9,10]. 

CAIXERS I CAVALLERS  
La junta de caixers és el nom que reben el conjunt de cavallers que s’encarreguen de presidir i 

dirigir els actes cavallerescos de les festes patronals i s’escull cada dos anys [1,11]. La junta de 

caixers està formada per set càrrecs diferents i que representen a la societat estamental originària 

del moment en què es van començar a celebrar les festes patronals. A excepció de Ciutadella, on 

el màxim representant de la Junta de Caixers és el Caixer Senyor (membre d’una de les diferents 

famílies nobles de Ciutadella [12]), a la resta de municipis ho és el caixer batle, membre de 

l’ajuntament (batle o regidor) i representant del poder civil. El caixer capellà o popularment 

conegut com a “capellana” representa el poder eclesiàstic i normalment és el rector de la parròquia 

o un clergue de la Diòcesi proposat per ell mateix. El caixer casat o menestral representa els 

artesans i ha de ser casat. Dins la comitiva, va just abans de les autoritats. El caixer sobreposat o 
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fadrí té l’encàrrec de portar la bandera de les festes. Ell és el primer de la colcada després del 

fabioler. El caixer pagès és el representant de la pagesia i ha de ser un pagès del municipi i té la 

funció d’executar les decisions preses pel caixer batle. En alguns municipis existeix la figura dels 

caixers vocals, que en són dos, i que tenen la funció d’assistir al caixer casat. Finalment, trobem la 

figura del flabioler, que s’encarrega a toc de tambor i flabiol d’anunciar el pas de la colcada. Aquesta 

figura és la única que no munta a cavall sinó que ho fa a lloms d’un ruc o somera com es coneix 

popularment a Menorca. En alguns municipis el fabioler no forma part de la junta de caixers. La 

resta de participants en la colcada reben el nom de cavallers.  

ELS ACTES  
A la majoria de pobles les festes venen regides per una sèrie de normes i explicacions que es 

coneixen com a protocols [1]. Antigament, i com en molts altres aspectes, aquests es transmetien 

per la tradició oral entre les generacions de participants en la colcada. Per exemple, per les festes 

de Sant Joan (Ciutadella) es coneix que el 1843 Gabriel de Olivar Martorell va encarregar a una 

comissió l’elaboració i redacció dels protocols de la festa, però aquests no es van arribar a 

contemplar mai [13]. Pel que fa a Maó el 1985, la festa es va començar a regir pels primers protocols 

de les festes de la Mare de Déu de Gràcia escrits i oficialment aprovats, els quals s’han modificat 

al llarg dels anys fins a arribar a tenir l’última versió aprovada en l’última dècada [11].  

Els actes que es realitzen a les festes patronals segueixen un patró similar a totes les celebracions i 

es realitzen durant dos dies consecutius. Per exemple a Maó [11], a l’hora indicada el flabioler, amb 

el primer toc de flabiol, sol·licita permís al caixer batle per iniciar el replec1. Va a buscar, primer 

de tot, el caixer fadrí́ i tornen a l’Ajuntament, on es fa l’entrega de la bandera i s’hi afegeix la Junta 

de Caixers, menys la capellana i el caixer batle, per començar el replec de la resta dels integrants. 

Seguidament, la colcada (Imatge 2) recorre els carrers i places de la població, d’acord amb l’itinerari 

que prèviament han marcat conjuntament l’Ajuntament i la Junta de Caixers. A l’hora convinguda, 

la colcada es dirigeix a l’església, per participar en la celebració de les completes2. Acabades les 

completes, els  caixers i cavallers celebren la beguda3. En acabar aquesta, caixers i cavallers es 

dirigeixen cap a la celebració de l’acte més popular de les festes patronals i que es coneix com a 

 
1 Acció iniciada pel fabioler, que fa un itinerari amb la finalitat de reunir tots els membres de la colcada 
(Terminologia de les festes de Menorca, Consell Insular de Menorca). 
2 Ofici diví celebrat la vigília de la festa a l'ermita erigida en honor del patró (Terminologia de les festes de Menorca, 
Consell Insular de Menorca). 
3 Recepció que té lloc a cada jornada de les festes, a l’església o a les cases consistorials del municipi, per agrair als 
caixers i als cavallers la seva participació en la colcada (Terminologia de les festes de Menorca, Consell Insular de 
Menorca).  
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“jaleo”. Els caixers i cavallers entren a la plaça principal en grups reduïts o en parelles i fan botar 

els cavalls al compàs de la música.  

En total es realitzen tres voltes4. L’endemà, o com es coneix popularment el dia de la festa, al matí 

es repeteix el cerimonial explicat anteriorment. En aquest cas, però, no es celebren les completes 

sinó que es celebra la missa de caixers i cavallers. Un cop acabada la missa comença de nou el jaleo 

a la mateixa plaça que el dia anterior, amb una diferència principal i és que la tercera volta es coneix 

popularment com volta de les canyes, on les autoritats fan entrega als participants d’una canya 

verda amb una cullera de plata. Un cop acabada la volta de les canyes, els caixers i cavallers 

s’acomiaden de les autoritats i la junta de caixers i es dirigeixen cap a la beguda. En alguns pobles, 

com és per exemple a Maó, després d’aquests actes es realitzen les populars corregudes5. Després 

d’això es celebra el darrer toc de flabiol que clou la festa fins l’any vinent.  

 

 

Imatge 2. Colcada de les festes de la Mare de Déu de Gràcia a Maó (2018). A la imatge es pot veure el 
Flabioler i la Caixera Fadrina, darrere d’ells s’observa a la resta de caixers i cavallers. Font: Carlos Orfila.   

 
4 Cada una de les passades que fa la colcada per la plaça durant el jaleo (Terminologia de les festes de Menorca, 
Consell Insular de Menorca). 
5 Carreres de cavalls realitzades al cos del poble (Terminologia de les festes de Menorca, Consell Insular de 
Menorca). 
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ESTRÈS 
DEFINICIÓ 
Malgrat la freqüència amb què s'utilitza el terme estrès en el llenguatge quotidià, és sorprenentment 

difícil de definir i per aquest motiu són nombroses les definicions que podem trobar a la literatura 

(e.g.: [14–18]). Els fonaments de l’estudi de l’estrès, i per tant de la definició del terme, els trobem 

a les contribucions dels doctors Claude Bernard [19], Walter B. Cannon [20], i Hans Selye [21] a 

partir dels anys vint del segle passat. Hans Seley, considerat el pare modern de l’estudi de l’estrès, 

va definir el terme com "la resposta inespecífica del cos a qualsevol demanda de canvi". Després 

de gairebé un segle de les que poden ser considerades les primeres aportacions modernes a la 

ciència de l’estrès, el terme encara és discutit per la comunitat científica [22], i una de les principals 

causes d’aquesta controvèrsia és la seva dimensió multidisciplinària [23], així com la implicació 

subjectiva i emocional que comporta la seva definició [24]. Malgrat això, existeix un cert consens 

amb el que es considera el sistema d’estrès i que inclou almenys tres elements comuns: (1) 

l’estressor, (2) el sistema d’integració de l’estressor i (3) la resposta d’estrès. Per la present tesi 

doctoral definirem l’estrès com la resposta fisiològica adaptativa que un organisme genera en front 

un estressor, real o interpretat, que percep com una amenaça per la seva integritat. 

ESTRESSOR  
A la literatura sovint podem identificar un ús anàleg dels termes estímul estressant i estressor. No 

obstant això, un estímul estressant és qualsevol estímul que potencialment pot esdevenir estressor. 

Pel que fa als estressors són estímuls estressants que inicien una sèrie d’esdeveniments que 

desencadenen la resposta d’estrès [25]. S’han fet diversos estudis per tractar d’identificar quins 

estímuls són o no un estressor i suposen una implicació real per l’animal [26]. Així mateix, la 

percepció de l’estressor està relacionada amb la percepció individual i és el sistema nerviós central 

(SNC) el que atorga a un estímul estressant l’estatus d’estressor, que pot ser físic, fisiològic, 

psicològic o una combinació dels mateixos [16,18,27–29]. És important destacar que la intensitat 

de l’estímul estressant no és tan important com la percepció de l’amenaça per part del propi 

individu i que tal com hem indicat abans ve determinada per factors individuals com l’edat, el sexe, 

el temperament o les experiències passades  [16].  

SISTEMA D’INTEGRACIÓ  
L’estatus que un estímul estressant esdevingui en un estressor es produeix al SNC [30] amb la 

implicació de nombroses estructures encefàliques amb funcions sensorials, motores, 
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autonòmiques, cognitives i emocionals, i que varien en funció de la natura de l’estímul estressant 

[24,31]. Per una banda, els estressors físics activen principalment estructures relacionades amb el 

control de les funcions vitals localitzades en el tronc cerebral i l’hipotàlem. Les regions 

prosencefàliques també participen en la integració dels estressors físics així com l’àrea prelímbica, 

l’escorça prefrontal i el nucli central de l’amígdala. Per altra banda, els estressors de tipus psicològic 

es perceben en una condició anticipatòria que depèn, majoritàriament, de les estructures límbiques, 

mentre que el còrtex prefrontal és fonamental per a desenvolupar respostes adequades als canvis 

d’entorn [29,30]. Una altra estructura que destaca per la seva importància en la funció cognitiva i 

que s’activa amb la integració d’estressors tant físics com psicològics és l’hipocamp [29,30].  

RESPOSTA  
La resposta d’estrès involucra a cinc components principals relacionats amb el sistema 

neuroendocrí, la conducta i el sistema immune [25,32]. En aquest apartat ens centrarem 

especialment en el sistema neuroendocrí i que és el sistema que s’activa més ràpidament amb la 

percepció d’un estressor [32–34]. Tot i que són moltes  les hormones que han estat identificades 

com a part de la resposta d'estrès dels organismes vertebrats, tradicionalment s’ha considerat que 

dues tipologies hormonals formen els components centrals de la resposta neuroendocrina [27,32]. 

Aquestes són les catecolamines (adrenalina i noradrenalina) secretades per l’activació del sistema 

simpàtic-adrenal-medul·lar (SAM), i els glucocorticoides (cortisol i corticosterona), secretats per 

l’activació de l’eix hipotalàmic-hipofisiari-adrenal (HHA).  

Amb la percepció d’un estressor la primera resposta que es desencadena es produeix per l’activació 

del sistema SAM [30,32]. El procés d’activació del sistema clou amb l’alliberament de 

catecolamines al torrent circulatori, prèviament sintetitzades i emmagatzemades en vesícules 

secretores a la medul·la adrenal i les terminacions nervioses del sistema nerviós simpàtic [32]. 

Aquest procés va ser descrit inicialment per Walter B. Cannon al seu llibre “Bodily changes in pain, 

hunger, fear and rage: An account of recent researches into the function of emotional excitement” [35],  i és 

popularment conegut com la resposta de lluita o fugida (Fight-or-Flight response, en anglès). 

L’exemple més evident de l’activació d’aquesta resposta és la que per exemple es produeix quan 

una presa és atacada per un predador [34]. Els efectes principals a l’organisme que es produeixen 

amb l’alliberament d’aquestes hormones al torrent circulatori es resumeixen en l’increment del to 

simpàtic [24]. En altres paraules, l’alliberament de catecolamines al torrent circulatori disminueix 

l’activitat visceral, interromp la digestió, incrementa l’agudesa visual, augmenta el flux sanguini 

cerebral, incrementa l’eficàcia en l’intercanvi de gasos, activa la gluconeogènesi, incrementa la 
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vasodilatació muscular i disminueix la perifèrica, augmenta la freqüència cardíaca i provoca la 

piloerecció, entre d’altres [32,34].  

D'altra banda, la resposta mediada per l'eix HHA s’inicia, igual que l’activació del sistema SAM, 

amb la percepció d’un estressor [34]. Aquesta resposta és menys ràpida que la generada per 

l’alliberament de catecolamines i és sostinguda en el temps mentre dura la potencial amenaça [32]. 

Un cop s’ha processat l’estímul com estressor, les neurones del nucli paraventricular de l’hipotàlem 

secreten al sistema portal hipofisiari quantitats variables d’hormona alliberadora de corticotropina 

(CRH), entre d’altres, i estimula a les cèl·lules corticotropes de la hipòfisi anterior provocant 

l’alliberació  d’hormona adrenocorticotròpica (ACTH). La presència d’aquesta hormona en el 

torrent sanguini estimula, finalment, l’alliberament de glucocorticoides per part de l’escorça 

adrenal, les concentracions dels quals s’autoregulen amb un feedback negatiu sobre la secreció de 

CRH i ACTH [33,34,36]. Els glucocorticoides biològicament més importants en els mamífers són 

el cortisol i la corticosterona [36]. Aquests actuen en processos catabòlics associats a la 

mobilització de les reserves energètiques, estimulen la gluconeogènesi, afecten el metabolisme 

proteic i lipídic i suprimeixen les respostes immunitàries temporals no desitjades, entre d’altres 

[25,32].  

 

Imatge 3. Representació esquemàtica dels principals components i hormones alliberades amb 
l’activació de sistema simpàtic-adrenal-medul·lar i l’eix hipotalàmic-hipofisiari-adrenal.  
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HORMONES ESTEROIDALS COM A INDICADORS FISIOLÒGICS DE LA RESPOSTA 
D’ESTRÈS  
Tal com hem indicat abans, l’avaluació de l’estrès no es pot realitzar mitjançant la identificació 

d’un presumpte estressor i el coneixement i avaluació dels processos cognitius i sentiments 

relacionats amb l’estrès en animals està, encara, molt poc desenvolupat [37]. Així doncs, la 

valoració de l’estrès en animals s’ha realitzat, gairebé sempre, mitjançant la identificació de la seva 

resposta utilitzant indicadors. No obstant, la resposta d’estrès inclou una varietat de particularitats 

i característiques que poden variar notòriament entre espècies, entre individus, o en funció de 

l’experiència o l’estat fisiològic del propi animal [38]. Desafortunadament no existeix un indicador 

d’estrès ideal, i per això el mètode més adequat per avaluar la resposta d'estrès dependrà, 

majoritàriament, del disseny experimental i de les característiques generals de la situació que es 

pretengui avaluar. Són diversos els paràmetres hematològics i endocrins (e.g.: [39–42]) que s’han 

utilitzat per estimar la resposta d’estrès però la quantificació d’hormones esteroidals i més 

específicament del cortisol ha sigut un dels paràmetres més utilitzats per valorar-la. Les 

concentracions hormonals s’han mesurat habitualment en sang [24,36,43], malgrat això, la 

utilització i validació d’altres matrius com la saliva, el pèl, les femtes o l’orina han esdevingut 

d’interès general en aquest camp de la recerca [43]. És senzill suposar que el desenvolupament i la 

recerca en la detecció hormonal en altres matrius està motivada per raons pràctiques. No obstant 

això, la influència de la matriu en la detecció hormonal va molt més enllà dels avantatges pràctics 

i és que en funció de la matriu que s’utilitzi la informació que s’obtindrà serà diferent en marc i 

durada. Així doncs, l’ús de diferents matrius multiplica les possibilitats i la versatilitat de la detecció 

hormonal pel monitoratge de la resposta d’estrès [43].  Tal com hem comentat anteriorment són 

nombrosos els paràmetres sanguinis i endocrins que s’han fet servir per estimar la resposta d’estrès 

però en aquest apartat ens centrarem principalment en caracteritzar l’ús del cortisol, la testosterona 

i la DHEA o el seu sulfat (DHEA-S)  en sang, saliva i pèl, i que són l’objecte principal de la present 

tesi doctoral.  

CORTISOL 
El cortisol és un regulador de la transcripció gènica i a causa d’aquest fet els efectes més immediats 

que provoca es poden començar a detectar entre 30 i 60 minuts després del seu alliberament [36]. 

Els efectes principals del cortisol es poden classificar en cinc grups principals tal com van establir 

Romero et al. [25,32,34]: (1) augment de les concentracions de glucosa en sang, (2) alteració del 

comportament, (3) inhibició del creixement, (4) inhibició de la reproducció  i (5) modulació del 
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sistema immunitari. Si un estressor no continua, i per tant disminueix l’activitat de l’eix HHA,  la 

retroalimentació negativa generalment comença a reduir les concentracions de glucocorticoides en 

un temps variable, tot i  que com que les noves proteïnes poden continuar funcionant i els efectes 

fisiològics poden mantenir-se actius. 

Sang i saliva  
Les concentracions de cortisol, tal com s’ha indicat abans, han sigut habitualment quantificades a 

la sang (sèrum o plasma). Després de la integració d’un estressor els nivells de cortisol sanguini 

tendeixen a incrementar entre els 3 i els 5 minuts posteriors, depenent de l’espècie [43,44]. Així 

doncs, amb la quantificació sèrica o plasmàtica s’obté una informació dels nivells de cortisol 

circulants en el moment de l’extracció [43]. Aquest fet caracteritza la utilització de la sang com a 

matriu adient per avaluar els increments aguts de cortisol. Paral·lelament a les determinacions en 

sang, trobem les determinacions en saliva, una matriu que ofereix una informació de l’activitat 

adrenal relativament similar a la sang i amb una sèrie d’avantatges pràctics que desenvoluparem al 

llarg d’aquest apartat [45,46].  

La secreció de cortisol segueix un ritme de secreció circadiari regulat pel nucli supraquiasmàtic de 

l’hipotàlem [47,48]. En els cavalls, igual que en la majoria de mamífers diürns, s’obtenen les 

concentracions més elevades durant el matí, disminueixen progressivament durant el dia, i 

assoleixen les concentracions més baixes durant la nit [49]. Aquest patró s’ha pogut mesurar 

satisfactòriament tant en sang com en saliva [50,51]. Canvis ambientals o d’estabulació, situacions 

estressants, un exercici intens així com diversos processos patològics s’han suggerit com potencials 

disruptors d’aquest patró [52–55]. Seguint aquesta línia també s’ha pogut determinar un ritme 

estacional en els patrons de secreció de cortisol malgrat que els resultats obtinguts difereixen 

notablement entre els diferents estudis (revisat a Murphy et al. [49]). És per aquest motiu que es 

recomana, en la mesura del possible, obtenir un seguit de mostres prèvies dels individus que 

participaran en l’estudi per tal d’obtenir una imatge dels seus nivells basals.  

La major part del cortisol en sang es troba unit a proteïnes transportadores específiques 

anomenades CBG, sigles pel seu nom en anglès “corticosteroid binding glibulin” [56]. La fracció lliure, 

i que és capaç de difondre als teixits, és la que té la funció biològica activa i que s’encarrega d’activar 

les diferents funcions biològiques [24]. La fracció lliure a banda d’actuar en els teixits diana també 

té la capacitat, per difusió passiva, de difondre pels capil·lars sanguinis i arribar a altres matrius 

com per exemple la saliva [45,57]. En conseqüència, la quantificació del cortisol en saliva ens estarà 

proporcionant informació de la part de cortisol biològicament actiu en l’animal [36]. El cortisol 
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que es troba unit a proteïnes en els cavalls oscil·la entre el 70 i el 80% [56,58]. Aproximadament 

només un 10% queda lliure i exerceix les seves funcions biològiques [56,58]. Aquestes proporcions 

es poden veure modificades per una sèrie de factors tant intrínsecs (e.g: edat, estat nutricional, 

genètica) com extrínseques (e.g: estrès agut o crònic) a l’animal [59,60]. En situacions d’estrès la 

capacitat d’unió del cortisol a aquestes proteïnes es veu modificada i per tant la proporció de 

cortisol lliure i biològicament actiu s’incrementa [61].  

La relació entre els nivells de cortisol en aquestes dues matrius s’ha estudiat àmpliament en humans 

(e.g.: [62]) i altres espècies incloent els cavalls [63–66]. Generalment l’exploració d’aquests tipus de 

relacions s’ha realitzat mitjançant l’estimulació de l’eix HHA amb ACTH exògena. Peeters et al. 

[64] van descriure que existia una forta relació entre el cortisol salival i el cortisol sanguini, suggerint 

que les variacions en les concentracions de cortisol sanguini podien explicar en un 80% les 

variacions en les concentracions de cortisol salival i viceversa. A més també va determinar una 

elevada correlació (r = 0.9) entre les dues matrius. Aquest fet ens indica com en els èquids les 

variacions de cortisol en saliva reflecteixen les variacions de cortisol en sang. Malgrat els resultats 

exposats anteriorment, s’han observat diferents graus de correlació en funció de l’estressor al qual 

ha sigut exposat l’animal. Per exemple, Kedzierski et al. [65] van determinar que les concentracions 

de cortisol salival preses 20 minuts després d’un exercici d’intensitat elevada mostraven una 

correlació positiva i significativa (r = 0,67) amb les mostres de sang obtingudes just al finalitzar 

l’activitat, o Bohák et al. [50] van observar com les concentracions de cortisol salival presentaven 

una baixa correlació (r = 0.3) amb els nivells de cortisol plasmàtic lliure en condicions basals i 

sense una estimulació aparent de l’eix HHA. A pesar de les diferències observades podem 

concloure que les concentracions de cortisol salival són un reflex de les concentracions de cortisol 

sanguini. Les variacions de cortisol en saliva i sang s’han utilitzat com a indicador a la resposta 

d’estrès en nombrosos estudis en cavalls. En resum, s’han fet servir per avaluar la resposta d’estrès 

agut en diferents tipus de disciplines com la doma (e.g.:[67,68]) , el salt (e.g.:[68,69]), les curses 

(e.g.:[65,70]) o les curses de resistència (e.g.:[71–73]), així com també per determinar els efectes del 

transport (e.g.: [74,75]), sistemes de maneig (e.g.:[55,76]) o els inicis en l’entrenament en cavalls 

joves (e.g.:[77]).  

Pèl 
El pèl es considera una matriu acumulativa per la seva capacitat d’incorporar hormones i altres 

compostos durant la seva fase de creixement. D’aquesta manera, és possible obtenir informació 

de l’activitat endocrina de forma retrospectiva i que pot variar de setmanes a mesos [43]. Així 

doncs, el pèl seria una matriu ideal per monitorar, entre d’altres, processos d’estrès crònic [78,79].  
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Els mecanismes d’incorporació de compostos com per exemple les hormones esteroidals al pèl 

segueixen sense estar plenament determinats. Així i tot, la hipòtesi més acceptada determina que 

la incorporació hormonal es produeix durant la fase de creixement del pèl a través de mecanismes 

de difusió passiva. La major part de l’hormona que s’incorpora al pèl és hormona circulant i en 

menor mesura hormona present a la suor o al greix dèrmic [79,80].  

El mostreig del pèl es considera un procediment o mínimament o no invasiu i el mètode més 

aconsellable per aconseguir la mostra en qüestió és el mètode conegut en anglès com “shave and 

reshave”. Aquest mètode consisteix a afaitar una porció determinada de l’animal i tornar-la a afaitar 

transcorregut el temps d’interès [78,81]. D’aquesta manera, quan s’analitzen les concentracions 

hormonals s’obté, a priori, un valor relatiu a la quantitat hormonal que ha estat en circulació i que 

ha difós al pèl durant el període que s’ha determinat, juntament amb la resta de factors que poden 

ser una aportació de cortisol a la matriu [82,83]. Tot i ser un mètode no invasiu és només un 

procediment apte per aquells animals que es deixin manipular correctament. 

La quantificació del cortisol en pèl està subjecte a una sèrie de factors influents que poden provocar 

una potencial font de variació en les concentracions hormonals i que  per tant han de ser 

considerats per no incórrer en una interpretació incorrecta dels resultats [78,81]. En funció de la 

classificació establerta per Heimbürge et al. [78] els factors influents de les concentracions de 

cortisol en pèl es poden classificar en: (1) característiques específiques del pèl (e.g. la regió del cos 

[84], la fase de creixement [81] o el color  [82,85]), (2) característiques intrínseques de l'animal (e.g. 

l'edat [85,86], el sexe [87] o l'estat reproductiu [88,89]), i finalment, (3) factors externs, com per 

exemple, l'estació de l'any [90,91].   

Són diversos els estudis en cavalls que han utilitzat  les concentracions de cortisol en pèl com a 

mesura retrospectiva de l’activitat de l’eix HHA i per tant com a mesura retrospectiva de la resposta 

d’estrès. Per les característiques pròpies de la matriu, i que han sigut exposades al llarg d’aquest 

apartat, els estudis realitzats en cavalls s’han centrat a identificar l’impacte de situacions que poden 

provocar un estrès crònic a l’animal com per exemple els sistemes d’estabulació o maneig  [91–

94], o processos patològics [84,90]. Una altra aproximació ha sigut utilitzar les concentracions de 

cortisol en pèl en poltres com una mesura de la quantitat de cortisol circulant al fetus i de la relació 

maternofetal durant l’últim terç de gestació obtenint una informació que no seria possible obtenir 

amb altres tipus de mostres [86,95]. 
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TESTOSTERONA i DHEA 
Els múltiples efectes que produeixen els glucocorticoides a l’organisme han incentivat l’estudi de 

les relacions amb altres sistemes endocrins i altres hormones [96,97]. Un exemple d’aquestes 

vinculacions és la relació que s’estableix entre l’eix HHA i l’eix hipotàlem-hipofisiari-gonadal 

(HHG). L’eix HHG és el principal regulador de la funció reproductiva dels mamífers i la mesura 

de la seva activitat així com la relació amb l’eix HHA han estat utilitzades com a mesura de la 

resposta a l’estrès en diverses situacions [98–101]. El cortisol actua, en primer lloc, a nivell de 

l’hipotàlem per a disminuir la síntesi i la secreció d’ Hormona alliberadora de gonadotropina 

(GnRH) i, en segon lloc, a nivell de la hipòfisi per a reduir la capacitat de resposta d’aquesta a la 

GnRH i modular la secreció de gonadotrofines a través d'una sèrie de mecanismes [99,102]. Així 

doncs, una situació d’estrès perllongada en el temps, podria afectar negativament la producció 

d’esteroides sexuals com és el cas de la testosterona [102]. La testosterona, individualment, s’ha 

utilitzat com a indicador fisiològic d’estrès, principalment, pel seu impacte en el rendiment 

reproductiu [99,102], la taxa de creixement, la modulació del sistema immune, i el seu paper clau 

en l’exercici a causa de la seva funció anabòlica i en el rendiment muscular [103], entre d’altres. Un 

altre tipus d’aproximació a l’estudi de la resposta d’estrès és la valoració dels antagonistes dels 

glucocorticoides com per exemple la dehidroepiandrosterona (DHEA) o el seu sulfat (DHEA-S) 

[96,104]. Aquesta hormona és un esteroide derivat del colesterol i que es produeix principalment 

en la zona reticulada i en la zona fasciculada de l'escorça adrenal [105]. La DHEA és alliberada per 

l’activació de l’eix HHA i es considera un indicador de resiliència a l’estrès a causa de les seves 

funcions d’antienvelliment, neuroprotecció i  de millora de la immunitat [104,105]. 

Tradicionalment les determinacions de testosterona s’han realitzat en sang [106–110]. No obstant 

això, alguns estudis realitzats recentment han explorat la utilització d’altres matrius com la saliva i 

el pèl [111,112]. La secreció de testosterona té un fort component sexual i en mascles sencers s’ha 

pogut determinar un patró de secreció circadiari i circanual en sang,  a diferència del que s’ha 

observat en femelles o mascles sanats [111,113,114]. Aquest patró, però, no s’ha pogut determinar 

en saliva possiblement, i a diferència del que veiem en cortisol, pel baix grau de correlació observat 

entre la testosterona plasmàtica i salival [111]. Negretti et al. [112] van realitzar la determinació de 

testosterona en pèl i sèrum per determinar les relacions de dominància entre diferents sementals 

salvatges obtenint una absència de correlació entre ambdues matrius. Aquest fet es deu, 

possiblement, a la informació que proporcionen cada una d’aquestes matrius.  

Altres estudis han caracteritzat les variacions de testosterona resultants de la realització d’exercicis 

en diverses disciplines eqüestres. Baker et al. [115] van observar que les concentracions 
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plasmàtiques de testosterona eren significativament menors en cavalls de curses que en cavalls 

destinats per activitats recreatives, o Golland et al. [116] van determinar com les concentracions 

de testosterona incrementaven significativament després d’un exercici extrem i continuaven 

alterades entre les 26-32 hores posteriors a la realització de l’activitat. Per altra banda, també s’han 

documentat increments de les concentracions de testosterona plasmàtica en diferents processos 

patològics aguts com la laminitis, els còlics, o la sèpsia en poltres nounats,  i crònics com processos 

degeneratius articulars [117,118]. Aquestes troballes posen de manifest que la caracterització 

biològica i la implicació d’aquesta hormona en la resposta d’estrès en èquids requereix investigar-

se més detingudament per poder arribar a ser emprada com un marcador de la resposta d’estrès. 

La utilització de la DHEA com a indicador fisiològic d’estrès s’ha utilitzat àmpliament en multitud 

d’espècies (revisat a Whitham et al. [104]). Tot i això, en cavalls, a diferència del cortisol i la 

testosterona, el seu ús ha sigut molt menys explorat.  Tal i com hem vist fins ara amb la resta 

d’hormones, les determinacions plasmàtiques de DHEA s’han utilitzat com a indicador d’estrès 

en processos patològics aguts [117,118] o els efectes de diferents tipus d’estabulació [94]. Fins on 

saben els autors, no es coneix cap publicació que quantifiqui la DHEA o el seu sulfat en saliva de 

cavalls.  Finalment els estudis realitzats en pèl s’han basat en avaluar diferents tipus d’estabulació 

i maneig [94,119]. Recentment, un altre estudi ha utilitzat la quantificació de DHEA en pèl de 

poltres com un indicador retrospectiu de l’època prenatal [95], suggerint els increments de la 

DHEA en els poltres com un indicador d’estrès durant l’últim terç de la gestació. 

MÈTODES DE DETECCIÓ I VALIDACIÓ D’HORMONES ESTEROIDALS  

MÈTODES DE DETECCIÓ 
En les últimes dècades s’han desenvolupat i perfeccionat nombroses tècniques per la detecció 

hormonal [120–122] com l’espectrofotometria de masses, la cromatografia líquida o la 

quimioluminescència [123,124]. En aquest apartat ens centrarem a caracteritzar els immunoassaigs, 

i especialment els immunoassaigs enzimàtics que són el mètode més utilitzat en la present tesi 

doctoral.  

Els immunoassaigs es defineixen com les reaccions d’unions quantitatives entre els anticossos i els 

antígens diana [122]. Aquesta tècnica s’ha convertit en l’eina més valuosa dels diagnòstics in vitro 

i es fan servir de manera habitual per la detecció d’una àmplia gama de compostos en els quals s’hi 

inclouen les hormones [125]. La primera tècnica immunoenzimàtica que es va desenvolupar van 

ser els radioimmunoassaigs [120], tècnica desenvolupada a finals dels anys cinquanta pels 

guardonats amb el premi Nobel Yalow i Berson  per detectar la insulina [126]. Yalow i Berson van 
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combinar per primera vegada l'alta sensibilitat d'un compost radioactiu amb l'alta especificitat 

d'una reacció immunològica mitjançant la formació d'un complex antigen-anticòs 

termodinàmicament estable. Malgrat això, aquest mètode presenta alguns desavantatges 

relacionats principalment amb l’ús de la radioactivitat [120]. Anys més tard i motivats pels 

problemes que comportava el treball amb compostos radioactius, es van desenvolupar els 

immunoassaigs no isotòpics [120]. Els més rellevants van ser els immunoassaigs enzimàtics que 

des dels anys vuitanta han sigut els més utilitzats. Els immunoassaigs enzimàtics es basen en la 

utilització d’anticossos i antígens marcats amb enzims per detectar les molècules d’interès [125]. 

La tècnica utilitza el concepte bàsic de la immunologia que es basa en la unió específica antigen-

anticòs. Els antígens o anticossos de la mostra s'immobilitzen sobre un suport sòlid. Posteriorment 

s'afegeix un anticòs o antigen específic addicional sobre la superfície i es produeix la interacció 

antigen-anticòs. Aquest anticòs o antigen addicional està unit a un enzim que per si sol pot ser 

detectat per un anticòs secundari vinculat a un enzim [125]. En l'etapa final, s'afegeix una 

substància que conté el substrat de l'enzim. Això donarà lloc a una reacció amb un senyal 

detectable, com per exemple un canvi de color. L’alta especificitat, el “baix” cost econòmic i la no 

utilització de compostos radioactius, han fet que els immunoassaigs enzimàtics siguin més 

populars que les altres tècniques prèviament esmentades [125].  

VALIDACIÓ DE L’ASSAIG 
Qualsevol tècnica utilitzada per monitorar els nivells hormonals requereix d’una validació prèvia 

abans de ser utilitzada, i especialment quan s’utilitza en matrius alternatives a la sang per avaluar la 

resposta d’estrès [127]. Això és especialment important perquè el rendiment i validesa de qualsevol 

tècnica influirà en una interpretació correcta dels resultats [128]. Així doncs, el pas previ a la 

quantificació hormonal implica la selecció i validació de les tècniques adequades [127,129].  

Generalment, la majoria de kits comercials d’immunoassaigs enzimàtics ja venen validats, no 

obstat moltes vegades aquests kits no són específics d’espècie i requereixen d’una validació 

bioquímica exhaustiva per la matriu i espècie d’interès [127,130]. La validació bioquímica de l’assaig 

segueix els criteris d’una validació immunològica basada en la determinació de l’especificitat, 

exactitud, precisió, i sensibilitat de l’assaig. L’especificitat es refereix a la capitat del kit en 

quantificar el compost que realment volem mesurar i no altres compostos presents a la mostra i 

que puguin ser considerats “falsament” com el nostre compost d’interès. En altres paraules, 

l’especificitat determina que el nostre kit no pateix reaccions creuades significants amb altres 

compostos que no són del nostre interès. L’exactitud mesura com d’exacte és l’assaig mitjançant 

la mesura de la correlació entre els valors teòrics i els reals per un seguit de mostres determinades. 
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Per altra banda, la precisió del kit ve determinada per la repetibilitat i és la mesura de la variació de 

determinacions repetides de la mateixa mostra tant en el mateix assaig com en assaigs diferents. 

Finalment la sensibilitat del kit es refereix a la capacitat per distingir i mesurar la menor 

concentració de l’hormona d’interès [36,127,128,131–134]. 

BENESTAR ANIMAL 
DEFINICIÓ 
El benestar animal és un terme multidisciplinari que implica la ciència, ètica, economia i política 

[135,136]. A causa de la seva condició, el concepte de benestar no resulta fàcil de definir  i per tant 

s’ha definit de múltiples formes. Una de les definicions més citades a la literatura és la proposada 

pel Dr. Donald Broom [137] i que defineix el concepte de benestar animal com “l’estat en què es 

troba un individu en relació amb els seus intents d’afrontar l’ambient”. Seguint amb l’intent de 

definir el concepte de benestar animal, en general, es poden identificar tres grans grups de 

definició: (1) definicions basades en la salut, (2) definicions basades en el balanç entre les emocions 

negatives i positives que experimenta un animal, i (3) definicions basades en el fet que un animal 

pugui mostrar el seu comportament “natural”. Els tres grups de definició contenen trets que poden 

ser útils i rellevants, però per si soles resulten insuficients. Així doncs, una definició completa del 

terme de benestar animal hauria d’incloure la conjunció dels tres factors exposats anteriorment: 

salut, emocions i comportament [138].  

L’any 1965 va ser un any clau per la ciència del benestar animal amb la proposició del principi de 

les cinc llibertats per part del comitè Brambell del Regne Unit [139]. Posteriorment, el 1992, es va 

presentar una modificació del denominat principi de les cinc llibertats i que s’ha utilitzat fins a 

gairebé avui en dia [140]. El principi de les cinc llibertats reflecteix  la natura multidimensional i 

disciplinar del concepte de benestar i constitueix una guia per identificar possibles problemes 

relacionats amb el mateix. La revisió dels principis de les cinc llibertats de 1992 establia els cinc 

principis com: (1) absència de set, fam i malnutrició, (2) absència d’incomoditat física i tèrmica, 

(3) absència de dolor, lesions i malaltia, (4) possibilitat d’expressió de comportaments normals i 

(5) absència de por i distrès.  Malgrat tot, aquest model presenta una sèrie de limitacions que amb 

el pas del temps s’han intentat esmenar fins a arribar a obtenir, avui en dia, el conegut  com a 

model dels cinc dominis. Una primera limitació és que principalment els principis es referien a 

l’absència d’elements negatius sense contemplar la presència d’elements positius a excepció del 

quart principi  on es contemplava l’expressió de les conductes normals per un animal. Per altra 

banda, un altra limitació és que alguna de les “absències” no són completament no desitjables i es 
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superposen entre elles, el que pot suposar un problema quan s’utilitzen per realitzar protocols de 

benestar animal [138,141].  

Per resoldre aquestes limitacions, el 1994 el Dr. David J. Mellor va presentar el model dels cinc 

dominis [142] i que ha estat en constant revisió fins a la seva última versió publicada l’any 2020 

[143]. Els dominis del model més actualitzat es basen en (1) Nutrició, (2) Entorn físic, (3) Salut, 

(4) Interaccions conductuals, (5) Estat mental. Els quatre primers dominis es centren en els factors 

que donen lloc a experiències subjectives específiques ja siguin positives o negatives que 

contribueixen en l’estat mental de l’animal i que resulten en el cinquè domini. Dit d’altra manera, 

el benestar animal resulta de l’equilibri entre les emocions positives i negatives que un individu 

experimenta en un temps determinat i que són generades pels quatre primers dominis [144]. Si bé 

és cert que el cinquè domini és el que s’utilitza en última instància per determinar el benestar d’un 

animal en funció d’aquest model, resulta de difícil mesura, pel que a la pràctica s’utilitzen els quatre 

primers dominis per realitzar una mesura objectiva del benestar d’un animal [144].  

Així doncs, una possible definició completa de benestar animal, i la que es considerarà per la 

present tesi doctoral, seria que és una característica individual i variable (de molt satisfactori a molt 

deficient) en un període de temps determinat que pot mesurar-se de forma objectiva i indirecta 

mitjançant indicadors avaluant la nutrició, l’entorn, la salut, les interaccions conductuals i l’estat 

mental de l’individu i que no només ha de considerar els factors que contribueixen a reduir-lo sinó 

que també ha de considerar els factors que contribueixen a augmentar-lo.  

VALORACIÓ DEL BENESTAR ANIMAL  
De la mateixa manera que ho era la definició, la valoració del benestar animal també representa un 

repte. El benestar animal no es pot mesurar directament, i per tant requereix d’eines que permetin 

la seva valoració de forma objectiva i repetible. Aquestes eines són, principalment, els indicadors 

i els protocols de benestar, els quals permeten de forma objectiva i repetible, obtenir informació 

del nivell de benestar d’un animal en un moment determinat  [141,144].  

Els indicadors de benestar animal  han de tenir una sèrie de característiques per ser útils en la seva 

utilització[145]. Aquestes es poden resumir en què un indicador ha de ser vàlid, robust, pràctic i 

amb una bona correlació entre observadors i el propi observador [144]. Per aquest motiu, i amb 

les limitacions dels indicadors, no n’existeix cap que sigui suficient per valorar el benestar animal 

per sí mateix. Els indicadors de benestar animal es poden dividir en dos grans grups principals 

[146]: (1) els basats en l’animal i (2) els basats en l’ambient. Els indicadors basats en l’animal són 

tots aquells indicadors que es mesuren directament en l’animal, i que per tant, et donen informació 
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directa del seu estat. Aquests indicadors es poden classificar en 4 grups que corresponen a: (1) 

condició corporal i postura, (2) mortalitat malalties i lesions, (3) observacions conductuals, i (4) 

indicadors fisiològics. Per altra banda els indicadors basats en l’ambient són aquelles variables que 

no es mesuren en l’animal sinó que es mesuren en l’entorn on es troben (e.g.: instal·lacions, 

condicions ambientals, sistemes de maneig, entre d’altres). Una de les principals limitacions dels 

indicadors ambientals és la variabilitat en l’efecte que poden tenir en un individu i que aquestes 

estan relacionades amb altres variables  [141,144] . Per aquest motiu nombrosos autors consideren 

que el benestar animal hauria d’avaluar-se amb els indicadors basats en l’animal perquè són els que 

proporcionen informació directa del seu estat [144]. Tot i les presents limitacions, la mesura 

conjunta d’aquests dos grups d’indicadors (basats en l’animal i ambientals) és la que proporcionaria 

una imatge més completa de l’estat de benestar de l’animal.  

Tal i com hem indicat abans, no existeix cap indicador que per si sol pugui ser utilitzat per valorar 

el benestar d’un animal. D’aquesta manera la conjunció de diversos indicadors es recull en el que 

s’anomenen protocols d’avaluació de benestar animal. Els protocols, a banda de tenir un conjunt 

d’indicadors, han de comptar amb una descripció de com s’han de valorar i/o mesurar [144]. El 

projecte Welfare Quality ® finançat per la Unió Europea entre els anys 2004 i 2009 es va encarregar 

de l’elaboració de protocols d’avaluació de benestar animal per animals de granja, principalment, i 

son els protocols més utilitzats a nivell europeu. Aquests protocols han servit de punt de partida 

per l’elaboració de nous protocols en animals domèstics i de zoo (e.g.: [147–149]). Els protocols 

Welfare Quality® s’estructuren en tres nivells diferents [150]: (1) els principis, (2) els criteris, i (3) 

els indicadors. Per una banda,  els principis es basen en els cinc dominis mesurables proposats per 

Mellor [143] i es divideixen en una bona alimentació, un bon allotjament, una bona salut i un 

comportament apropiat. Per cada un dels principis existeixen una sèrie de criteris i que varien en 

número (entre dos i quatre) en funció del principi. Finalment cada un dels criteris compta amb 

una sèrie d’indicadors que permeten la seva mesura i que són específics per cada una de les espècies 

i situacions a avaluar.  
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Els objectius de la present tesi doctoral són:  

 

1. Caracteritzar les variacions estacionals de cortisol, testosterona i sulfat de 

deshidroepiandrosterona i les seves ràtios en pèl al llarg d’un any com a mesura 

retrospectiva de l’activitat dels eixos hipotalàmic-hipofisiari-adrenal i gonadal.  

 

2. Caracteritzar la resposta d’estrès a través de l’anàlisi del cortisol salival, plasmàtic, i un 

estudi hematològic complet en cavalls durant una sessió d’entrenament estàndard per 

participar en les festes patronals de Menorca.  

 

3. Caracteritzar la resposta d’estrès mitjançant l’anàlisi del cortisol salival en cavalls durant 

la celebració de les festes patronals de Maó.  

 
4. Dissenyar, descriure i adaptar l’aplicació d’un protocol que permeti l’avaluació del 

benestar dels cavalls participants en les festes patronals de Menorca de forma objectiva i 

pràctica. 
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De les diverses aproximacions a l’estudi de la resposta d’estrès en cavalls, els indicadors fisiològics,  

i més concretament l’anàlisi de les hormones esteroidals, han sigut uns dels indicadors més 

utilitzats en equitació en els últims temps. No obstant això, la caracterització fisiològica de la 

resposta d’estrès dels cavalls participants en les festes patronals de Menorca resta per ser explorada. 

Així doncs, els cavalls participants en les festes patronals, de la mateixa manera que els cavalls que 

participen en altres disciplines eqüestres, estarien exposats a una sèrie de potencials factors 

estressants que generarien una resposta d’estrès transitòria mesurable a través de la quantificació 

d’hormones esteroidals, entre d’altres, i que són l’objecte principal d’estudi en la present tesi 

doctoral.  
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ABSTRACT 
The monitoring of stress physiology includes studying a wide range of endocrinological 

mechanisms, which can be assessed using multiple tissue samples. This study aimed to evaluate 

the seasonal variations of hair cortisol (C), testosterone (T) and dehydroepiandrosterone sulfate 

(DHEA-S) in horses for a whole year, as well as to assess the variations between seasons of 

C/DHEA-S and T/C ratios as a retrospective measure of the hypothalamic–pituitary–adrenal and 

hypothalamic–pituitary–gonadal axes activity. Ten pure-breed Menorca stallions were included in 

the study. The hair samples were collected approximately every two months (60.1 ± 7.3 days; mean 

± SD) following the shave-reshave method caudally to the sternum. After a methanol-based 

extraction, samples were analyzed by enzyme immunoassay for cortisol, testosterone, and 

dehydroepiandrosterone sulfate. Following our findings, we detected that C, T and DHEA-S were 

significantly affected by seasonality, with the highest values of C during summer and the lowest 

values of T during spring. The DHEA-S concentrations were increased in autumn compared to 

the other studied periods. Additionally, the studied hormone ratios showed variations between 

seasons. To conclude, season should, therefore, be considered when assessing sexual and stress 

hormones in stallion hair, since this variable can be a potential influencing factor and lead to 

misinterpretations. 
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INTRODUCTION 
Monitoring a horse’s endocrine status can provide valuable information on its welfare, sexual and 

health conditions [1]. Recently, there has been growing attention on those endocrine systems that 

interfere with each other in complex dynamic ways [2], such as the hypothalamic-pituitary–gonadal 

(HPG) and hypothalamic–pituitary–adrenal (HPA) axes. Hence, assessing simultaneously 

hormones that are thought to co-regulate with each other, such as those secreted by HPA and 

HPG activation, would be postulated as a better approach to physiological stress measurements 

[2,3]. 

Cortisol, the main glucocorticoid in mammals [4,5], is commonly used as a physiological indicator 

of stress, since it is secreted after the activation of the HPA axis in response to a situation in which 

homeostasis is threatened by the actions of various external or internal stressors [5,6]. Additionally, 

with the activation of the HPA axis, other components, such as DHEA and its sulfate ester 

(DHEA-S), are released into bloodstream [3]. Both DHEA and DHEA-S have been characterized 

as glucocorticoid antagonists, and are considered as indicators of resilience, because of their anti-

aging, immune-enhancing and neuroprotective functions [3]. Testosterone is the main sexual 

steroid in males and has been used as a stress indicator, since this hormone is negatively influenced 

by stressful living environments, impacting reproductive performance, growth rate, and immunity 

[7]. One common method to achieve a better approach to stress assessment is to calculate the 

ratio of various hormones [2]. Different studies have suggested the C/T ratio as a 

catabolic/anabolic equilibrium during physical fitness since T has primarily anabolic effects and C 

has catabolic functions [2]. On the other hand, C/DHEA ratio has been used as a more complete 

picture of the HPA activity and as a potential biomarker tool of resilience and allostatic load in 

livestock animals, including horses [3,8–10]. 

Steroid hormones, as those concerning this chapter, are commonly measured in matrices that 

reflect either current or recent circulating hormonal concentrations, such as blood, saliva, urine or 

faeces [5,11,12]. However, the assessment of hair steroid hormones is being increasingly used in 

domestic and wild species [13]. Measuring hair T, C, and DHEA-S, allows for the assessment of 

long-term endocrinological retrospective information and has been used as a compilation of HPG 

and HPA axis activity, respectively [5]. Steroid hormones, especially lipophilic hormones, are 

incorporated into the hair shaft through passive diffusion from blood and provides an approach 

to quantify circulating steroid hormones levels accumulated over the hair growth cycle [14,15]. 

Another advantage of using hair to measure steroid hormone variations is non-invasive and pain-
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free sample collection [13,15]. Additionally, hair is a stable substrate with less variability than saliva 

or feces [5] and it can be stored during long periods at room temperature [15,16]. Therefore, 

measuring steroid hormones in hair is unaffected by circadian variations in the hormone or by 

factors inducing short-term hormonal variations [14,15]. 

Several studies in domestic and wild mammals have revealed different sources of variation in hair 

steroids levels [13], depending on hair specific characteristics (e.g., body region [17], hair growth 

phase [18], or colour [19,20]), intrinsic animal-based characteristics (e.g., age [19,21], sex [22,23] or 

reproductive status [24,25]) and, finally, external factors (e.g., season [26,27]). All of the previously 

presented components should be considered when using hair to assess hormonal levels as stress 

indicators.  Previous studies have examined hair cortisol concentrations (HCC) as a presumptive 

measure of stress, and demonstrated their seasonal fluctuations in horses [18,22,27,28]. Few 

studies have been performed using T [11,28–30] and, to date, to the best of our knowledge, there 

is no information published on the seasonal variations in the hair T levels of horses. Although the 

C/DHEA ratio has been previously described in horse’s hair to evaluate the effect of different 

housing conditions [8], there is still a lack of information on its biological relevance in the horse.  

In the present study, we aimed to evaluate the seasonal variations in hair C, T and DHEA-S in 

horses for a whole year, as well as to assess the variations between seasons of C/DHEA-S and 

T/C ratios as a retrospective measure of the hypothalamic–pituitary–adrenal and hypothalamic–

pituitary–gonadal axis activity. 

MATERIALS & METHODS  
Horses, housing, diet, handling, and ethical considerations 
Ten pure-breed Menorca stallions, a black coated and autochthonous breed from the island of 

Menorca (Spain), were included in the study. The animals were aged between eight and twelve 

years old. All individuals were healthy, and no symptoms of illness were detected from at least one 

month before the beginning of the study. The body condition score (BCS) was evaluated using 

the 0 (emaciated) to 5 (extremely fat) BCS scale [31]. For all the stallions evaluated in the present 

study, BCS was 3 (moderate to good body condition). Additionally, a daily observation of the 

animals was performed by the owners and a general physical examination was performed the 

sampling days by a veterinarian (S.O.-M). Horses were habitually housed in Centro Ecuestre Equimar 

(Maó, Menorca, Spain) in individual indoor stables of 10.5 m2 with no cooling or heating elements 

during the different seasons. No changes in facility and housing conditions were carried out during 
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the whole study. Individuals were fed with a similar commercial horse diet 3 times per day with ad 

libitum access to hay and running water. The horses from the study were all destinated to perform 

the same type of equestrian discipline, specifically horses were habitually used to Menorca dressage 

discipline. Horses were managed following the principles and guidelines of the Ethics Committee 

on Animal and Human Experimentation from the Universitat Autònoma de Barcelona (Spain) and 

following the Directive 2010/63/EU on the protection of animals used for scientific purposes. 

No other manipulation, different to shaving a small area of the abdomen, was performed and, 

additionally, informed consent from the horses’ owners was obtained before the initiation of the 

study.  

Hair samples  
Hair samples were collected every two months (60.1 ± 7.3 days; mean ± SD) from December 

2018 to November 2019. Therefore, six samples (n = 6) per individual were collected during the 

study period (samples were chronologically identified as P1 to P6, corresponding, respectively, to 

late autumn–early winter, winter, spring, late spring–early summer, summer, and autumn). Samples 

were collected using the “shave-reshave” method, consisting of shaving the selected area at the 

beginning of the study and re-shaving the regrown hair in the same area after the time of interest 

[27]. Specifically, a 7 × 7 cm area was shaved caudally to the sternum using an electric clipper as 

close as possible to the skin (0.5 ± 0.5 mm). While the sampling procedure was performed by a 

veterinarian (S.O.-M.), an assistant was holding a piece of paper under the electric clipper to collect 

the hair that was being shaved. The animals tolerated the shaving process well and no fear reactions 

were noticed during the sampling procedure. The electric clipper was cleaned between individuals 

with 70% ethanol to avoid cross-contamination. Body location was selected to prevent potential 

injuries with the mount, to avoid visible aesthetic defects in the horses, and to avoid faecal and 

urine contamination [27]. Samples were stored in individually identified paper envelopes at room 

temperature until sample processing. 

Hair steroid extraction 
For the hair steroid extraction, a previous modified and validated protocol from our laboratory 

was used [20]. First, 250 mg of hair were weighed using a precision scale. Each hair sample was 

washed by adding 2.5 mL of isopropanol (2-propanol 99.5%, Scharlau, Barcelona, Spain) and 

vortexed at 145 × g for 2.5 min to remove external steroid sources. Then, the supernatant was 

separated by decantation. The samples were washed 3 times. Hair samples were left at room 

temperature for approximately 36 h to dry completely. The dried hair was milled using a ball mill 
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(MM200, Retsch, Haan, Germany). After that, 50 mg of the milled hair was mixed with 1.5 mL of 

pure methanol and incubated in an orbital shaker at 36 °C and 100 rpm (G24 Environmental 

Incubator Shaker; New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, NJ, USA) 18 h for the steroid 

extraction. Samples were then centrifuged at 9500 × g for 5 min, and 0.750 mL of the supernatant 

were transferred into a new micro-tube until complete evaporation. Once the process was 

completed, the dried extracts were reconstituted with 0.2 mL enzyme immunoassay (EIA) buffer 

provided by the commercial kit (see below) and stored at −20 °C until assay analysis. 

Hormone detection and biochemical validation tests  
Enzyme immunoassay kits (Neogen Corporation®, Ayr, UK) were used to quantify hair cortisol 

and testosterone concentrations (HCC and HTC, respectively). According to the manufacturer, 

the cross-reactivity of the EIA cortisol antibody with other steroids was prednisolone 47.4%, 

cortisone 15.7%, 11-deoxycortisol 15.0%, prednisone 7.83%, corticosterone 4.81%, 6β-

hydroxycortisol 1.37%, 17-hydroxyprogesterone 1.36%, deoxycorticosterone 0.94%. Steroids with 

a cross-reactivity <0.06% are not presented. For the testosterone EIA kit, the cross-reactivity was 

androstenedione 0.86%, bolandiol 0.86%, testosterone enanthate 0.13%, estriol 0.10%, 

testosterone benzoate 0.10%, estradiol 0.05%, dehydroepiandrosterone 0.04%, testosterone 

propionate 0.04%, deoxycorticosterone 0.03%, testosterone 17ß-cypionate 0.02%. In this case, 

steroids with a cross-reactivity <0.02% are not presented. For DHEA-S, an enzyme immunoassay 

kit (IBL International GmbH®, Hamburg, Germany) was used. According to the manufacturer, 

the cross-reactivity of the EIA DHEA-S antibody was androsterone sulfate 5.67%, estrone 2.62%, 

testosterone 2.13%, progesterone 0.93% and, 17-α-Hydroxyprogesteronsulfat 0.13%. Substances 

with a cross-reactivity <0.01% are not presented. The criteria of precision, specificity, accuracy, 

and sensitivity were followed to carry out the biochemical validation of the assays [32]. 

The validation tests were performed using a constituted pool made with 60 μL from each sample 

of the study. The precision for C, T and DHEA-S was assessed by calculating intra-assay 

coefficients of variation from all duplicated samples analysed. For cortisol, the linearity of the 

dilution was assessed using 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 dilutions of the pool with the EIA buffer. The spike-

and-recovery test was calculated by adding to 100, 75 and 25 μL of the pool, volumes of 25, 75 

and 100 μL of three standard cortisol concentrations provided by the EIA kit (0.2, 0.4 and 1 

ng/mL), respectively. For testosterone, the specificity of the test was assessed by calculating the 

linearity of the dilution using 1:10, 1:20, 1:40, 1:100 dilutions of the pool with the EIA buffer. 

Accuracy was assessed through the spike-and-recovery test, calculated by adding to 100, 75 and 

25 μL of the pool, volumes of 25, 75 and 100 μL of three standard testosterone concentrations 
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provided by the EIA kit (0.02, 0.04 and 0.08 ng/mL). Finally, for DHEA-S, the same procedure 

as followed for C and T was carried out. The linearity of the dilution was assessed using 1:1, 1:2, 

1:4, and 1:6 dilutions of the pool with the EIA buffer. The spike-and-recovery test was calculated 

by adding to 100, 75 and 25 μL of the pool, volumes of 25, 75 and 100 μL of three standard 

DHEA-S concentrations provided by the EIA kit (0.3, 0.9 and 2.7 ng/mL), respectively. Finally, 

the sensitivity for C, T and DHEA-S was given by the smallest amount of hormonal concentration 

detected. 

Statistical analysis  
Data were analyzed using RStudio software (R version 3.4.4) and, graphically represented using 

GraphPad Prism software (version 8.0.2). For the biochemical validation, Pearson’s Product 

Moment correlation was used to evaluate the relationship between the expected and obtained 

values from serial dilutions of the pool with EIA buffer of C, T, and DHEA-S, respectively. The 

normality of the data was evaluated using a Shapiro–Wilk test and concentrations were log10 

transformed, when necessary, to achieve the normal distribution. A Linear Model was used to 

evaluate the effect of seasonality on hair C, T and DHEA-S concentrations. The period of the year 

(P1-P6) was considered as fixed factor and the individual as a block. A post hoc test over periods 

was performed using Tukey’s multiple comparison test. For the assessment of C/DHEA-S and 

T/C ratios, the same model as exposed before was computed. A Tukey multiple comparison test 

was then performed. Finally, the relationships between hormones (C, T and DHEA-S) were 

explored using Pearson’s Product Moment correlation. Data are presented as mean ± SEM unless 

otherwise stated. The significance level in all data was set at p < 0.05. 

RESULTS 
Biochemical validation of the enzyme immunoassays  
The intra-assay CV was 8.1% for cortisol, 4.9% for testosterone and 3.7% for DHEA-S. The 

dilution test revealed a significant correlation between the observed and the theoretical values for 

C (Pearson’s correlation; r = 0.99, p < 0.01), T (Pearson’s correlation; r = 0.99, p < 0.01) and 

DHEA-S (Pearson’s correlation; r = 0.99, p < 0.01) concentrations. In the spike-and-recovery 

test, the pool spiked with the hormone standards presented a mean recovery percentage of 113.6 

± 25.1% (mean ± SD) for C, 99.7 ± 2.2% (mean ± SD) for T, and 122.9± 15.2% (mean ± SD) 

for DHEA-S. Sensitivity was 0.013 ng/mL, 0.002 ng/mL, 0.017 µg/mL for C, T and DHEA-S, 

respectively. 
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Seasonal Effect on Hair C, T and DHEA-S Concentrations 
Hair C, T and DHEA-S were significantly affected by season (p < 0.05) (Figure 1). HCC, from 

late spring–early summer (P4) (5.5 ± 0.6 pg cortisol/mg hair) and summer (P5) (5.6 ± 0.7 pg 

cortisol/mg hair) were significantly higher (p < 0.05) compared to late autumn–early winter (P1) 

(3.0 ± 0.1 pg cortisol/mg hair) and winter (P2) (3.8 ± 0.4 pg cortisol/mg hair). HTC were higher 

(p < 0.05) in late autumn–early winter (P1) (3.1 ± 0.4 pg testosterone/mg hair) and autumn (P6) 

(3.0 ± 0.2 pg testosterone/mg hair) when compared to the spring concentrations (P3) (1.9 ± 0.2 

pg testosterone/mg hair). DHEA-S from late autumn–early winter (P1) (1525.8 ± 61.9 pg DHEA-

S/mg hair) was significantly higher (p < 0.05) than those concentrations obtained from winter 

(P2) (1186.3 ± 74.4 pg DHEA-S/mg hair). 

 

Figure 1. Hair cortisol (blue), testosterone (red) and DHEA-S (green) concentrations during the 
studied period (P1; late autumn-early winter, P2; winter, P3; spring, P4; late spring-early summer, P5; 
summer, P6; autumn). Data are graphically presented as mean ± SEM. Left axis represent hair cortisol 
and testosterone concentrations (pg/mg of hair), while right axis represent DHEA-S concentrations 
(pg/mg of hair). Different letters represent significant differences between periods (p < 0.05). 

Seasonal Variations of Hair C/DHEA-S and T/C Ratios 
Both C/DHEA-S and T/C ratios were significantly affected by season (p < 0.01) (Figure 2). The 

C/DHEA-S ratio was significantly higher in summer (P5) compared to autumn (P6) and late 

autumn–early winter (P1). The T/C ratio obtained from late autumn–early winter (P1) and autumn 

(P6) were higher to those C/T ratios obtained from P2, P3, P4, and P5. 
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Figure 2. The hair C/DHEA-S (blue) and T/C ratio (red) variations during the studied period (P1; 
late autumn-early winter, P2; winter, P3; spring, P4; late spring-early summer, P5; summer, P6; autumn). 
Data are graphically presented as mean ± SEM. Left axis represent T/C ratio and right axis represent 
C/DHEA-S ratio. Different letters represent significant differences between periods (p < 0.05). 

Hormone Correlations 
The Pearson’s product moment correlation coefficient revealed a positive correlation between 

HTC and HCC (r = 0.43; p < 0.05). No significant correlations between HTC and DHEA-S or 

HCC and DHEA-S were found (p > 0.05). 

DISCUSSION 
The use of hair to assess cortisol concentrations has become increasingly popular in many mammal 

species [13], but the analysis of sexual hormones and other steroids similar to DHEA-S has been 

less employed. To the authors’ knowledge, this is the first study that monitors the seasonal 

variations in T, DHEA-S, C/DHEA-S and T/C ratios in horse hair. The individuals of this study 

were all the same breed and sex (stallions), had similar age and same coat color (black), and were 

housed in the same stable under similar management and nutritional conditions. All these 

conditions were selected to reduce some of the potential sources of variation in steroid hormone 

concentrations [13,18]. Following our findings, we detected that C, T and DHEA-S were 

significantly affected by seasonality, with the highest values of C during summer and the lowest 
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values of T during spring. The hair DHEA-S concentrations were increased in late autumn–early 

winter compared to winter. 

Seasonal variations in HCC have been reported previously, suggesting higher HCC in autumn [17] 

and summer [27]. In accordance, the present results based on the sample analysis across seasons, 

suggests seasonal differences in HCC. We detected a progressive increase in HCC from winter to 

summer. The present results could be due to seasonal differences in the environmental and 

physical (e.g., exercise) conditions affecting long-term cortisol secretion [18]. Horses, with 

centuries of selection for their aptitudes, still face to potential anthropological stressful situations 

[33]. Horses of the present study were habitually used in the Menorca dressage discipline. More 

specific, during summer, horses took part in the centuries-old patron saint festivals held every 

summer in Menorca (Spain). The participation of these animals into the festivals implied a 

significant increase in the amount of exercise compared to the other seasons. Previous studies on 

humans [34] showed how exhaustive training over a period increased steroid hormone 

concentrations in the hair. On the other hand, previous literature has suggested exercise in horses 

as a potential stressor [34,36,37]. Even changes in blood and salivary cortisol reflect acute stressful 

events, the repeated activation of the HPA axis in response to repeated stressful events could 

result in elevated HCC [19,35]. Regarding our results, it could be observed that HCC were lower 

in cold periods (P1 and P2) than in other seasonal periods, coinciding with a lower exercise rate 

of the studied horses during cold weather. The present results would suggest a possible relation 

between exercise and higher HCC. On the other hand, environmental conditions would play an 

important role in hormonal secretion [18]. Some of the environmental factors proposed are 

temperature, humidity, daylight duration and weather conditions in general, but also there is a 

potential influence of management or individual factors in relation to the environment, such as 

nutrition, behavior, and metabolism [13,18]. The ambient temperature outside of the 

thermoneutral zone has been postulated as one of the main climatic stressors for horses [36]. To 

date, as far as we know, there is no literature available on how environmental factors, such as 

temperature, humidity, or daylight duration, affect HCC in the adult horse. However, these factors 

have been studied in foals during the perinatal period, and no significant effect on the HCC 

measured at birth or at 30 days of age was found [37]. In a previous study carried out in our 

laboratory [27], it was observed that, variations in HCC for horses located in the same climatic 

region as our animals were similar to those stated in the present study. The similarities in both 

studies reinforce the hypothesis of a marked seasonality reflected in HCC in stallions located in 

the Western Mediterranean region. 
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Seasonal variations in horse testosterone levels have been previously reported in blood [30,38], 

and faeces [11], although there is a limited evidence of how testosterone changes seasonally. In 

the horse, long days stimulate the gonadal function reaching the maximal activity in spring and 

summer [30,39]. Contrary to expectation, we did not detect higher HTC during spring or summer. 

Our results showed a lower HTC in spring (P3) compared to autumn and early winter (P1 and 

P6). Although we should be cautious when comparing studies using different matrixes and 

methodologies, our results are not in accordance with previous results [11,30], which detected 

higher testosterone concentrations during the breeding season in blood and faeces. The stallions 

from this study, even though all of them were sexually mature [39,40], were not used to breed 

during the study. The housing conditions, individually indoors and stabled in separated boxes, did 

not allow for visual contact with females or geldings. These circumstances could have interfered 

with the generation of sexual stimuli, leading to the increase in testosterone levels during the 

breeding season. Additionally, domestication and breeding selection could have reduced seasonal 

changes in reproductive functions in horses [41], whereas in wild and preserved breeds, or horses 

living outdoors, the strong seasonality could be more preserved [42]. 

DHEA-S showed different accumulation values in hair between seasons. Different species have 

shown seasonal variation in their blood DHEA-S concentrations (e.g., red squirrels or birds 

[43,44]) attributed to territorial behaviors since DHEA-S can be rapidly converted into sexual 

steroid promoters, among others, of sexual conduct [43]. The scarce information available of 

DHEA-S seasonal variations highlights the results obtained in this study. The variations of 

DHEA-S, observed in horse hair, may have a protective function by counteracting cortisol’s 

effects, related to the presence of recurrent or chronic stressors [3,45], as has been previously 

suggested in horses [8], pigs [7], and cows [10,46]. 

The T/C ratio has been suggested to be an indicator of the general imbalance between the mutually 

inhibiting HPG and HPA axes [2]. The T/C ratio has been suggested as a predictor of aggressive 

behavior in different mammal species [47–49]. Additionally, different studies in humans applied 

this ratio as a general indicator of the catabolic/anabolic equilibrium during physical fitness since 

both hormones have antagonistic metabolic functions [2]. Concerning our results, a significant 

decrease from the late autumn–early winter compared to winter was observed and the ratio T/C 

increased from summer to autumn. Additionally, HTC and HCC were positively correlated in this 

study. To the best of our knowledge, the present study is the first to report a seasonal correlation 

of HCC and HTC. Previously, Aurich et al. [30] reported a weak but positive significant correlation 

between blood testosterone and salivary cortisol. Mehta et al. suggested that the levels of 
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glucocorticoids were related to the effectiveness of testosterone functions [47,48]. When cortisol 

levels are high, the relationships between high testosterone and sexual behaviors tend to break 

down [47–49]. Taken together, we suggest, therefore, that an environmentally driven increase in 

HCC may mediate a related increase in HTC in stallions, maybe in an attempt of physiologically 

coping with a stressful situation. 

C/DHEA-S ratio showed variations among seasons. These results may indicate different 

interferences between both steroids when the HPA axis was activated. The C/DHEA-S ratio has 

been proposed as a complementary stress indicator, since DHEA-S has a wide range of opposite 

effects to those produced by glucocorticoids [3]. In addition, C/DHEA-S has been postulated as 

a potential biomarker of resilience and allostatic load [3]. Only a few studies have been carried out 

in ungulates, especially on cows [10,46] and horses [8], exposing how unfavorable environmental 

conditions and animal management lead to an increase in the C/DHEA-S ratio. Although the 

present study does not focus on the behavioral observations, this study provides valuable 

information on the importance of considering seasonality when designing studies using hair as 

integrative retrospective matrix, even for calculating hormone ratios. 

CONCLUSIONS 
To conclude, the results of this study highlight that hair C, T and DHEA concentrations in horses 

change significantly among seasons. While, for HCC, we report a progressive increase in 

concentrations from winter to summer, with the highest values of cortisol during summer; for 

HTC, the lowest levels of testosterone were detected during spring. DHEA-S showed a decrease 

during winter compared to the last period of autumn. Hormonal ratios have been successfully 

assessed in horse hair and we suggest them as a complementary approach to physiological stress 

measurements. Additionally, the ratios evaluated in this paper (T/C and C/DHEA-S) have 

showed seasonal variations. Finally, it is worth remarking that season should be considered as an 

influencing factor when analyzing sexual and stress hormones in hair, as has been described in the 

present study.  
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ABSTRACT 
In several places horses are still being used for traditional purposes. This is the case of the 

centuries-old equestrian celebrations held in Menorca (Spain). In the present study, we aimed to 

evaluate the variations of salivary and plasma cortisol, and the variations of the complete blood 

count to estimate the physiological stress response in stallions following a one-hour training 

session to participate in the Menorca patronal festivals. Cortisol concentrations in saliva and 

plasma were measured by an enzyme-immunoassay and the hematological parameters by using a 

commercial fully automated hematology cell counter. Cortisol concentrations at the end of the 

training session increased significantly, compared to pre-training levels (from 1.20 ± 0.33 to 4.01 

± 0.69 nmol/L for saliva, and from 31.82 ± 10.97 to 55.79 ± 12.01 nmol/L for plasma (mean ± 

SEM; p < 0.05). Within the two hours after finishing the training session, salivary cortisol returned 

to baseline levels (1.62 ± 0.31 nmol/L; p > 0.05). on the other hand, plasma cortisol levels returned 

completely to baseline levels within the 24 hours after finishing the training session. Thus, 

monitoring the salivary cortisol levels might be a better approach to monitor the resumption of 

baseline cortisol concentrations after an exercise in horses. Some of the evaluated hematological 

parameters (red blood cells, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular 

hemoglobin) also increased significantly at the end of the training session (p < 0.05). Overall, the 

present results provide a valuable basis for future research on the physiological implications of 

horses used for traditional festivals. 
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INTRODUCTION 
Because of their resistance and athletic aptitudes, horses have been historically used for various 

anthropogenic purposes, from warfare, transport, and fieldwork in the past, to recreational and 

sports activities nowadays [1]. However, horses are still being used for traditional purposes in some 

places.  

In Menorca (Balearic Islands, Spain), every summer, since at least the XIVth century, traditional 

equestrian celebrations, popularly known as patronal festivals, are held in honor of the cities’ 

patron saints. The patronal festivals are celebrated once a year in each of the eleven towns of 

Menorca. The main character of the patronal festivals is the Menorca Pure-bred stallion, a black 

coated breed, officially classified by the Spanish Ministry of Agriculture, Fisheries, and Food as an 

endangered autochthonous breed. In 2020, there were approximately 3000 individuals mainly 

located in Menorca. The perpetuation through centuries of these events has prompted the 

maintenance and the improvement of this endangered autochthonous horse breed and has led to 

the emergence of the Menorca dressage. Menorca dressage is recognized by its most characteristic 

gait known as bot or walking courbette (Image 1a and 1b). During the festival days, the horses and 

their riders pass through the city's crowded streets. Once all the participants are gathered, the most 

popular event of the patronal festivals, known as jaleo (Image 1b), is celebrated in the main square. 

Horses at the festivals are exposed to potential sources of stress (e.g., crowded places (Image 1b), 

music, other non-cohabitant stallions, the exercise itself, between others.), and they can participate 

in more than one festival per year. Thus, the participant horses are trained over the year to be in 

their best possible physical condition to ensure their successful performance, welfare, and human 

safety at the patronal festival days.  

Despite centuries of selection and domestication, horses still face a multitude of potential stressors 

when they are transported [2,3], trained [4,5], participate in competitions [6–8], or during the rider-

horse interaction [9–11]. When an animal perceives a potential stressor, a response mediated by 

the sympathetic nervous system and the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is initiated 

[4,12,13]. The activation of the HPA axis results, among others, in the secretion into the 

bloodstream of glucocorticoids following the secretion of catecholamines [4,12,13]. Cortisol, the 

primary glucocorticoid in horses, has several supportive and advantageous physiological roles that 

can be useful to the horses' tolerance to the short-term exercise demands [14]. Reducing 

inflammation, promoting metabolic activity, and increasing blood glucose levels are just a few of 

the beneficial effects of cortisol in exercised horses [4]. Cortisol can be measured in different 
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matrices [12,15,16]. In horses, cortisol has been frequently measured in the blood [17–20], and 

less commonly in urine [21], feces [22,23], hair [24–26], or saliva [27–29]. Cortisol assessment in 

blood and saliva allows on-time monitoring of HPA-axis activity and an indirect measure of the 

physiological stress reaction of the animal [12,15]. Blood cortisol is secreted by passive diffusion 

into saliva and gives ongoing feedback on free cortisol levels [19,30]. Hence, these matrices, blood, 

and saliva, are ideal for assessing short-term physiological stress reactions [31]. Furthermore, 

monitoring the changes in hematological parameters concerning the duration, frequency, intensity, 

and type of workloads in various equine disciplines has been the primary approach to assess the 

effect and efficacy of training [32,33]. Blood adaptations occur during physical activity to provide 

an appropriate delivery of oxygen and blood-borne substrates to muscles and remove metabolites 

and waste products [1].  

 

Image 1. Menorca pure-breed stallion during the patronal festivals. The horses perform the most 
characteristic gait of the Menorca dressage and the patronal festivals: the bot or walking courbette. Image 
1b also illustrates the most popular event of the festivals, commonly known as jaleo. Photo credits by: 
Catalina Pascual.  

 

The stress response of the horses subjected to dressage training [34], race training [5,35], or 

jumping courses [34] has been well documented in the literature. However, the stress response of 

the horses trained to participate in traditional equestrian events, like those performed in Menorca, 

remains to be explored. The lack of specific studies in this field of equitation science offers an 
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opportunity to study the physiological stress response of horses trained to participate in these kind 

of events. 

This study aimed to evaluate the variations of salivary and plasma cortisol, and the variations of 

the complete blood count to estimate the stress response in stallions following a one-hour training 

session to participate in the Menorca patronal festivals. We hypothesized that a one-hour training 

session would induce an increase in plasma and salivary cortisol concentrations and an adaptation 

of the hematological parameters to cope with the stress physiological demands produced by the 

training session. 

MATERIALS & METHODS 
Animals, housing conditions, and ethics considerations 
A total of eight (n=8) individuals, housed in Centro Ecuestre Equimar (Maó, Menorca, Balearic 

Islands, Spain), were included in the study. The following inclusion criteria were established:                

a) Pure Breed Menorca stallion, b) Participant in the patronal festivals on a regular basis, and              

c) Absence of illness and lameness from at least one week before the beginning of the study.  

The individuals were aged between eight and twelve years old. The body condition score (BCS) 

was evaluated using the 0 (emaciated) to 5 (extremely fat) scale [36]. For all the stallions evaluated 

in the present study, BCS was 3 (moderate to good body condition). Individuals were fed with a 

commercial horse diet three times per day with ad libitum access to hay and running water.   

The study was conducted following the principles and guidelines of the Ethics Committee on 

Animal and Human Experimentation from the Universitat Autònoma de Barcelona (Barcelona, Spain) 

and following the Directive 2010/63/EU on the protection of animals used for scientific 

purposes.  

Training schedule, environmental conditions, and salivary and blood sampling  
The exercise was designed as a standard one-hour training session to participate in the Menorca 

patronal festivals (Figure 1) and took place in an arena of 20 x 40 m. The arena was located in the 

same place as the stables (Centro Ecuestre Equimar), and all participant horses were well habituated 

to the environment where the training session was developed. The exercise was performed 

between 5 and 6 p.m. on August 30th, 2019. Mean day temperature was 25.6°C [Tmin 21°C – 

Tmax 30.2°C] and the mean relative humidity was 76% (record from Agencia Estatal Meteorológica; 

Ministry for the Ecological Transition and the Demographic Challenge, Spain). During the training 
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session, the horses were ridden by their regular rider to avoid additional sources of stress, and all 

the horses were exercised simultaneously.  

Samples from each sampling time were collected within a range of 10 minutes to avoid potential 

sources of circadian cortisol variations [19]. As shown in Figure 1, saliva was collected to obtain 

the baseline values at rest [S1; 30 min before the exercise]. Then, during the exercise [S2; 30 min 

of exercise], at the end of the exercise [S3]; 2 hours [S4] and, 24 hours after the end of the exercise 

[S5]. Blood samples were collected to obtain the baseline values at rest [B1; 30 min before the 

exercise]. Then, at the end of the exercise [B2]; 2 hours post-exercise [B3], and finally, [B4] 24 

after the end of the exercise. A complete blood count was performed from samples B1 and B2. 

 

Figure 1. Schematical representation of the sampling timeline and the training session development. 
The upper part represents the chronogram of the session. The lower part indicates the gaits, duration, 
and collected samples. Sx (blue) for salivary samples and Bx (red) for plasma samples. 

 

Saliva was collected using sterile mounted swabs (Sugi®, Eschenburg, Germany) specially 

designed to absorb secretions, rubbing both cheeks mucosa and under the tongue for twenty 

seconds. Saliva was recovered from the sterile swab placing it into a sterile syringe and pressing 

the plunger until the obtention of a minimum volume of 0.2 mL. Finally, samples were stored at 

-20°C until assayed. Blood samples were collected by jugular venipuncture with a 5mL syringe and 

23G needle. For the complete blood count, samples were placed into EDTA blood collection tube 

(Eurotubo®, Deltalab, S.L. Barcelona, Spain) and the hematological parameters: red blood cells 

(RBC); hemoglobin (HGB); hematocrit (HCT); mean corpuscular volume (MCV); mean 

corpuscular hemoglobin (MCH); mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC); white 

blood cells (WBC); lymphocytes (LYM); platelets (PLT); were analyzed. The analysis was 

computed using a commercial fully automated, species-specific benchtop hematology cell counter 

(ABACUS Junior VET™, Diatron). For the hormonal analysis, blood was placed into lithium 

heparinized blood collection tube (Eurotubo®, Deltalab, S.L. Barcelona, Spain) and centrifuged 
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at 3000 × g for 5 min. Plasma samples were transferred into a 1.5 mL microtube and stored at -

20°C until assayed. 

Cortisol quantification and biochemical validation of the enzyme immunoassay 
Enzyme immunoassay kits (Neogen Corporation®, Ayr, UK) were used to quantify salivary and 

plasma cortisol concentrations. According to the manufacturer, cross-reactivity of the EIA cortisol 

antibody with other steroids was: prednisolone 47.4%, cortisone 15.7%, 11-deoxycortisol 15.0%, 

prednisone 7.83%, corticosterone 4.81%, 6β-hydroxycortisol 1.37%, 17-hydroxyprogesterone 

1.36%, deoxycorticosterone 0.94%. Steroids with a cross-reactivity <0.06% are not presented. The 

precision, specificity, accuracy, and sensitivity criteria were followed to carry out the biochemical 

validation of the assays [37]. The validation tests were performed using a two constituted pool, 

one from saliva and another from plasma samples, created with 30µL from each of the salivary 

samples and 500 µL from 6 plasma samples. The precision was assessed by calculating intra-assay 

coefficients of variation from all duplicated analyzed samples. The specificity of the test was tested 

by calculating the linearity of the dilution using 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 dilutions of the salivary pool 

diluted with the EIA buffer provided by the kit. For plasma, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:10 dilutions of the 

plasma pool with the EIA buffer provided by the kit were used. The accuracy was assessed through 

the spike-and-recovery test, calculated by adding to 100, 75, and 25 μL of the salivary pool, 

volumes of 25, 75, and 100 μL of three different cortisol concentrations provided by the EIA kit 

(0.2, 0.4, and 1 ng/mL). The spike-and-recovery test was calculated for plasma by adding to 100, 

75, and 25 μL of the plasma pool, volumes of 25, 75, and 100 μL of three different cortisol 

concentrations provided by the EIA kit (0.4, 1, and 2 ng/mL). Finally, the sensitivity was given by 

the smallest cortisol concentration that the assay could detect and measure for both matrices. 

Statistical analysis 
Data were analyzed using RStudio software (R version 3.4.4) and were graphically represented 

using GraphPad Prism software (version 8.0.2). For the data obtained in the dilution test and the 

spike and recovery test of the EIA biochemical validation, a Pearson’s Product Moment 

correlation was applied between the expected and obtained values for saliva and plasma, 

respectively. The normality of the data was evaluated using a Shapiro-Wilk test, and concentrations 

were log10 transformed to achieve the normal distribution. A Linear Mixed Effects Model was 

used to evaluate, for saliva and plasma respectively, the changes of cortisol concentrations. The 

sampling time was set as a fixed factor, and the individual was considered as a random factor. A 

posthoc Tukey’s multiple comparison test was performed when the significance of the fixed factor 
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was stated. The interrelationship between salivary and plasma cortisol concentrations was 

calculated using a Pearson’s Product Moment correlation. After testing the normality of the data 

by a Shapiro Wilk-test, changes in hematological parameters between the values obtained at rest 

[B1; 30 min before the exercise] and values obtained at the end of the training session [B2] were 

evaluated by using a paired t-test for RBC, HGB, HCT, MCV, MHC, MCHC, and WBC, and by 

a Wilcoxon signed-rank test for LYM and PLT. The significance level was set at p < 0.05. 

RESULTS 
Biochemical validation 
The assessed coefficient of variation was 8.20% and 4.91% for saliva and plasma, respectively. In 

the dilution test, the obtained and expected cortisol concentrations for saliva and plasma 

concentrations were significantly correlated (r = 0.99, p < 0.01). In the spike-and-recovery test for 

saliva, the average of recovery percentage was 107.6 ± 10.0%, and the obtained and theoretical 

concentrations were significantly correlated (r = 0.99, p < 0.01). Regarding the spike-and-recovery 

test for plasma, the average of recovery percentage was 97.34 ± 10.6 %, and the obtained and 

theoretical concentration showed a significant correlation coefficient (r = 0.99, p < 0.01). The 

assay's sensitivity for salivary cortisol was 0.07, and 0.05 nmol/L for plasma. The biochemical 

validation of the EIA showed reliable results and demonstrated the assay’s precision, specificity, 

accuracy, and sensitivity in measuring horse salivary and plasma cortisol. 

Salivary and plasma cortisol concentrations 
The results of salivary and plasma cortisol concentrations are presented in Figure 2. Salivary and 

plasma cortisol concentrations increased significantly after 60 min (S3, B2) of exercise (p < 0.05) 

in comparison to the levels at rest (S1 and B1). Salivary cortisol concentrations detected 30 min 

after the start of the exercise did not differ significantly (p > 0.05) from the values obtained at rest 

(S2 vs. S1, S4, and S5). Additionally, salivary cortisol concentrations returned to baseline levels 

within the two hours after finishing the exercise (S4 vs. S1 and S5). For plasma cortisol 

concentrations, values obtained two hours after the exercise (B3) did not differ significantly from 

samples B1 and B2 (p > 0.05). Finally, the Pearson’s product-moment correlation between salivary 

and plasma cortisol concentrations revealed a significant positive correlation (r = 0.67; p < 0.001). 



 79 

 

Figure 2. A) Mean ± SEM salivary cortisol concentrations (nmol/L) from the evaluated horses (n=8) 
at five different sampling times: [S1] 30 min before the exercise, [S2] after 30 min of exercise, [S3] at 
the end of the exercise; [S4] 2 hours and [S5] 24 hours post-exercise. B) Mean ± SEM plasma cortisol 
concentrations (nmol/L) from the evaluated horses (n=8) at four different sampling times: [B1] 30 min 
before the exercise, [B2] at the end of the exercise; [B3] 2 hours and, [B4] 24 hours post-exercise. 
Different lowercase letters indicate significant differences (p < 0.05) between different sampling times. 

Hematological parameters 
Hematological differences between B1 and B2 are presented in Figure 3. A significant increase in 

RBC, HGB, HCT, MCV, and MHC was detected (p < 0.05). No significant differences in MCHC, 

WBC, LYM, and PLT were detected (p > 0.05).  
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Figure 3. Boxplot of red blood cells (RBC); hemoglobin (HGB); hematocrit (HCT); mean corpuscular 
volume (MCV); mean corpuscular hemoglobin (MCH); mean corpuscular hemoglobin concentration 
(MCHC); white blood cells (WBC); lymphocytes (LYM); platelets (PLT) obtained 30 minutes before 
[B1] and at the end of the training session [B2]. Whiskers plot down to the minimum and up to the 
maximum value. Line plots the median, and boxes extend from the 25th to 75th percentiles. The dots 
represent individual values. Asterisks indicate significant differences (* p < 0.05; ** p <0.01) between 
different sampling times.  

 

 DISCUSSION 
In the last decades, the social interest in animal welfare has increased substantially. In this sense, 

several concerns have heightened over the use of animals in traditional celebrations. This is the 

case of the centuries-old Menorca patronal festivals. The participant stallions are trained over the 

year to participate in these events and must face different physiological demands during the 

festivals and the training sessions. In the present study we aimed to evaluate the variations of 

salivary, plasma cortisol, and hematological parameters (RBC, HGB, HCT, MCV, MHC, MCHC, 

WBC, LYM, and PLT) to estimate the physiological stress response in stallions following a one-

hour training session to participate in the Menorca patronal festivals. The results of the present 
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paper describe how the stallions following a one-hour training session, a moderate-intensity 

exercise of intermediate duration compared with the proper activity performed during the festivals 

that last for more than 5 hours, produced a significant increase of the salivary and plasma cortisol 

values. Two hours after finishing the activity, salivary cortisol concentrations returned to baseline 

levels. Additionally, some of the evaluated hematological parameters (RBC, HGB, HCT, MCV, 

MHC) increased significantly compared to the pre-exercise levels. The present study provides new 

knowledge on the physiological stress response of the horses trained to participate in the patronal 

festivals, a particular use of horses not evaluated to date. Nonetheless, these results must be 

interpreted with caution because of the small sample size (n=8) and the repeatability of the study 

since only a single exercise period was evaluated. 

The use of cortisol to estimate the stress response is subjected to potential influencing factors that 

must be considered. In saliva and plasma, cortisol is secreted following a circadian pattern, a daily 

biological oscillation that peaks in the early morning and progressively decreases during the day 

with the lowest cortisol concentrations in the evening [19,38,39]. Because of that, all horses were 

exercised simultaneously, and the samples of all the studied individuals were taken within a range 

of 10 minutes. In horses, another situation that has been suggested to produce potential additive 

stress is the interaction and the expertise of their rider [9–11]. Consequently, horses of the present 

study were ridden by their regular riders. The arena conditions also have been suggested as a 

potential stressor for horses [29]. In this sense, the training session was developed at the stallions’ 

stables arena, where the horses were well habituated to the environment. On the other hand, the 

day of the evaluated training session a mean temperature of 25.6°C [Tmin 21°C – Tmax 30.2°C] 

with a mean relative humidity of 76% was registered (record from Agencia Estatal Meteorológica; 

Ministry for the Ecological Transition and the Demographic Challenge, Spain). Climate conditions 

have been shown to play an important role in the physiological stress response to exercise in horses 

and their adaptability to changing climate conditions [40,41].  

Cortisol concentrations, both in saliva [3,8,9,28,42] and plasma [5,18,43,44] have been extensively 

used to estimate the physiological stress response to exercise and different situations to which 

sport and recreational horses are regularly exposed. Thus, the relationship between cortisol and 

other physiological stress indicators has been studied. A direct relationship has been established 

between cortisol concentrations and blood lactic acid [45], heart rate, respiratory rate, rectal 

temperature [18], or eye temperature [46], all of them indicators of the intensity and effort of the 

exercise and therefore indicators of the physiological stress response.  
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In the present study, one hour of exercise significantly increased the salivary cortisol 

concentrations compared to the levels assessed at rest (S3 vs. S1, S4, S5). Following our results, 

we detected a mean increase of approximately 100% after 30 minutes of exercise (S2) but not 

significant compared to the pre-exercise values (S1). On the contrary, the obtained values at the 

end of the exercise (S3) showed a significant mean increase of approximately 240% compared to 

the pre-exercise values (S1). These findings are in line with other studies that exposed the horses 

to different types of exercise. Peeters et al. [9] described an increase of salivary cortisol 

concentrations by approximately 190%, comparing the baseline levels with the levels obtained 

during a show-jumping competition. Kedzierski et al. [5] showed an increase of 150% immediately 

after a short exercise of moderate intensity (800 m galloped distance), or Peeters et al. [47] revealed 

that salivary cortisol was 340% higher after a cross-country road event than just before the start.  

 Exercise-induced elevations in plasma cortisol concentrations have been well reported in horses 

[5,7,18,43,44] and therefore, the increase in plasma cortisol concentrations following the training 

session was expected. Other investigations have reported that plasma cortisol levels increase might 

reflect the exercise's duration, intensity, and stress level [14]. Horses participating in endurance 

[35], cross country events [47], or draught activities [48] showed, as well as seen in our study, 

increases in blood cortisol levels. Regarding our results, we detected an increase of approximately 

75% right after the end of the exercise (B2) compared to the pre-exercise levels (B1). As mentioned 

above, the salivary cortisol concentrations increased 100% after 30 min of exercise and 240% after 

60 min, a greater increase in salivary cortisol concentrations than in plasma. Steroids in the blood 

are mostly linked to corticosteroid-binding globulin (CBG), with a low percentage of cortisol 

remaining free and physiologically active [49]. After a stressful situation, the CBG becomes 

saturated, increasing the free fraction of circulating cortisol. Therefore, by passive diffusion, 

cortisol increases the salivary cortisol concentrations [30,49]. This would highlight the different 

magnitude increases detected between salivary and plasma cortisol concentrations in the evaluated 

stallions. Our results align with Kedzierski et al. [5], who stated an increase in salivary cortisol, 

approximately five times higher than the increase detected in the plasma right after race training. 

Overall, taking all the present results together demonstrates how the stallions' stress response 

following a training session to participate in the patronal festivals generates an activation of the 

HPA axis comparable to those generated in other common equestrian disciplines (e.g., dressage, 

race, or jumping courses). Additionally, the observed increases in cortisol concentrations, both in 

saliva and plasma, should also be related to the hormone's several supportive and advantageous 

physiological roles with the horse tolerance to the short-term exercise demands [14].  
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The recovery of the basal cortisol levels in horses has been reported to be variable in saliva and 

plasma and may depend on the stimulus to which the animal has been exposed. For example, the 

return to salivary cortisol basal values after transportation has been described to be, irrespective 

of the transport duration, two hours after the truck unloading [3] or between 30 min and one hour 

after a jumping course [9,11]. A decreasing but not significant tendency between the end and two 

hours post-training session (B2 vs. B3) was observed for plasma cortisol concentration. Opposite 

to the observed in the present paper, Casella et al. [18] described the recovery of plasma cortisol 

concentrations within the two hours after finishing a reining training session. For salivary cortisol, 

baseline levels were restored within the two hours after finishing the exercise. The present results 

demonstrate a faster resumption of baseline cortisol levels in saliva than in plasma. This finding 

would postulate the assessment of salivary cortisol levels as a better approach to monitor the 

recovery of cortisol concentrations after an exercise in horses since the biologically active fraction 

of the hormone is measured.   

Hematological and cardiovascular adaptations are necessary for sport horses to ensure the oxygen 

and nutrient demands of the musculoskeletal system, as well as to eliminate metabolites produced 

in response to exercise and training [1]. Thus, hematological parameters would be subjected to the 

horses' age, sex, size, and weight [50]. In line with previous studies in horses [18,33,51,52], we 

observed how RBC, HGB, HCT, MCV, and MHC increased significantly at the end of the training 

session (B2) in comparison to pre-exercise values (B1). The activation of the sympathetic nervous 

system during exercise causes splenic contraction leading to an increase of the RBC, HGB, HCT, 

MCV, and MHC values because of the mobilization of the splenic reserve of RBCs [1,52]. Hence, 

the splenic contraction is associated with erythrocyte shift, leading to increased oxygen-carrying 

capacity [1,53]. The variations in WBC count, which occurs after any exercise, are frequently 

equated to the inflammatory response [33,54]. The increase in leucocytes seems not to be caused 

by the production of new cells but rather by an increase in lymphocytes, mainly from the spleen 

contraction [51,55]. The evaluated stallions did not show significant changes in WBC and LYM. 

This finding follows other results in horses [32,33,54], even Miglio et al. [33] found significant 

changes only in the differential white blood cell count during the initial training of thoroughbred 

racehorses. The horses enrolled in our study were healthy and habituated to the exercise 

performed, suggesting that the intensity, the stress reaction, and the general fitness of the horses 

might be relevant in the WBC variations during the training session [32,33,54]. Finally, no changes 

in PLT were detected, contrary to results presented by Miglio et al., Fazio et al., and Zobba et al. 

[33,55,56] in which a possible relation between exercise and platelet variation was described. 
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Similar to our results, Andriichuk and Tkachenko [51] did not found any apparent effect of 

exercise on PLT.  

CONCLUSIONS  
This study evaluates for the first time the variations of salivary, plasma cortisol, and several 

hematological parameters to estimate the stress response in stallions following a preparatory 

training session to participate in the patronal festivals of Menorca. We have confirmed how 

cortisol concentrations in saliva and plasma increased significantly in stallions following one hour 

training session and decreased to baseline values within the two hours after finishing the activity 

for saliva, and within the twenty-four hours for plasma. Thus, monitoring the salivary cortisol 

levels would be a better approach to monitor the resumption of baseline cortisol concentrations 

after an exercise in horses. Additionally, we have observed how cortisol and hematological 

adaptations resemble other common equestrian disciplines. Overall, the present results provide a 

good basis for future research into the horses' physiological implications at the Menorca patronal 

festivals and other activities based on similar intensity and duration. 
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ABSTRACT  
In many countries, horses remain involved in traditional equestrian events such as those celebrated 

in Menorca (Spain), every year, since at least the XIVth century. The present study aimed to 

evaluate the variations of salivary cortisol concentrations to estimate the physiological stress 

response in horses at the Menorca patronal festivals. For this purpose, we assessed the salivary 

cortisol variations by enzyme immunoassay before, during, and after the festivals for three 

consecutive days. The first day, samples were taken before the start of the festivals (9-10 a.m.), 

and during the festivals (8-9 p.m.). The second day of the patronal festivals, the samples were 

taken on the morning (9-10 a.m.) and the afternoon (3-4 p.m.). On the third day, once the patronal 

festivals ended, the last batch of samples were collected at 8-9 p.m. Additionally, a control group 

was sampled two different days apart from the celebration at 8-9 a.m., 3-4 p.m., and 8-9 p.m. 

salivary cortisol concentrations from the control group did not show significant differences 

between sampling hours and the day of sampling (p > 0.05). All the samples collected during the 

patronal festivals presented significantly higher cortisol levels in comparison to the control group 

and the sample collected before the start of the patronal festivals (p < 0.05). Within the twenty-

four hours after the end of the patronal festivals, cortisol concentrations returned to baseline levels 

and did not differ significantly from the control group (p > 0.05). Results of the present study 

suggest that the evaluated traditional equestrian event triggers an acute stress response which the 

horses cope successfully and returns to baseline levels within 24h after the end of the event. 

Overall, the current work provides a basis for future research on the stress physiology of horses 

that take part in traditional celebrations or similar events.  
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INTRODUCTION  
In many countries, especially those from the Mediterranean region, equestrian celebrations, games, 

and tournaments whit a religious or historical origin represent an alternative to the common use 

of horses [1]. In Menorca (Balearic Islands, Spain), every summer since at least the XIVth century, 

cavalry events are held in honor of the city's patron saint and are popularly known as patronal 

festivals or celebrations. Although the origin of these particular acts is unclear the main accepted 

hypothesis is that they started during the Medieval period and as a consequence of the creation of 

the commissions in charge of the churches. Those commissions had the purpose of collecting 

money to upkeep the ecclesiastic building and the collections were done by riding on horseback 

in pilgrimage through the town. At present, the main characters of the celebrations are the horses, 

and the most commonly used breed is the Menorca Purebred horse. This native horse breed is 

used to perform Classical and Menorca dressage, a distinctive type of dressage in which the horse 

practices exercises and movements similar to those performed during the patronal festivals [2]. 

The centuries-old celebrations have supported the maintenance and improvement of this native 

horse breed, and nowadays, there is a census of approximately 3000 animals, mainly located in 

Menorca. In the last few years, the social interest in the welfare of the participant horses has grown 

substantially since the animals must face potentially stressful situations during the acts. Therefore, 

evaluating their stress response may be the primary approach to the success in the horses' 

performance and well-being, as described in other common equestrian disciplines. [3]. 

The evaluation of the horses’ stress response includes the assessment of behavioral and 

physiological indicators [4]. Cortisol, the final product released into the blood after the activation 

of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA), has lately become one of the most commonly 

assessed physiological indicators of the stress response, not only in horses but also in other species 

[5–7]. Different studies have reported a positive correlation between cortisol concentrations and 

heart rate, respiratory rate, rectal temperature [8], eye temperature [9] or blood lactic acid [10], all 

of them indicators of the intensity and effort of the exercise and therefore indicators of the 

physiological stress response in horses. Furthermore, cortisol has many supportive and 

advantageous physiological roles, including maintaining and restoring body homeostasis [6,7]. 

Thus, cortisol participates in the horses' tolerance and adaptation to the short-term exercise 

demands [7]. 

The measurement of blood cortisol in horses has long been the most common method for 

measuring cortisol concentrations, but recently, salivary cortisol analysis has become increasingly 
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popular to assess the adrenocortical response [5,11,12]. Salivary cortisol represents the biologically 

active form of the hormone [5,13], and a strong association between levels in blood and saliva has 

been described in horses. After an adrenocorticotropic hormonal challenge Peeters et al. [11] 

demonstrated that the horses’ total blood cortisol concentrations might account for 80% of 

salivary cortisol concentrations and vice versa. Additionally, the salivary cortisol measurement 

offers a non-invasive and easy tool to perform a repeated and “non-disturbing” sampling for the 

animal [14,15], ideal in those situations where blood collection may be difficult or impossible to 

perform. Furthermore, compared to blood sampling, saliva collection does not require trained and 

qualified personnel to collect the samples [14,15]. The stress response of horses subjected to 

different exercises and sport activities such as competition [16–18], recreational activities [19–21] 

and training [22–24] has been well studied, including the measurement of salivary cortisol 

concentrations. Regarding horses used in traditional equestrian events, Pazzola et al. [1] explored 

the stress-related physiological changes in horses of Sa Sartiglia tournament (Sardinia, Italy), also 

celebrated since centuries ago and with some similarities with the Menorca celebrations. However, 

to date, no studies have been performed to determine the physiological stress responses of the 

horses that participate in the Menorca patronal festivals.  

The present study aimed to evaluate the variations of salivary cortisol concentrations to estimate 

the stress response in stallions at the Menorca patronal festivals. For this purpose, we monitored 

the salivary cortisol variations before, during, and after the celebrations. We hypothesized that the 

horses' activity in the patronal festivals would produce an acute and transitory stress situation that 

would be reflected, among others, by an increase in the salivary cortisol concentrations during the 

celebration days and a decrease within the hours following the end of the events.  

 MATERIALS & METHODS  
Patronal festivals  
Each year the September 7th and 8th, more than a hundred stallions and their riders participate in 

the patronal festivals celebrated in honor of the Virgin of Grace in Maó (Menorca, Spain). The 

festivals are celebrated once a year and include different religious and popular events in the 

presence of thousands of people. During the celebration days, on September 7th, the horses start 

the performance at 4.00 p.m., until the midnight. Then the horses rest in their stables until the 

next day. On September 8th, the performance starts at 8.30 a.m. and ends around 4.00 p.m. Each 

day of celebration begins with a parade through the village on a pilgrimage to the church (Image 

1.a) where the messes in honor of the city's patron saint are held. This is the first resting period of 
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the horses after the beginning of each day. The resting period for horses during the mess is variable 

(about 1.5h on September 7th and 2-2.5h on September 8th). Once the religious acts are ended, the 

horses head towards the village's main square, where the principal event, named "jaleo", is 

celebrated (Image 1.b). The “jaleo” consists of rearing up the horses performing the popular gait 

known as “bot” (walking courbette). This process is repeated three times per individual each day 

of celebrations and is commonly known as “jaleo round” and it must take less than 1.5min for 

authorities' recommendation. Between jaleo rounds, horses are resting for approximately 1-1.5h. 

 

Image 1. (a) Horses and riders in pilgrimage to the church (Maó, Menorca, Spain). Photo credits by 
Trevor Fryhatt. (b) Horse performing the “bot” in the middle of the villages’ crowded main square 
during the jaleo round. Photo credits by Catalina Pasqual. 

Animals, sampling, and ethics  
The design of the study was planned according to the different phases and necessities of the 

patronal festivals. Two different years of the celebrations were studied (2016 and 2018, named A 

and B respectively). Nineteen and seventeen Pure Breed Menorca stallions were included in the 

study for the 2016 and 2018 editions, respectively. Animals included in the study were regular 

participants in the festivals. All individuals were healthy and lacked any history of illness during 

the studied period. The body condition score (BCS) was evaluated using the 0 (emaciated) to 5 



 98 

(extremely fat) BCS scale [25]. For all the stallions evaluated, the BCS was 3 (moderate to good 

body condition). 

 

Figure 1. Schematical representation of the sampling timeline. Control samples were taken between 9-
10 a.m. (C1), 3-4 p.m. (C2), and between 8-9 p.m. (C3). During patronal festivals samples were taken 
in the morning of the September 7th before the start of the festivals between 9-10 a.m. (F1) and during 
the festivals between 8-9 p.m. (F2). On the September 8th the samples were taken between 9-10 a.m. 
(F3) and 3-4 p.m. (F4). Finally, the last sample was collected the day after the festivals, on September 
9th between 8-9 p.m. (F5). The same procedure was followed in both studied editions (2016 and 2018, 
named A and B respectively). Clear gray boxes respresent non-active periods and dark gray boxes 
represent active periods.  

 

Saliva was collected using sterile mounted swabs (Sugi®, Eschenburg, Germany) specially 

designed to absorb secretions, rubbing the cheeks mucosa and under the tongue for twenty 

seconds. Saliva was recovered from the swab placing it into a sterile syringe and pressing the 

plunger until the obtention of the maximum possible volume. Samples were stored under freezing 

at -20ºC until assayed. We followed the timeline presented in Figure 1. The first sample was taken 

on the morning of September 7th, before the start of the festival, between 9-10 a.m. (F1). The 

following sample was collected between 8-9 p.m. (F2). On September 8th the samples were taken 

between 9-10 a.m. (F3) and between 3-4 p.m. (F4). Finally, the last sample was collected the day 

after the festival had ended, on September 9th between 8-9 p.m. (F5). The same protocol and 

timeline were followed on both studied editions. When the samples were collected before and 

after the celebrations (F1 and F5), the horses stayed at their own stables, while during the patronal 

festivals (F2, F3, and F4), the samples were collected in situ, trying to avoid the disturbance of the 

event. Additionally, we sampled a control group of ten stallions to set the salivary cortisol baseline 
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values between 9-10 a.m. (C1), 3-4 p.m. (C2), and 8-9 p.m. (C3). From the control group two 

replicates (one in August and another in September of 2019) were collected to avoid potential 

seasonal influence on salivary cortisol concentrations [26]. The sampling days in the control group 

were kept apart from any housing and handling related changes or disturbances. The sampling 

procedure followed was the same as the above mentioned. The samples C1 was used as a control 

for samples F1 and F3, C2 was used as a control for samples F4, and C3 was used as a control 

from samples F2 and F5 (Figure 1). 

During the study, all animals were managed following the principles and guidelines of the Ethics 

Committee on Animal and Human Experimentation from the Universitat Autònoma de Barcelona 

(Barcelona, Spain) and following the Directive 2010/63/EU on the protection of animals used for 

scientific purposes. No other manipulation different from the salivary collection was performed. 

Additionally, informed consent from the horses’ owners was obtained before the start of the study. 

Cortisol quantification and biochemical validation of the enzyme immunoassay 
Enzyme immunoassay kit (Neogen Corporation©, Ayr, UK) was used to quantify salivary and 

plasma cortisol concentrations. According to the manufacturer, cross-reactivity of the EIA cortisol 

antibody with other steroids was: prednisolone 47.4%, cortisone 15.7%, 11-deoxycortisol 15.0%, 

prednisone 7.83%, corticosterone 4.81%, 6β-hydroxycortisol 1.37%, 17-hydroxyprogesterone 

1.36%, deoxycorticosterone 0.94%. Steroids with a cross-reactivity <0.06% are not presented. 

Briefly, the criteria of precision, specificity, accuracy and sensitivity were followed to carry out the 

biochemical validation of the assays [27]. The precision was assessed by calculating the coefficients 

of variation from all duplicated analyzed samples. The specificity of the test was tested by 

calculating the linearity of the dilution using 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 dilutions of the salivary pool diluted 

with the EIA buffer provided by the kit. The accuracy was assessed through the spike-and-

recovery test, calculated by adding to 100, 75 and 25 μl of the pool, volumes of 25, 75 and 100 μl 

of three cortisol concentrations provided by the EIA kit (0.2, 0.4 and 1 ng/ml). Finally, the 

sensitivity was given by the smallest cortisol concentration that the assay was able to detect and 

measure. For the present study inter-CV and intra-CV were 12.3% and 6.2% respectively. The 

complete results of the biochemical validation are reported in Chapter II.  

Statistical analysis  
Data were analyzed using RStudio software (R version 3.4.4) and, graphically represented, using 

GraphPad Prism software (version 8.0.2). Data is presented as mean ± SEM unless otherwise 

stated. The significance level in all data was set at p < 0.05. The normality of the data was evaluated 
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using a Shapiro-Wilk test and salivary cortisol concentrations were log10 transformed to achieve 

the normal distribution. To analyze the effect of the replicate and the sampling time in the salivary 

cortisol concentrations of the control group a Linear Mixed Effect model was used considering 

the sampling day (D1 or D2) and the sampling time (samples C1, C2, C3) as fixed factors and the 

individuals as random factor followed by an ANOVA performed on the fitted model. To evaluate 

the changes in salivary cortisol concentrations during the festivals a Linear Mixed Effect model 

setting the edition of the celebration (A and B) and the sampling time (samples F1 A,B, F2 A,B, F3 

A,B, F4 A,B, F5 A,B) as fixed factors and the individuals as random factor. An ANOVA was 

performed on the fitted model. Finally, a Dunnett's post hoc test was performed between the 

control and the patronal festival group. Sample C1 was compared with F1A,B and F3 A,B, C2 was 

compared with F4 A,B and finally, C3 was compared with F2 A,B and F5 A,B.  

RESULTS  
Salivary cortisol variations  

 

Figure 2. Mean salivary cortisol concentrations (nmol/L) ± SEM according to the sampling stage. Cx 
samples indicate the samples of the control group in comparison to the samples obtained the festival 
days (Fx). Upper asterisks indicate significant differences. 

 

Changes in salivary cortisol concentrations for control group and participant horses are presented 

in Figure 2. Salivary cortisol concentration in the control group was not significantly influenced 

by the sampling day nor the sampling time (p > 0.05). A significant effect of the sampling time (p 

C1 v
s F

1 (
8-9

 a.
m.)

C2 v
s F

2 (
8-9

 p.
m.)

C1 v
s F

3 (
8-9

 a.
m)

C3 v
s F

4 (
3-4

 p.
m.)

C2 v
s F

5 (
8-9

 p.
m.)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

!

!

!
!

!

SA
LI

VA
RY

 C
O

RT
IS

O
L 

CO
N

CE
N

TR
AT

IO
N

 (n
m

ol
/L

)

Control

A edition

B edition!

****

*

****

*****

****

*



 101 

< 0.05) on salivary cortisol concentrations was detected during the patronal festivals while no 

influence of the edition (A and B) was detected (p > 0.05). The Dunnet’s pot hoc test revealed 

that samples collected during festivals were significantly higher in comparison to samples from 

the control group. Finally, within the twenty-four hours after the end of the celebrations F5 (8-9 

p.m.), samples were not significantly different (p > 0.05) compared to the samples C2 (8-9 p.m.) 

obtained from the control group. 

DISCUSSION 
In the present study we aimed to evaluate the physiological stress response in horses participating 

at the Menorca patronal festivals by measuring the salivary cortisol variations. Therefore, we 

hypothesized that the participation of the horses at the celebrations would trigger an acute and 

transitory stress response that would be reflected by an increase of the salivary cortisol values 

during the festival days. The results of the present study corroborate our hypothesis and, for the 

first time, describes the generated physiological stress response in stallions involved in these 

centuries-old events.  

To set the salivary cortisol baseline levels, we sampled a control group of ten stallions at three 

different times of the day [ 9-10 a.m. (C1), 3-4 p.m. (C2), and 8-9 p.m. (C3)] repeating the process 

two different days (one in August and another in September of 2019) to avoid potential sources 

of seasonal variations [28-30]. Baseline salivary cortisol concentrations detected in the present 

study showed similar values to other jumping and dressage horses [15,31]. Additionally, no 

significant effect of the day of sampling and the sampling time was detected. Results suggest the 

absence of circadian rhythm in the evaluated horses, contrary to what was reported in other 

investigations that described the existence of cortisol circadian rhythm in blood [22,32] and saliva 

[29,33]. A different study also failed to detect a circadian rhythm on salivary cortisol levels [34] 

possibly related, same as our study, with the sampling frequency. Several authors have suggested 

that changes in handling, habitat, generalized disease and intensive exercise can disturb the horses’ 

cortisol circadian secretion pattern [26,35,36]. All above mentioned disturbing factors can be 

discarded in our study since during the sampling day, the horses of the control group were kept 

apart from any housing and handling-related changes or disturbances, and they were clinically 

healthy during the studied period. Hence, the absence of a circadian rhythm may not be driven by 

the management conditions. Increasing the number of samples and decreasing the sampling 

interval between samples could help us accurately detect the circadian variations, as performed in 
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other investigations [30,31]. Further research is needed to clarify the absence of circadian 

variations in the horses of the present study.  

Different studies have shown how horses can anticipate a potentially stressful event like loading 

transport vehicles [37], race competitions in comparison to regular training [38], or trekking 

courses [39]. In the present study, the sample obtained the first day of festivals (F1A,B) did not 

differ significantly from the control sample collected at the same time of the day (C1). This finding 

suggests no anticipatory stress response of the horses evaluated in the present study, partially 

explained because while the samples were taken, the horses were not being manipulated or saddled 

up. In line with this finding, our previous study (presented in chapter II) showed similar results. 

No changes in blood and salivary cortisol were observed in horses that followed a training session 

to participate in the patronal festivals.  

During the patronal festivals horses undergo an increase in physical activity. In exercised horses’ 

salivary cortisol has been described to be a useful indicator of the stress level [15,40,41]. In the 

present study, salivary cortisol concentrations obtained during the festival days (F2A,B, F3A,B, F4A,B) 

were significantly higher than those obtained from the control group (C1, C2, C3). The observed 

increase in salivary cortisol concentration would be addressed to compensate the effects of the 

physical and environmental stressors to which the horses were exposed during those days (e.g., 

activity increase, crowded places, change of their habitual habitat, presence of other stallions, 

transport from their origin place to the town, and the music, between others). The results of the 

present study showed that cortisol concentrations increased in parallel to the duration of the 

festivals, suggesting that cortisol increases would be related to the duration and intensity of the 

exercise [7,40]. Salivary cortisol increases in comparison to the control group increased from 

~100% on the first day of the celebrations to ~300% (edition A) and ~200% (edition B) on the 

morning of the second day. In addition, these results indicate that the evaluated horses showed a 

similar physiological stress response to the celebrations in both studied editions. The observed 

variations during the acts are comparable to results obtained by Kedzierski et al. [22], who showed 

an increase of ~150% immediately after a short exercise of moderate intensity (800 m galloped 

distance) in Arabian horses. Furthermore, Peeters et al. [17] showed that salivary cortisol was 

~340% higher after a cross-country road than just before the start. Other studies have reported 

higher increases in cortisol concentrations than those observed in the present study, as for example 

the results reported by Schmidt et al. [37] who showed a salivary cortisol increase higher than 

600% during road transport. Based on these studies, it is likely that both high and low-intensity 

exercise (long or shor) induce a cortisol increase. However, most studies do not have an exact 
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measure of exercise intensity or a standardized time and frequency of post exercise cortisol 

measurements. Overall, the results of the present study suggest that the stress response generated 

during the festivals was not exceeding the stress response generated in other activities to which 

domestic horses are regularly exposed. 

Throughout the year, the evaluated horses are trained to be in their best physical condition to 

ensure their successful performance and human safety during the celebration days. Results of the 

present study are aligned with results obtained in our previous study (chapter II), where an increase 

~240% was detected after an hour of training preparatory to participate in the festivals. Therefore, 

the horses' regular and exhaustive training allows them to cope with the demands produced by the 

patronal festivals similarly as produced by training. Different reports have suggested that cortisol, 

the main glucocorticoid in horses, plays an essential role in metabolism and energy balance [42]. 

In medium-short-term action, cortisol acts as a catabolic hormone increasing lipolysis and fatty 

acid liberation [7,43]. Also, another consequence of cortisol increase is the stimulation of hepatic 

gluconeogenesis and glycogenolysis, increasing glycemia [7,44]. Hence, the disturbance of the 

horses' homeostasis produced by the exercise would be compensated by activating the HPA axis 

in order to maintain the homeostasis under stress conditions promoting the secretion of circulating 

hormones like cortisol [7].  

Similar to the results obtained in our previous work (chapter II) salivary cortisol concentrations 

were highly variable between individuals specially during the days of the patronal festival. This 

finding follows other performed research on horses exposed to different types of exercise (e.g.: 

[1,11,17,18,20]). As suggested previously, individual variation could be related to the genetic 

conditioning of the horse [22], the interaction with their rider [18,45], and the experience of the 

evaluated animals.  

Sample F5 did not show significant differences compared to the sample C3 of the control group. 

Thus, cortisol levels in horses that participated in the patronal festivals returned to baseline levels 

within the 24h following the event. The return to salivary cortisol baseline levels has been reported 

to differ depending on the stimulus the horse has been exposed to. For example, after an 

exogenous adrenocorticotropic stimulation, salivary cortisol concentrations returned to baseline 

levels after 180 minutes, between 30 min and one h after a jumping course [15,46], or two h after 

unloading from the trailer, irrespective of the transport duration [47]. As reported in chapter II 

for the horses trained to participate in the patronal festivals, salivary cortisol reached baseline levels 

two hours after the end of the activity. The return to basal levels within 24h after the end of the 
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event suggests the restoration of the homeostatic balance and therefore the absence of a chronic 

stress situation produced by the use of these horses in the festivals.  

CONCLUSIONS 
Overall, the current study provides a basis for future research on the stress physiology of horses 

that take part in traditional celebrations or similar events. For the first time, this study describes 

that the participation of the horses at the Menorca traditional celebrations generates an acute stress 

response reflected by a transitory salivary cortisol increase. We have shown how salivary cortisol 

concentrations increased progressively, reaching the maximal concentrations on the second day 

of the celebrations, and returning to the baseline levels within the day after the acts. We encourage 

future studies to investigate the long-term consequences on the health and welfare of the horses 

that participate in these types of events.
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INTRODUCCIÓ I OBJECTIUS 
El concepte de benestar animal ha estat tema de discussió durant les últimes dècades degut 

fonamentalment al fet que comprèn la ciència, ètica, economia i política [1,2]. El benestar animal 

sorgeix del convenciment que els animals són éssers amb sentiments, que experimenten dolor i 

altres formes de patiment o estrès i que fer patir a un animal no és moralment acceptable. Així 

doncs, el benestar animal no s'oposa categòricament a l'ús de l'animal per part de les persones, 

però sí que implica un compromís per a assegurar una bona qualitat de vida durant tot el cicle vital 

de l'animal, des del naixement fins a la mort [3,4].  

La relació de les persones amb els cavalls es remunta a la seva domesticació i aquests han exercit 

una sèrie de funcions vitals en les societats com les relacionades amb el transport, el treball, la 

religió, el servei militar, l’alimentació o els esports [5]. Així doncs de l´ús dels animals per part de 

les persones se’n deriven una sèrie de potencials problemes relacionats amb el benestar animal i 

que la ciència s’ha encarregat (i s’encarrega) de caracteritzar, avaluar i si és necessari, millorar. Amb 

la motivació i la recerca de noves formes d’avaluar el benestar dels animals, de granja 

principalment, entre el 2004 i el 2009 la Unió Europea va finançar el projecte Welfare Quality ® [6] 

i que es va encarregar de l’elaboració de protocols d’avaluació de benestar animal.  

En la majoria de casos el maneig dels cavalls és individualitzat i actualment en els països 

desenvolupats s’utilitzen per activitats recreatives i l’esport [7], la qual cosa fa que algunes de les 

mesures aplicades en els protocols per a animals de granja siguin poc útils per l’avaluació dels 

cavalls destinats a l’oci o activitats recreatives i esportives. D’aquesta manera es requereix 

l’aplicació d’altres indicadors adaptats a la realitat de l’animal i la situació que es pretén avaluar. 

Actualment existeixen diversos protocols per l’avaluació del benestar dels cavalls com per exemple 

l’ Australian Welfare Protocol [8], el Welfare monitoring System -Assessment Protocol for Horses [9], l’AWIN 

welfare assessment protocol for horses [10],  desenvolupar en el context del 7è Marc Europeu de Recerca 

i Innovació, o el Horse Welfare Assessment Protocol (HWAP) [7].  

La regulació normativa de les festes patronals de Menorca ve determinada pels seus protocols i les 

ordenances municipals i fins el dia d’avui no existeix cap normativa relacionada amb el benestar i 

la salut dels cavalls que hi participen. L’interès generalitzat de la societat en el benestar animal i la 

necessitat de garantir el benestar dels animals en activitats ludicofestives, com les celebrades a 

Menorca,  ha incentivat la realització d’aquest estudi i que te l’objectiu de dissenyar, adaptar i 

aplicar un protocol d’avaluació del benestar dels cavalls participats en les festes patronals de 

Menorca. 
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PROTOCOL D’AVALUACIÓ DEL BENESTAR DELS CAVALLS PARTICIPANTS 
EN LES FESTES PATRONALS DE MNEORCA 

 

IDENTIFICACIÓ DELS POSSIBLES PROBLEMES RELACIONATS AMB EL BENESTAR DELS CAVALLS 
DURANT LES FESTES PATRONALS DE MENORCA 

§ Que el cavall tingui un problema de salut que li causi dolor o li dificulti realitzar l’activitat 

que se li demana durant la festa; ja sigui previ a les celebracions o provocat per aquestes.  

§ Que el cavall tingui una condició corporal inadequada que indiqui un problema de salut 

que li dificulti realitzar l’activitat que se li demana durant la festa.  

§ Que l’animal no disposi d’abeuradors suficients, nets i amb aigua corrent i això suposi un 

inconvenient per la seva correcta hidratació.  

§ Que el cavall no hagi sigut entrenat prèviament de manera correcta i pugui ocasionar un 

problema de salut o estrès.  

§ Que l’animal pateixi una situació d’estrès excessiva deguda al transport, sorolls, presència 

d’altres animals, persones, comportament inadequat del genet, mal maneig o ús dels 

elements de càstig,  o el clima.  

§ Que el recorregut que realitza la colcada no estigui en bones condicions en tots els seus 

trams i l’animal pugui  relliscar i lesionar-se. 

DISSENY DEL PROTOCOL  
Per la creació  del present protocol es va realitzar una adaptació dels protocols  prèviament validats 

per l’avaluació del benestar de cavalls destinats a activitats recreatives i esportives [7,10] i que es 

basen en els criteris i principis de benestar proposats pel projecte Welfare Quality ® per tal de 

garantir un enfocament holístic que comprengui les diferents dimensions del benestar animal. Tots 

els indicadors van ser discutits prèviament pel grup d’experts encarregat de l’elaboració del present 

document i que compten amb una àmplia experiència en el camp de la salut i el benestar en cavalls. 

Cada indicador es va discutir en termes de: i) rellevància per al benestar dels cavalls participants 

en les festes patronals de Menorca; ii) viabilitat de ser mesurada in situ; iii) el criteri Welfare Qaulity® 

en el qual hauria d’incloure’s; i iv) com i quan mesurar-lo (A: abans; D: Durant; Ds; Després de 

les celebracions). Finalment, en el protocol proposat per l’avaluació del benestar dels cavalls 



 116 

participants en les festes patronals de Menorca es van incloure 4 principis, 8 criteris i 16 indicadors 

(Taula 1). 

L’element fonamental en què es basa l’aplicació del present protocol és amb la creació d’una 

comissió responsable que s’encarregarà de vetllar pel benestar dels cavalls abans, durant i després 

de les festes patronals de Menorca i que estarà integrada per:  

§ Equip veterinari experimentat en clínica de cavalls i/o benestar animal.  

§ Un membre de la Junta de Caixers.  

§ Un membre designat de l’ajuntament.  

PRINCIPI CRITERI INDICADOR 

BONA NUTRICIÓ 
ABSÈNCIA DE GANA CONDICIÓ CORPORAL 

ABSÈNCIA DE SET 
PROLONGADA DISPONIBILITAT D’AIGUA 

BONA  ESTABULACIÓ I 
DESCANS 

ESTABULACIÓ DIMENSIONS DEL BOX I 
QUALITAT DEL JAÇ 

CONFORT TÈRMIC ZONES D’OMBRA DURANT 
ELS DESCANSOS 

BONA SALUT 

ABSÈNCIA DE LESIONS 

COIXESA 

INFLAMACIONS 
ARTICULARS 

ALTERACIONS A LA PELL 

SIGNES DE FALTA DE CURA 
DELS CASCS 

ABSÈNCIA DE MALALTIES 
RELACIONADES AMB 
L’ESFORÇ O ALTRES 

DOLOR ABDOMINAL, 
DIARREA 

DESHIDRATACIÓ I/O COP 
DE CALOR 

RABDOMIÒLISI 

SECRECIÓ NASAL / TOS 

LAMINITIS 

ABSÈNCIA DE 
DESCONFORT  I LESIONS 
INDUÏDES PEL MANEIG 

LESIONS PER ELEMENT DE 
CÀSTIG 

LESIONS PER MUNTURA I 
EMBOCADURA 

COMPORTAMENT 
APROPIAT 

ABSÈNCIA ESTAT 
EMOCIONAL NEGATIU 

AVALUACIÓ QUALITATIVA 
DEL COMPORTAMENT 

Taula 1. Estructura del protocol proposat per avaluar el benestar dels cavalls participants en les festes 
patronals de Menorca. La primera columna determina els principis de benestar animal. La segona 
columna especifica els criteris a avaluar i a la tercera els indicadors per valorar els criteris. 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Per a la puntuació de la condició corporal s’utilitza un mètode estandarditzat que avalua la quantitat 

de greix de l’animal mitjançant una escala de l’1 al 5 proposada per Carroll & Huntintong [11]. La 

condició corporal pot variar per molts factors, com per exemple, l’alimentació i la disponibilitat 

de menjar, les activitats reproductives, la climatologia, l’entrenament o activitats de treball i la 

presència de paràsits, problemes dentals i/o malalties [10]. 

PUNTUACIÓ COLL DORS I COSTELLES PELVIS 

1 Estret i fluix a la base 

Costelles fàcilment 
visibles, columna vertebral 

prominent amb la pell 
enfonsada a banda i banda 

Pelvis i gropa prominents, 
gropa enfonsada però amb 

pell flexible, cavitat 
profunda sota la cua 

2 Estret i ferm 
Costelles poc visibles, 
columna vertebral poc 
visible però palpable 

Gropa plana a banda i 
banda de la columna 
vertebral, gropa ben 
definida, una mica de 

greix, lleugera cavitat sota 
la cua 

3 Ferm 
Costelles i columna 

vertebral  poc cobertes de 
greix i palpables 

Gropa plana i parcialment 
coberta de greix. Pelvis 

palpable 

4 Ample i ferm 
Costelles ben cobertes i 
lleugera dificultat per 

palpar-les 

Pelvis coberta de greix 
cobertes i lleugera 

dificultat per palpar-la 

5 Cresta Marcada, molt 
ample i ferm 

Costelles ocultes i que no 
es poden palpar. Esquena 

ample i plana. 

Pell llisa i poc flexible amb 
la pelvis completament 
coberta de greix i molt 

difícil de palpar 

 

ACCIÓ 
Si l’animal es troba en una condició corporal inadequada (igual o inferior a 2, o 5) el veterinari 

designat comunicarà les seves troballes al membre designat de la junta de caixers i aquest  haurà 

de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar en la colcada i s’indicarà el tractament a 

seguir, si s’escau. 

 

BONA NUTRICIÓ 

I 

C ABSÈNCIA DE GANA 

CONDICIÓ CORPORAL 

D A Ds 
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Imatge 1. Representació gràfica de la puntuació de la condició corporal dels cavalls proposada per 
Carroll & Huntintong [11].  Adaptat de: Welfare monitoring System. Assessment protocol for horses 
(Wageningen UR Livestock Research) [9].  
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Avaluar la disponibilitat d'aigua significa no sols comprovar la presència de punts d'aigua, sinó 

també avaluar el seu funcionament i neteja. L'aigua és essencial per a la vida; cada animal ha de 

tenir accés a un punt d'aigua [10]. Els cavalls han d'estar completament hidratats per a ajudar a 

prevenir el desenvolupament de problemes de salut i benestar. És important que hi hagi aigua 

corrent i no quedi estancada per evitar el risc de possibles contagis.  

Comprovar:  

1. La presència d’aigua.  
2. El funcionament de l’aigua corrent.  
3. La netedat.  
4. La potabilitat.  

Es recomana que hi hagi un abeurador que compleixi les característiques esmentades anteriorment 

per cada 10 individus.   

ACCIÓ 
El membre de l’ajuntament designat de la comissió de benestar animal s’encarregarà de vetllar per 

la presència d’aigua corrent, potable i neta en tots els punts d’abeurament prèviament establerts. 

Si no es compleix algun dels punts esmentats anteriorment es procedirà a solucionar 

l'inconvenient. 

BONA NUTRICIÓ 

I 

C ABSÈNCIA DE SET PROLONGADA 

DISPONIBILITAT D’AIGUA 

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
En certes ocasions els cavalls participants en les festes patronals es traslladen d’un estable a un 

altre durant les festes. En aquest cas, és important que les condicions dels estables en que s’allotgen 

els animals durant el període de les festes siguin les adients. Entre els aspectes més importants a 

tenir en compte es troben la mida del box i el jaç. 

1. La mida recomanada del box varia segons l’alçada del cavall: així, per cavalls d’una alçada 

de 150-160 cm a la creu es recomana una superfície mínima de 9 m2, mentre que per 

cavalls que tinguin una alçada de 160-170 cm a la creu es recomana una superfície de 10-

11 m2 [10].  

2. Un altre aspecte a tenir en compte és que tota la superfície del box ha de tenir jaç de 

qualitat, és a dir, sec, net i que desprengui la mínima quantitat possible de pols [10]. 

ACCIÓ 
Es comunicarà a la comissió designada pel benestar dels cavalls participants en les festes patronals 

si algun dels animals que hi participen romandrà durant els dies de la festa estabulat en un lloc 

diferent a l’habitual. De ser així l’estable temporal haurà de complir amb els requeriments 

esmentats prèviament. 

 

BONA ESTABULACIÓ I DESCANS 

I 

C ESTABULACIÓ 

DIMENSIONS DEL BOX I QUALITAT DEL JAÇ 

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
L'estrès tèrmic és comú en els èquids entrenats o exercitats en ambients càlids i humits [12] com 

els que es presenten durant les festes patronals i que són causa potencial de l’aparició d’afectacions 

en la salut derivades per l’esforç. Especialment aquest punt és important durant els descansos 

mentre els caixers i cavallers celebren les completes i la missa i els moments en què genets i cavalls 

esperen per entrar al jaleo.  

Els elements que poden indicar estrès tèrmic inclouen un augment de la freqüència respiratòria, 

fosses nasals eixamplades, moviments de cap incrementats i absència de resposta cap a l'entorn, 

també es pot observar una sudoració excessiva i hipertèrmia, entre d’altres. 

ACCIÓ 
Per part de l’administració competent s’haurà de garantir la presència de zones d’ombra prou 

extenses com perquè els cavalls no es molestin entre ells durant els períodes de descans i, a més, 

es recomana que n’hi hagi més d’una per tal que els cavalls que no són compatibles entre ells es 

puguin separar.  

 

 
  
 
 

BONA ESTABULACIÓ I DESCANS 

I 

C CONFORT TÈRMIC 

ZONES D’OMBRA DURANT ELS DESCANSOS 

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
La coixesa ve definida per un moviment anormal que es fa més evident durant la marxa. Aquesta 

afecció redueix la capacitat del cavall per utilitzar una o més potes de manera normal. En molts 

casos redueix la mobilitat dels cavalls que poden arribar a ser incapaços d’aguantar el seu propi pes 

sobre la pota, o potes, afectades. La condició d’estar coix produeix malestar i dolor, i pot ser 

conseqüència de moltes afeccions clíniques diferents [10,13].  

Per valorar la presència de coixesa el veterinari realitzarà un examen de coixesa habitual:  

1. Abans de l’inici de les celebracions.  
2. Durant la celebració de les festes patronals, ja sigui a demanda per part del genet o per 

indicació del propi veterinari.  
3. Un cop acabades les celebracions.  

Les coixeses poden ser de diferent grau [13]:  

§ 0: No hi ha coixesa 
§ 1: Coixesa difícil de veure i només observable al trot, cercles, etc.  
§ 2: Coixesa difícil de veure al pas o al trot en línia recta, però consistent al trot o en 

determinades circumstàncies (cercles o superfície dura) 
§ 3: Coixesa consistent i observable al trot en totes les circumstàncies 
§ 4: Coixesa evident al pas 
§ 5: Recolzament mínim de l’extremitat en moviment o en repòs, o incapacitat total de 

recolzament 

ACCIÓ 
1. Si es detecta la presència de coixesa d’un grau igual o superior a 3 prèvia o durant les 

festes patronals el veterinari designat comunicarà les seves troballes al membre designat 

de la junta de caixers i aquest  haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar 

de la colcada i s’indicarà el tractament a seguir, si s’escau.  

2. Si es detecta la presència de coixesa al finalitzar les festes patronals el veterinari designat 

indicarà el tractament a seguir, si s’escau.

BONA SALUT 

I 

C ABSÈNCIA DE LESIONS 

COIXESA 

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Quan hi ha augment del fluid en els teixits que envolten una articulació es produeix una inflamació 

de l’articulació. Aquesta inflamació pot ser dolorosa i indicativa d’algunes alteracions com per 

exemple, artritis, lesions, infeccions o fractures òssies [10].  

Per valorar la presència o absència d’inflamacions articulars el veterinari designat realitzarà una 

inspecció visual de:  

1. Colze  
2. Genoll  
3. Garreta  
4. Garró   
5. Greixet  

 

ACCIÓ 
Si es detecta la presència d’inflacions articulars que causin dolor o dificultat de realitzar l’activitat 

que se li demana al cavall durant la festa, el veterinari designat comunicarà les seves troballes al 

membre designat de la junta de caixers i aquest  haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà 

participar de la colcada i s’indicarà el tractament a seguir, si s’escau.

BONA SALUT 

I 

C ABSÈNCIA DE LESIONS 

INFLAMACIONS ARTICULARS 

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Es consideren alteracions de la pell les zones sense pèl, les cicatrius, les ferides i les inflamacions. 

Algunes de les diverses raons per les que aquestes alteracions poden estar presents en l’animal són: 

cops, tipus i qualitat del material que s’utilitza per entrenar o treballar, quantitat i intensitat de 

treball, baralles amb altres cavalls i malalties [10].    

Per valorar la presència d’alteracions a la pell el veterinari designat realitzarà una inspecció visual 

on s’haurà de determinar:  

1. Tipus d’alteració 
2. Mida de l’alteració 
3. Gravetat de l’alteració 

 

ACCIÓ 
Si es detecta la presència d’alteracions a la pell especialment de mida i gravetat considerable el 

veterinari designat comunicarà les seves troballes al membre designat de la junta de caixers i aquest   

haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar en la colcada i s’indicarà el tractament 

a seguir, si  s’escau.

BONA SALUT 

I 

C ABSÈNCIA DE LESIONS 

ALTERACIONS A LA PELL  

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
El sobrecreixement i el mal maneig dels cascs, com el no ser retallats regularment o estar mal 

retallats, són signes de falta de cura dels cascs. Així mateix, aquesta condició pot ser una font de 

dolor per l’animal [10]. 

Per valorar la presència de signes de falta de cura dels cascs el veterinari realitzarà una inspecció 

visual dels quatre cascs de l’animal abans de l’inici de les celebracions.  

ACCIÓ 
Si es detecten alteracions que puguin causar dolor a l’animal el veterinari designat comunicarà les 

seves troballes al membre designat de la junta de caixers i aquest  i aquest haurà de comunicar que 

l’animal avaluat no podrà participar en la colcada i s’indicarà el tractament a seguir, si s’escau. A 

més es recomana la utilització de ferradures de goma per evitar relliscades. 

BONA SALUT 

I 

C ABSÈNCIA DE LESIONS 

FALTA DE CURA DELS CASCS  

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
El dolor abdominal (còlic) en el cavall es pot manifestar amb símptomes variables segons la 

intensitat del dolor [14,15]. Són signes de dolor abdominal (de menor a major intensitat): deixar 

de menjar, apatia, mirar-se als flancs, tombar-se i aixecar-se repetidament, rascar de forma 

persistent amb les extremitats anteriors (mans), donar-se coces a l’abdomen, tombar-se i rebolcar-

se repetidament. 

La diarrea en cavalls és l’augment de la freqüència de defecació i la presència de femtes pastoses o 

líquides. S’ha de tenir en compte que un cavall nerviós o excitat pot passar femtes toves (com una 

vaca) de forma ocasional [14,15]. 

Per valorar la presència i gravetat del còlic o la diarrea el veterinari realitzarà una exploració física 

general, que pot incloure o no altres procediments (palpació rectal, intubació nasogàstrica o altres). 

ACCIÓ 
Si es detecten signes compatibles amb dolor abdominal (còlic) o diarrea líquida, el veterinari 

designat comunicarà les seves troballes al membre designat de la junta de caixers i aquest  haurà 

de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar en la colcada i s’indicarà el tractament a 

seguir, si s’escau. 

 

 
  
 
 
 

BONA SALUT 

I 

C ABSÈNCIA DE MALALTIA RELACIONADA AMB L’ESFORÇ O ALTRES 

DOLOR ABDOMINAL / DIARREA  

D A Ds 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
La deshidratació en cavalls associada o no a l’esforç és la pèrdua significativa de fluids corporals 

(aigua i electròlits), generalment associada a la sudoració o pèrdues gastrointestinals [12]. 

Per valorar la presència i gravetat de la deshidratació i/o cop de calor el veterinari realitzarà una 

exploració física general.  

Signes que indiquen la necessitat d’atenció veterinària [12,16]:   

§ Sudoració profusa, respiració agitada. 
§ Temperatura rectal: >41-42ºC (Una temperatura rectal de més de 42ºC indica la 

necessitat immediata de refredament corporal i la interrupció de l’exercici). 
§ Freqüència cardíaca elevada: >60-80 bpm. 
§ Freqüència respiratòria elevada: >80-100 rpm. 
§ Disminució de l’elasticitat de la pell. 
§ Temps de reompliment capil·lar: >2s. 
§ Mucoses seques. 
§ Orina fosca (pigmentúria associada a rabdomiólisis). 
§ Marxa rígida, reticència a moure’s (signe de miositis). 

ACCIÓ 
Si es detecten signes compatibles amb deshidratació i/o cop de calor, el veterinari designat 

comunicarà les seves troballes al membre designat de la junta de caixers i aquest i aquest haurà de 

comunicar que l’animal avaluat no podrà participar en la colcada i s’indicarà el tractament a seguir, 

si s’escau. Cal destacar que la deshidratació i cop de calor son urgències que cal atendre de forma 

ràpida per a reduir el risc de complicacions greus posteriors. 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
La rabdomiòlisi (miositis o azotúria) en cavalls associada o no a l’esforç és la inflamació i 

trencament microscòpic de les fibres musculars dels principals grups musculars (glutis, 

musculatura del dors i altres). Es manifesta com a rigidesa i dolor a la palpació dels grups musculars 

afectats, i una marxa que pot ser rígida al pas. En alguns cavalls els signes de dolor es poden 

confondre amb un còlic lleu [16,17]. 

Per valorar la presència i gravetat de la rabdomiòlisi el veterinari realitzarà una exploració física 

general.  

Signes que indiquen la necessitat d’atenció veterinària [16,17]:   
§ Marxa rígida, reticència a moure’s (signe de miositis). 
§ Orina fosca (pigmentúria associada a rabdomiòlisis). 
§ Freqüència cardíaca elevada: >60-80 bpm. 

ACCIÓ 
Si es detecten signes compatibles amb rabdomiòlisi, el veterinari designat indicarà el tractament a 

seguir, si s’escau. 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Les descàrregues nasals, oculars o penianes poden ser un símptoma de la presència d'una malaltia 

localitzada o generalitzada [10]. 

Els cavalls poden tenir tos per malalties víriques, infeccions bacterianes o processos al·lèrgics, tant 

de les vies respiratòries altes com a nivell toràcic o pulmonar.  

1. Per valorar la presència de secrecions el veterinari designat realitzarà una inspecció visual 
dels orificis nasals, ulls i penis.  

2. Per valorar la presència de tos el veterinari realitzarà una inspecció visual i exploració 
física per detectar-la i per descartar la presència de sorolls respiratoris afegits a la 
auscultació. 

ACCIÓ 
1. Si amb la inspecció visual es detecta la presència de secrecions nasals, oculars o penianes, 

que impliquin un risc sanitari potencial pel propi animal o els altres participants, el 

veterinari designat comunicarà les seves troballes al membre designat de la junta de 

caixers i aquest  haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar de la colcada 

i s’indicarà el tractament a seguir, si s’escau. 

2. Si es detecten tos freqüent o alteracions de la auscultació respiratòria, que impliquin un 

risc sanitari potencial pel propi animal o els altres participants, el veterinari designat 

comunicarà les seves troballes al membre designat de la junta de caixers i aquest haurà de 

comunicar que l’animal avaluat no podrà participar de la colcada i s’indicarà el tractament 

a seguir, si s’escau.
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
La laminitis  és la inflamació i/o degeneració dels teixits que connecten els cascs amb la tercera 

falange. A causa d’aquesta inflamació entre les estructures còrnies (casc) i les òssies, el cavall pateix 

dolor i rigidesa en caminar, especialment en cercles. La laminitis pot ser conseqüència d’un 

sobreesforç o impacte excessiu sobre terrenys durs, a causa de la deshidratació greu i/o cop de 

calor, o per alguns tipus de còlic. El cavall pot presentar una postura amb les potes anteriors (mans) 

mes avançades, i les potes posteriors (peus) per sota de l’abdomen. Pot presentar dolor sols a les 

potes anteriors o a totes quatre [18]. 

Per valorar la presència i gravetat de la laminitis el veterinari realitzarà una exploració física general 

i/o examen de coixesa.  

Signes que indiquen la necessitat d’atenció veterinària [18]:   
§ Marxa rígida, reticència a moure’s, especialment en cercles. 
§ Cascs calents a la palpació i/o pols digital elevat. 
§ Dolor a la zona de les pinces del casc quan apliquem pressió amb pinces/tenalles de casc. 
§ Freqüència cardíaca elevada: >60-80 bpm. 

ACCIÓ 
Si es detecten signes compatibles amb rabdomiòlisi, el veterinari designat indicarà el tractament a 

seguir, si s’escau. 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Es consideren lesions per elements de càstig aquelles lesions infringides pel genet amb elements 

com els esperons o la serreta. Les lesions que aquests elements poden provocar poden arribar a 

ser doloroses i comportar un problema de benestar.  

Per valorar la presència de lesions induïdes per elements de càstig el veterinari designat realitzarà 

una inspecció visual on s’haurà de determinar:  

1. Presència o absència de lesions induïdes per la serreta a la zona en qüestió.  
2. Presència o absència de lesions induïdes pels esperons a les zones en qüestió.  

 

ACCIÓ 
Si es detecta la presència de lesions induïdes pel genet amb els esperons o la serreta de mida i 

gravetat considerable, el veterinari designat comunicarà les seves troballes al membre designat de 

la junta de caixers i aquest haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar de la 

colcada i s’indicarà el tractament a seguir, si s’escau. A més es recomana que els genets no utilitzin 

ni serreta ni esperons molt agressius com són els de pastisset o similars. 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
Es consideren lesions per muntures i embocadures aquelles derivades de l’ús dels estris de munta 

com la sella i complements o el mos i les regnes [10].   

Per valorar la presència de lesions induïdes per un ús inapropiat dels estris de munta, el veterinari 

designat realitzarà una inspecció visual on s’haurà de determinar:  

1. Presència o absència de lesions induïdes per la sella, especialment a la zona del llom i 
propera a la creu.  

2. Presència o absència de lesions a les comissures labials induïdes pel mos.  

 

ACCIÓ 
Si es detecta la presència de lesions induïdes per un ús inapropiat dels estris de munta com la sella 

i complements o el mos i les regnes el veterinari designat comunicarà les seves troballes al membre 

designat de la junta de caixers i aquest  haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà participar 

de la colcada i s’indicarà el tractament a seguir, si s’escau. 
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DESCRIPCIÓ I VALORACIÓ  
L’avaluació qualitativa del comportament es basa en la capacitat dels humans per integrar els detalls 

percebuts del comportament, la postura i el context en les descripcions de l'estil de comportament 

d'un animal. Aquests termes tenen una connotació expressiva i emocional, i proporcionen 

informació que és directament rellevant per al benestar animal i pot ser una addició útil a la 

informació obtinguda a partir d'indicadors quantitatius [10].  

En aquest sentit es proposa avaluar l’absència de: agressivitat, irritació, alarma, apatia i por. 

§ Agressivitat:  atacant, actitud defensiva, mossega, dona coces, etc.  
§ Irritació: per exemple, mostrant moviments ràpids de la cua o “arpejos”  constants.  
§ Alarma: tens, nerviós, vigilant, en guàrdia contra una possible amenaça (per exemple, 

postura rígida, reacció exagerada davant un soroll fort, excessivament atent al seu voltant, 
moviment anormal de les orelles) 

§ Apatia: mostrar poca o cap emoció; desinteressat, indiferent, aïllat, deprimit, indiferent, 
immòbil.  

§ Por: espantant, inquiet, neguitós (per exemple, tremola, es mou intentant-se allunyar 
d’una zona, fosses nassals dilatades, freqüència respiratòria incrementada, cua 
“amagada”). 

ACCIÓ 
Si el veterinari designat detecta la presència d’algun d’aquests comportaments i que pugui ser un 

problema per l’animal, el genet o la seguretat de les persones, comunicarà la seva troballa al 

membre designat de la junta de caixers i aquest haurà de comunicar que l’animal avaluat no podrà 

participar en la colcada.
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APLICACIÓ  
A) ABANS DE LES FESTES PATRONALS  
ACCIÓ 1: El dia abans o el dissabte de la festa (a convenir amb la comissió de benestar animal) 

els cavalls hauran de ser sotmesos a una inspecció veterinària on es determinarà l’aptitud de 

l’animal per participar a les festes. En aquesta inspecció es valorarà:  

ü El control de documentació dels cavalls participants: identificació i control de vacunes.  
ü Una exploració física general.  
ü La condició corporal.  
ü La presència o absència de coixeses.  
ü La presència o absència d’inflamacions articulars.  
ü La presència o absència d’alteracions a la pell.  
ü La presència o absència de signes de falta de cura dels cascs.  
ü La presència o absència de secrecions nasals, oculars o penianes, o tos.  
ü La presència o absència de lesions per elements de càstig.  
ü La presència o absència de lesions per la muntura o embocadura.  
ü La notificació de si l’animal romandrà durant la festa en un estable que no és el seu 

habitual.  

ACCIÓ 2: Dies abans de la celebració de les festes la comissió designada pel benestar animal dels 

cavalls que participen en les festes patronals, realitzarà una inspecció del recorregut per identificar 

possibles llocs de perill on els cavalls puguin lesionar-se o relliscar i adoptaran les mesures 

correctores necessàries.  

B) DURANT LES FESTES PATRONALS  
ACCIÓ 1: L’Ajuntament en qüestió delimitarà un lloc habilitat com a ”clínica veterinària de camp” 

on els veterinaris puguin realitzar les intervencions que es requereixin de la mateixa manera que 

ho fan per la creu roja o protecció civil.  

ACCIÓ 2: L’Ajuntament en qüestió habilitarà un lloc delimitat (per evitar problemes de seguretat) 

per realitzar la càrrega i descàrrega dels animals transportats en remolc. El veterinari designat 

supervisarà que (1) els animals s’han transportat en mitjans de transport que garanteixen el seu 

benestar i compleixen la normativa vigent sobre benestar durant el transport; (2) la càrrega i 

descàrrega dels animals es fa de manera tranquil·la, evitant al màxim l’estrès als animals (sobre tot, 

és important evitar crits i cops, i assegurar-se de que les rampes de pujada i baixada al camió, si 

n’hi ha, no rellisquin). 
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ACCIÓ 3: Abans de l’inici del replec el/els veterinaris designats comprovaran que cap dels animals 

que participen a la colcada es troben sota els efectes de sedants o estimulants.  

ACCIÓ 4: Durant la celebració de les festes patronals la comissió de benestar haurà de garantir 

les següents mesures de benestar:  

ü Bona nutrició 
§ Disponibilitat d’aigua en els punts de descans dels animals, tal i com s’ha indicat 

prèviament en la descripció de l’indicador en qüestió.  
§ Es recomana que en descansos de 1-2h tots els cavalls tinguin a disposició fenc, 

aproximadament 1-2 kg/cavall. 
ü Bona estabulació i descans  

§ El confort tèrmic mitjançat la presència de zones d’ombres durant els descansos , tal 
i com s’ha indicat prèviament en la descripció de l’indicador en qüestió. 

§ Es recomana la presència de punts on es pugui refrescar l’animal (amb mànigues o 
dutxes amb aigua fresca i corrent) si el caixer o cavaller ho considera o si el veterinari 
designat ho recomana.  

§ En cap cas els cavalls es podran mantenir tancats en un remolc (amb o sense 
ventilació) durant la celebració de les misses.  

ü Bona salut  
§ Absència de lesions (coixesa, inflamacions articulars i alteracions a la pell). 
§ Absència de malalties relacionades amb l’esforç (dolor abdominal, deshidratació, 

rabdomiòlisi). 
§ Absència de desconfort i lesions induïdes pel maneig (lesions per elements de càstig 

o  per muntura i embocadura). 
ü Comportament apropiat  

§ Absència d’estat emocional negatiu (avaluació qualitativa del comportament).  
  

C) DESPRÉS DE LES FESTES PATRONALS  
ACCIÓ 1: El dia després o en finalitzar la festa ( a convenir amb la comissió de benestar animal) 

els cavalls hauran de ser sotmesos a una inspecció veterinària on es valorarà:  

ü Absència de lesions (coixesa, inflamacions articulars i alteracions a la pell). 
ü Absència de malalties relacionades amb l’esforç (dolor abdominal, deshidratació, 

rabdomiòlisi, o laminitis)1. 
ü Absència de desconfort i lesions induïdes pel maneig (lesions per elements de càstig o  

per muntura i embocadura).

 
1 La monitorització de la temperatura rectal després de l’exercici és fonamental per a detectar de manera precoç l’estrès tèrmic. 
És recomanable prendre la temperatura a tots els cavalls durant els 10-15 minuts d’haver finalitzat l’exercici, i en cas de dubte, 
de forma repetida durant la primera hora d’acabar l’exercici. 
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Els objectius de la present tesi doctoral eren (1) caracteritzar les variacions estacionals de cortisol, 

testosterona i sulfat de deshidroepiandrosterona i les seves ràtios en pèl al llarg d’un any com a 

mesura retrospectiva de l’activitat dels eixos hipotalàmic-hipofisiari-adrenal i gonadal, (2) 

caracteritzar la resposta d’estrès a través de l’anàlisi del cortisol salival, plasmàtic, i un estudi 

hematològic complet en cavalls durant una sessió d’entrenament estàndard per participar en les 

festes patronals de Menorca, (3) caracteritzar la resposta d’estrès mitjançant l’anàlisi del cortisol 

salival en cavalls durant la celebració de les festes patronals de Maó, i (4) dissenyar, descriure i 

adaptar l’aplicació d’un protocol que permeti l’avaluació del benestar dels cavalls participants en 

les festes patronals de Menorca de forma objectiva i pràctica. Els objectius exposats prèviament 

es veuen plasmats en els Capítols I, II, III, i IV de la present tesi doctoral.  

MÈTODES DE DETECCIÓ HORMONAL I VALIDACIÓ BIOQUÍMICA  
La quantificació d’hormones esteroidals en una gran varietat de matrius s’ha convertit en una 

tendència en diversos camps de la recerca i específicament en l’estudi dels marcadors fisiològics 

de la resposta d’estrès [1]. En conseqüència, s’utilitzen diferents mètodes pel processament, anàlisi 

i quantificació d’hormones esteroidals entre laboratoris comportant una dificultat en la 

reproductibilitat i la interpretació de les dades obtingudes [2,3]. Així doncs, la validació i 

estandardització de cada nova matriu i espècie hauria de ser, per tant, el primer pas per justificar 

la rellevància biològica dels resultats [4,5], a pesar que aquest pas s’oblida sovint en la literatura 

publicada [6]. En la present tesi doctoral, s’han fet servir tres matrius diferents (pèl, saliva i plasma) 

i una sola espècie i raça (cavall de raça menorquina). En conseqüència a l’exposat anteriorment, 

els tres primers capítols de la present tesi doctoral recullen la corresponent validació bioquímica 

del mètode d’anàlisi utilitzat i, per tant, suposen un aspecte cabdal per al desenvolupament d'aquest 

treball.  

La determinació hormonal del cortisol i la testosterona (Capítols I, II, i III) es va realitzar 

mitjançant l’ús d’immunoassaigs enzimàtics comercials (Neogen® Corporation, Ayr, UK). Pel que 

fa a la DHEA-S es va utilitzar una casa comercial diferent (IBL International GmbH®, Hamburg, 

Germany). Ambdós tipus d’immunoassaigs enzimàtics es van seleccionar pel seu apreciable rang 

de detecció i per l’experiència prèvia en la seva utilització per part del nostre grup en un ampli 

ventall de matrius i espècies diferents (e.g.: [7–13]). Cal destacar, però, que els immunoassaigs 

enzimàtics utilitzats en la present tesi doctoral no eren específics per les matrius i l’espècie 

avaluades. Aquest fet, i amb els resultats obtinguts i  les corresponents validacions bioquímiques, 

que discutirem a continuació, posen en relleu la seva fiabilitat i el seu ús potencial per la recerca, 



 142 

postulant-se com un mètode valuós per la quantificació hormonal per quan no es disposi d’un 

immunoassaig enzimàtic ni espècie ni matriu específic, com en els casos exposats en la present tesi 

doctoral.  

L’extracció de les hormones esteroidals en pèl de cavall es va realitzar mitjançant l’adaptació d’un 

protocol prèviament establert al nostre laboratori [8] dissenyat i validat específicament per la 

quantificació d’hormones esteroidals en pèl de vedell. Seguint el mateix procediment, al Capítol I 

es presenta la validació bioquímica de tres hormones diferents (cortisol, testosterona i DHEA-S) 

per una matriu, el pèl, i una espècie, el cavall. Els resultats obtinguts en la validació bioquímica van 

resultar ser fiables i repetibles i, per tant, es va demostrar la precisió, especificitat, i sensibilitat dels 

kits d’immunoassaig enzimàtic utilitzats per la detecció de cortisol, testosterona i DHEA-S en pèl 

de cavall  [8,10]. Els resultats obtinguts en  la validació bioquímica de la testosterona i la         

DHEA-S són els primers a ser publicats emprant el mètode i matriu esmentats. Fins al moment 

les escasses publicacions existents havien fet servir altres mètodes com la quimioluminescència 

[14] o els radioimmunoassaigs [15,16]. Tal com hem indicat anteriorment, als Capítols II i III, les 

matrius utilitzades van ser el plasma i la saliva. Els resultats obtinguts van ser també fiables i 

repetibles, posant en relleu la validesa biològica dels resultats obtinguts. 

HORMONES ESTEROIDALS EN PÈL COM A INDICADORS FISIOLÒGICS DE LA RESPOSTA 
D’ESTRÈS  
Un dels objectius principals del primer capítol era estimar les variacions de cortisol en pèl al llarg 

d’un any com a mesura retrospectiva de l’activitat de l’eix HHA. Les característiques pròpies 

d’aquesta matriu (fàcils condicions d’emmagatzematge [17], poca invasivitat en la seva obtenció 

[17], i informació de l’activitat adrenal i gonadal retrospectiva a llarg termini [18,19]) i d’acord amb 

l’objectiu feien idònia la seva utilització. Els principals resultats obtinguts en aquest estudi van 

determinar que les concentracions de cortisol en pèl en cavalls participants en les festes patronals 

de Menorca mostraven un increment progressiu des de la tardor fins a obtenir les concentracions 

màximes a l’estiu, coincidint amb la celebració de les festes patronals. Aquest increment progressiu 

també coincidia amb un increment substancial de les sessions d’entrenament dels cavalls avaluats. 

L’exposició continuada a un factor potencialment estressant com seria la participació reiterada en 

les festes patronals i un increment de la freqüència i intensitat de les sessions d’entrenament podria 

ser una de les causes principals dels resultats obtinguts, tal com s’ha descrit prèviament en humans 

[20,21]. Més concretament, els atletes avaluats que corrien més quilòmetres a la setmana, 

entrenaven més hores o participaven en més competicions al llarg de l'any presentaven nivells de 
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cortisol en pèl més elevats en comparació als controls, així com aquells atletes que practicaven un 

esport d’intensitat superior [20]. Lamentablement, i a causa de les característiques dels animals 

avaluats en la present tesi doctoral, no va ser possible disposar d’un grup control que ens permetés 

avaluar si l’exposició continuada dels animals a aquestes situacions n’era la causa principal.  

Per altra banda, les fluctuacions hormonals en pèl també estan subjectes a una sèrie de factors 

inductors de variabilitat [19,22]. Les característiques intrínseques de l’animal i les característiques 

pròpies del pèl, dos grups de factors inductors de variabilitat, van ser controlats satisfactòriament 

en els animals avaluats. Els cavalls inclosos a l’estudi compartien lloc i sistema d’estabulació, 

disciplina eqüestre, raça, capa, alimentació, condició corporal, sexe i eren d’edat similar. 

L’homogeneïtzació d’aquests factors posa en relleu un altre dels factors (estacionalitat) que podria 

ser causa de les variacions en les concentracions de cortisol en pèl observades en el Capítol I. 

L’estacionalitat com a tal és una variable d’una complexitat considerable perquè està influenciada 

per nombrosos factors com la temperatura, humitat, hores de llum o condicions meteorològiques 

en general. En un estudi previ realitzat pel nostre grup de recerca en cavalls localitzats en la mateixa 

regió climàtica que els cavalls avaluats en la present tesi doctoral i que no participaven en festes 

patronals, van mostrar variacions de cortisol en pèl equivalents a les presentades en aquesta tesi 

doctoral [10]. Aquest fet emfatitza un efecte estacional en la secreció de cortisol en cavalls que 

habiten la regió climàtica de la mediterrània occidental. A banda d’això, també obre la porta a la 

realització de nous estudis per determinar les possibles implicacions a nivell fisiològic d’aquestes 

variacions. 

Paral·lelament a la quantificació dels nivells de cortisol, també era part de l'objectiu la quantificació 

dels nivells de testosterona i DHEA-S així com les seves ràtios com a mesura retrospectiva de 

l'activitat dels eixos hipotalàmic-pituïtari-adrenal i gonadal respectivament. Els resultats van 

mostrar unes concentracions de testosterona significativament menors durant la primavera en 

comparació a la tardor i les primeres fases d'hivern. Diversos estudis han descrit com depenent de 

la intensitat i freqüència de l’entrenament les concentracions de testosterona poden variar de 

manera oposada. Per exemple, Baker et al. [23] van reportar com un entrenament intens i recurrent 

provocava una disminució dels nivells de testosterona plasmàtics i un augment dels nivells de 

cortisol. Per altra banda, Golland et al. [24] van descriure com una sessió d’exercici de màxima 

intensitat provocava un increment sostingut de les concentracions de testosterona durant més d’un 

dia posteriorment a l’exercici. Aquests resultats no concorden amb els resultats obtinguts en el 

nostre estudi on les concentracions de testosterona es mantenien estables durant el període 

d’increment d’activitat relacionat amb les sessions d’entrenament i participació dels cavalls en les 
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festes patronals. Aquest fet pot ser degut a diversos motius, però principalment es podrien 

relacionar amb les característiques de la mateixa matriu (pèl) o al mateix efecte de l’estacionalitat. 

La patent contradicció entre els estudis que fan servir les concentracions de testosterona com a 

indicador fisiològic de la resposta d’estrès posen en relleu la necessitat de realitzar una 

caracterització fisiològica i funcional més detallada de la testosterona com a indicador d’estrès 

relacionat amb l’exercici en cavalls. Pel que fa a la DHEA-S les concentracions van ser 

significativament majors al final de tardor i principis d'hivern en comparació amb les darreres fases 

d'hivern. A diferència del cortisol, els estudis que han utilitzat la DHEA-S en cavalls són molt més 

escassos i ressalten els resultats obtinguts en la present tesi doctoral i constaten, per primer cop en 

cavalls, una variació estacional de la DHEA-S detectable en el pèl. En general, els resultats 

obtinguts al Capítol I focalitzen l'estacionalitat com un factor a considerar pel disseny de futurs 

estudis en què es pretengui avaluar les concentracions de les hormones esmentades de forma 

retrospectiva com a potencials indicadors fisiològics de la resposta d'estrès en cavalls.  

Per altra banda, una altra eina que s’ha proposat per tenir una imatge més completa de l’activitat 

dels eixos HHA i HHG és el càlcul de les ràtios hormonals [25–28]. En la present tesi doctoral es 

va explorar la utilització de les ràtios testosterona/cortisol i cortisol/DHEA-S com a mesura 

complementària. Pel que fa a la relació testosterona/cortisol s’ha postulat com un indicador del 

desequilibri general entre ambdós eixos [28]  i un predictor de comportament agressiu en humans 

[29]. Una altra aplicació d’aquesta relació és la seva utilització com un indicador general de 

l'equilibri catabòlic/anabòlic durant l’activitat física, ja que ambdues hormones tenen funcions 

metabòliques oposades [28,30]. Desafortunadament, el nostre estudi no va anar acompanyat 

d’observacions comportamentals i, per tant, no es van poder testar la relació de la testosterona i el 

cortisol amb conductes agressives.  Pel que fa a l’equilibri catabòlic/anabòlic tampoc es va trobar 

una relació directa amb les temporades de més activitat física, ja que la relació era significativament 

més elevada durant la tardor i principis d’hivern en comparació a l’estiu.  

La relació cortisol/DHEA-S, també s’ha proposat com un indicador general del balanç 

catabòlic/anabòlic, i com un indicador fisiològic d’estrès per les accions oposades als 

glucocorticoides que té la DHEA o el seu sulfat  [27,28]. En general, s'ha suggerit que una relació 

cortisol/DHEA-S més alta, i que per tant reflecteix un menor equilibri anabòlic, és indicatiu d'un 

augment d’estrès crònic [27,28]. Els resultats obtinguts en el Capítol I mostren com la relació 

cortisol/DHEA-S va resultar ser més elevada coincidint amb les temporades en què l’activitat 

física dels cavalls avaluats començava a incrementar fins a arribar al seu màxim durant els mesos 

d’estiu i per tant coincidint, també, amb la celebració de les festes patronals. Aquest resultat 
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concorda amb altres estudis publicats on la utilització de la relació cortisol/DHEA-S s’ha 

relacionat amb un nivell d’estrès elevat en cavalls amb estereotípies en comparació amb animals 

sense trastorns conductuals [15], o en cavalls estabulats de forma tradicional versus forma 

alternativa [31]. La patent contradicció entre les relacions testosterona/cortisol i    

cortisol/DHEA-S ens suggereixen la relació cortisol/DHEA-S com un possible l’indicador 

d’elecció per avaluar l’activitat adrenal i l’equilibri catabòlic/anabòlic en cavalls de forma 

retrospectiva a través del pèl. No obstant la caracterització biològica de l’ús d’aquestes ràtios a 

través del pèl requereix ser estudiada amb més profunditat per poder ser utilitzada pel monitoratge 

de la resposta d’estrès en cavalls. 

CORTISOL EN PLASMA I SALIVA COM A INDICADOR FISIOLÒGIC DE LA RESPOSTA 
D’ESTRÈS  
El cortisol ha sigut l’indicador de la resposta d’estrès més utilitzat en la present tesi doctoral. Certs 

autors aconsellen que paral·lelament a la quantificació del cortisol com a indicador fisiològic 

d’estrès és recomanable l’avaluació d’altres paràmetres tals com paràmetres hematològics, 

cardiovasculars [32–35] o termogràfics [36–39], per tal d’obtenir una imatge més complerta de la 

resposta generada [40]. No obstant, diversos autors han establert una relació directa entre les 

concentracions de cortisol i l'àcid làctic en sang [41] , la freqüència cardíaca i la freqüència 

respiratòria, la temperatura rectal [42] i la temperatura ocular [43,44], tots ells indicadors de la 

intensitat i l'esforç de l'exercici i en conseqüència indicadors de la resposta fisiològica d'estrès. 

Els Capítols II i III tenien l'objectiu de caracteritzar la resposta d'estrès, per una banda, generada 

durant una sessió d'entrenament estàndard per participar en les festes patronals, i per l'altra, durant 

les celebracions. Durant la sessió d'entrenament es van obtenir uns increments de cortisol salival 

al voltant del 240% respecte a l'inici de la sessió. En relació amb els increments observats durant 

les celebracions, es van assolir els increments màxims respecte al grup control durant el matí del 

segon dia de les dues edicions estudiades (increment del 200 i 300% respectivament). Aquest fet 

assenyala com la resposta generada durant les festes patronals i una sessió d'entrenament va ser de 

magnitud similar. Tal com ha sigut descrit prèviament, el nivell d’entrenament de l’animal pot 

influir directament en l’activació de l’eix HHA en cavalls. Íntimament relacionat amb el nivell 

d’entrenament trobem la freqüència d’exposició a un estímul i per tant el grau d’habituació. Per 

exemple, Cayado et al. [45] van reportar que les variacions de cortisol estaven directament 

relacionades amb el nivell d’experiència previ en cavalls de doma i salt. En altres paraules, la 

participació dels cavalls en un concurs de doma o salt va provocar un increment de les 
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concentracions de cortisol majors en cavalls amb poca experiència en comparació als increments 

observats en cavalls altament experimentats. Aquest fet també s’ha pogut documentar en humans, 

on s’ha observat com els increments de cortisol en atletes entrenats exhaustivament, la resposta a 

un exercici determinat reflecteix el nivell d’entrenament de l’individu [46]. Una altra aproximació 

a aquest resultat és la possibilitat que un increment d’exposició continuada a l’exercici, o un 

increment d’activitat durant un període de temps determinat, podria induir un canvi en el nombre 

de receptors o en la sensibilitat al cortisol per tal d’obtenir la mateixa resposta a nivell sistèmic 

amb una menor quantitat d’hormona secretada [45]. En conclusió, l'entrenament continu i 

exhaustiu dels cavalls participants en les festes patronals durant tot l'any, i que s'incrementa durant 

la temporada d'estiu, situaria els cavalls participants en les festes patronals en condicions òptimes 

per fer front satisfactòriament a l'increment d'activitat i els potencials estressors que es deriven de 

la participació en les celebracions.  

Un altre dels resultats destacables del Capítol II va ser el retorn més ràpid de les concentracions 

basals de cortisol en saliva en comparació al plasma. A les dues hores posteriors a la finalització 

de l'activitat, les concentracions ja no diferien significativament de les obtingudes abans del 

començament. Aquest resultat concorda amb el descrit per Peeters et al. [47] on van descriure el 

retorn complet de les concentracions basals de cortisol en saliva 100 minuts abans que en plasma. 

Aquesta troballa, de rellevància pràctica, postula el cortisol salival com la matriu d'elecció per 

l'avaluació del restabliment de les concentracions basals de cortisol en cavalls per diversos motius. 

En primer lloc per la poca invasivitat en l’obtenció de la mostra. En segon lloc perquè el cortisol 

salival front a un estressor incrementa proporcionalment més que el cortisol plasmàtic [47], i 

finalment, en tercer lloc, perquè amb la mesura del cortisol salival es quantifica la fracció lliure i 

per tant amb activitat biològica [48]. Així, aquests factors permeten una determinació més acurada 

de l’activació i resposta de l’eix HHA i per tant, de la resposta d’estrès. 

Pel que fa al Capítol III, i per raons pràctiques i logístiques no es van poder obtenir mostres de les 

hores successives a la finalització dels actes. No obstant això, es va recol·lectar una mostra de 

saliva a les 24 h de la finalització de les celebracions i aquesta no diferia significativament de la 

mostra del grup control. Aquest fet demostra que, almenys, a les 24 h posteriors a la finalització 

dels actes les concentracions de cortisol es tornen a trobar als nivells previs a la festa, dit en altres 

paraules, que els cavalls recuperen els nivells basals com a màxim un dia després de les 

celebracions. Aquest fet és important per dos motius principals: en primer lloc, perquè postula la 

participació dels animals a les festes patronals com una situació d'estrès agut, tal com s'ha 

determinat en diferents disciplines eqüestres com la doma (e.g.: [33,49]), el salt (e.g.: [49,50]), les 
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curses (e.g.: [41,51]) o les curses de resistència (e.g.: [35,44,52]). En segon lloc, i tenint en compte 

els possibles efectes negatius del cortisol a llarg termini, obre la porta a determinar quin és l'impacte 

que l'exposició continuada d'alguns animals a aquests actes té sobre la seva salut i en conseqüència 

sobre el seu benestar. 

PROTOCOL D’AVALUACIÓ DE BENESTAR ANIMAL I APLICACIÓ 
El benestar dels cavalls utilitzats per activitats esportives i recreatives és un tema d’importància 

creixent [33] , i en conseqüència s’ha incentivat el desenvolupament d’eines científicament 

provades per caracteritzar de manera fiable i repetible el seu benestar [40]. Les festes patronals de 

Menorca suposen una sèrie de potencials reptes pel benestar dels cavalls que hi participen. En 

aquest sentit, l’objectiu del quart capítol de la present tesi doctoral es va realitzar amb la motivació 

de dissenyar, descriure i adaptar l’aplicació d’un protocol que permetés l’avaluació del benestar 

dels cavalls participants en les festes patronals de Menorca des d’un punt de vista objectiu i pràctic. 

Pel seu disseny es va realitzar una adaptació dels protocols  prèviament validats per l’avaluació del 

benestar de cavalls utilitzats per activitats recreatives i esportives (referència) i que es basen en els 

criteris i principis de benestar proposats pel Welfare Quality ® project [53] per tal de garantir un 

enfocament holístic que comprengui les diferents dimensions del benestar animal. En el protocol 

proposat es van incloure 4 principis, 8 criteris i 16 indicadors.  

Pel que fa als principis es van mantenir els 4 principis que regeixen els protocols Welfare Quality 

® [53], amb la modificació del segon principi “bon allotjament” que va ser modificat per “bona 

estabulació i descans”. Generalment, els protocols Welfare Quality ® [53] o els que d’ells se’n 

deriven com per exemple l’AWIN welfare assessment protocol for horses [54] consten de 12 criteris 

diferents. La reducció inclosa en el protocol presentat en el Capítol IV rau en la necessitat de ser 

adaptat a la realitat de les festes patronals de Menorca.  

En els protocol descrits anteriorment [54,55] pel principi d’un bon allotjament s’inclou el criteri 

d’un bon confort tèrmic dirigit principalment a la zona d’allotjament dels animals. En aquest sentit 

en el protocol proposat pels cavalls participants en les festes patronals es va modificar l’àmbit 

d’aplicació i es va dirigir a proporcionar zones d’ombra als animals durant els descansos per tal de 

prevenir problemes derivats d’un possible estrès tèrmic.  Pel que fa al criteri d’una bona salut es 

van mantenir els tres principis proposats pel HWAP i que inclouen l’absència de lesions, l’absència 

de malalties i l’absència de desconfort causat pel maneig. Pel que fa al criteri d’absència de malalties 

es va afegir que fossin derivades de l’esforç i es van incloure aquelles de més probable aparició. 

En relació al criteri d’absència de desconfort induït pel maneig es va incloure el criteri d’absència 
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de lesions induïdes pels elements de càstig per tal de garantir l’ús correcte dels esperons i/o la 

serreta. Finalment, en referència al principi “comportament apropiat” es va incloure, 

exclusivament, el criteri d’un estat emocional positiu centrat en l’absència de conductes negatives 

com l’agressivitat o la por per facilitar, en aquest cas, la seva avaluació durant la celebració de les 

festes patronals per part del veterinari designat.
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En funció de l’exposat en la present tesi doctoral s’estableixen les següents conclusions:  

Objectiu 1: 

Conclusió 1.1. Les concentracions de cortisol, testosterona i DHEA-S en pèl de cavall varien 

estacionalment posant en relleu la importància de considerar l’estacionalitat com un factor influent 

en els estudis de monitoratge de la resposta d’estrès.  

Conclusió 1.2. L’ús de les ràtios cortisol/DHEA-S i Testosterona/Cortisol requereix ser estudiat 

en profunditat per ser utilitzat en els estudis de monitoratge de la resposta d’estrès en cavalls.  

 

Objectiu 2: 

Conclusió 2.1. La participació dels cavalls en una sessió d’entrenament estàndard per participar 

en les festes patronals de Menorca genera una resposta d’estrès mesurable a través de la 

quantificació del cortisol salival, plasmàtic i l’estudi hemàtic complet.   

Conclusió 2.2. La saliva seria la matriu d’elecció per monitorar el retorn del cortisol a les 

concentracions basals després d’un exercici en cavalls.  

 

Objectiu 3:  

Conclusió 3.1. La participació dels cavalls en les festes patronals de Menorca genera una resposta 

d’estrès aguda i transitòria que desapareix en les 24 hores posteriors a la finalització dels actes i 

que es pot mesurar a través del cortisol salival.  

Conclusió 3.2. La resposta d’estrès generada i mesurada a través del cortisol salival és similar en 

magnitud a la generada per una sessió d’entrenament estàndard per participar en les festes 

patronals o a la generada en altres disciplines eqüestres. 

 

Objectiu 4:  

Conclusió 4.1. L’adaptació i aplicació d’un protocol d’avaluació de benestar animal pels cavalls 

participants en les festes patronals de Menorca permetrà la seva avaluació  des d’un punt de vista 

objectiu.   
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