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ARTiCULO DE REVISION

Requerimientos para la medicion de indicadores de estrés
invasivos y no invasivos en produccion animal

REQUIREMENTS FOR THE MEASUREMENT OF INVASIVE AND NON-INVASIVE STRESS
INDICATORS IN ANIMAL PRODUCTION

Rosa Angélica Sanmiguel Plazas'¢, Fernely Augusto Plazas Hernandez',
Dunia Yisela Trujillo Piso', Maria del Rocio Pérez Rubio’,
Lina Maria Pefiuela Sierra?, Alice DiGiacinto?

RESUMEN

En esta revision se presentan los principales requerimientos para medir de manera
multimodal, indicadores del bienestar en animales de produccion, desde los parametros
productivos hasta los fisiologicos, categorizados como indicadores no invasivos e
indicadores invasivos. Se pretende generar una compilacion de ideas para que el inves-
tigador de acuerdo con las limitaciones, condiciones y alcances de sus recursos evaliie
bienestar animal con fines académicos, de investigacion y de optimizacion de la produc-
cion y del mercadeo de los productos finales en un sistema de produccion pecuario.
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ABSTRACT

This review presents the main requirements for measuring multimodal welfare
indicators in production animals, from production parameters to physiological parameters,
categorized as noninvasive indicators and invasive indicators. It is intended to generate
a collection of ideas so that the researcher, in accordance with the limitations, conditions
and scope of its resources, evaluate animal welfare for academic purposes, research and
optimization of the production and marketing of the final products in a livestock production
system.
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INTRODUCCION

En el ambito de la produccion animal
existe una serie de practicas de manejo e
interacciones humano-animal que se requie-
ren para el manejo y la mejora de eficiencia
de los animales domésticos, tales como la
manipulacion, estrategias nutricionales, me-
dicina preventiva, técnicas quirirgicas, em-
pleo de corrales y jaulas, y mecanismos y
medios de transporte, entre otros. Esto pue-
de implicar incomodidad o incluso dolor para
los animales, lo cual puede generar estrés v,
por consiguiente, cambios comportamentales
y fisiologicos que conllevan a la disminucion
de su bienestar (Mellor et al., 2000; Mpakama
etal., 2014).

El estrés es una respuesta inespecifica
del organismo animal ante condiciones am-
bientales adversas que produce ajustes fisio-
loégicos y metabdlicos para mantener la
homeostasis, genera efectos sobre el siste-
ma nervioso central, el sistema
neuroendocrino y el sistema inmune (Sordillo
y Aitken, 2008; Feng ef al., 2012). En la res-
puesta neuroendocrina al estrés, el hipotalamo
libera el factor liberador de corticotropina,
arginina vasopresina, péptidos derivados de
la propiomelanocortina, B endorfinas y las
hormonas catabolicas (catecoloaminas y
glucocorticoides) que participan de forma
adversa con las hormonas anabolicas (hor-
mona de crecimiento y hormonas gonadales),
activando respuestas adaptativas para la
sobrevivencia (Charmandari et al., 2005).

Selye (1946) desarrollé un modelo ge-
neral de respuesta al estrés llamado «Sindro-
me General y Adaptacion» G.A.S. (General
Adaptation Syndrome), en donde divide la
reaccion generada por el organismo someti-
do a estrés en tres fases: fase de reaccion de
alarma, citando los cambios fisioldgicos y
bioquimicos generados por el organismo frente
a un estimulo al que no esta adaptado
cuantitativamente o cualitativamente; fase de
resistencia, en la que se resumen todas las
reacciones sistémicas expresadas frente a un
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estimulo prolongado al cual el animal se esta
adaptando progresivamente; y fase de ago-
tamiento, con la que finalizan las reacciones
por la permanencia del estimulo.

Animales con pobre bienestar tienden a
sufrir inmunodepresion, disminucion de la efi-
ciencia productiva y cambios en el compor-
tamiento (Broom, 2007). Por lo anterior, se
puede considerar que disefar y ejecutar es-
trategias que incrementen la capacidad de los
animales para mitigar los efectos fisiologicos
del estrés puede ser importante para mejorar
el desempefio productivo. Para ello se requie-
re evaluar indicadores multimodales que, en
conjunto, determinen de manera confiable la
severidad del estrés y el cambio en el bienes-
tar (Otovic y Hutchinson, 2015).

El tema de bienestar animal no ha sido
ajeno a la internacionalizacion de mercados;
de hecho, los paises europeos han sido pio-
neros en llevar a cabo cambios legislativos y
de concienciacion en favor del bienestar de
los animales de produccion (Dalmau et al.,
2006), incluyendo programas de asegura-
miento de la inocuidad alimentaria de origen
animal (Gallo, 2008; Mora, 2011). Por ende,
es pertinente que la comunidad cientifica ten-
ga disponibilidad de metodologias para la eva-
luacion del bienestar en los sistemas de pro-
duccion.

El proposito de la presente revision es
ofrecer una carta de opciones de indicadores
de estrés no invasivos e invasivos que permi-
tan elegir, de acuerdo con las posibilidades
técnicas y economicas, los mas apropiados
para evaluar el bienestar de animales de pro-
duccién sometidos a practicas requeridas
para la optimizacion de la rentabilidad.

Indicadores No Invasivos

Los indicadores de estrés no invasivos
son datos que facilitan la repeticion de
muestreos, puesto que para su colecta no
afectan de manera prolongada o permanente
las libertades de los animales de acuerdo con
los conceptos del Farm Animal Welfare
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Council (FAWC, 1979). Esta institucion, pre-
decesora del actual Farm Animal Welfare
Committee, considera que el estado de bien-
estar de un animal debe cumplir cinco as-
pectos o libertades: ausencia de hambre y
sed, ausencia de incomodidad fisica y térmi-
ca, ausencia de dolor, lesion o enfermedad,
ausencia de miedo y estrés, y capacidad para
desplegar la conducta normal de la especie.

Entre los principales indicadores no
invasivos (Cuadro 1) se encuentran los si-
guientes:

Parametros etologicos

Condiciones generadoras de estrés pro-
mueven respuestas psicoendocrinas
(Charmandani et al., 2005), donde los ani-
males afrontan cambios comportamentales,
muchas veces estereotipados, inherentes a
la amortiguacion de la respuesta fisiologica.

El disefio de un protocolo de evaluacion
de comportamiento y bienestar especie es-
pecifico genera mas confiabilidad, ya que es
necesario conocer el comportamiento normal
de los animales para identificar los cambios
generados por las condiciones en el que el
animal se encuentra (Whay et al., 2007;
Khalil et al., 2010). En estos estudios se re-
gistran patrones de comportamiento tales
como acicalamiento, picoteo, agresividad
entre congéneres (Dixon y Duncan, 2010; De
Jong et al., 2013; Rodenburg et al., 2013),
vocalizacion (Harewood et al., 2005), asi
como acostarse, levantarse, defecar, orinar
(Huynh et al., 2006), jadeo e interacciones
agresivas, entre otros. Los resultados se ana-
lizan como porcentajes del nlimero de obser-
vaciones totales (Candiani ef al., 2008), fre-
cuencia de los eventos comportamentales y
duracion de cada evento (Bulitta et al., 2015).
Los datos etologicos son mas precisos si se
utilizan camaras de video que registren du-
rante el tiempo del experimento las 24 horas
de cada dia (Huynh et al., 2006).
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Pruebas de miedo

Considerandose la libertad de miedo
entre las cinco libertades del bienestar ani-
mal (FAWC, 1979), los test que miden el mie-
do son indicadores del bienestar (Elrom 2000;
Forkman et al., 2007).

El «Arena test» es una prueba usada
en mamiferos y para su aplicacion se requie-
re un espacio cerrado cubierto con cama de
aserrin en un area adecuada acorde al tama-
fio del animal, ademas de camaras digitales
que registren el comportamiento de los ani-
males durante los dias de la prueba. Un solo
observador debe hacerse responsable del
analisis de los videos (Mintline et al., 2012).
Esta prueba se utiliza muchas veces para
evaluar la reaccion de un animal a un objeto
extrafo.

Lainmovilidad tonica (IT) es un estado
de paralisis aparente de peces, reptiles, aves
y algunos mamiferos como los conejos, como
respuesta a una amenaza asociada con cam-
bios en el control simpatico vagal (Leite-
Panissi et al., 2006; Valance et al.,2007). En
aves, esta prueba se realiza girando al animal
en decubito dorsal sobre una mesa plana y
estable, sosteniéndole el cuerpo y la cabeza
durante aproximadamente 15 segundos para
contabilizar y registrar el tiempo de inmovili-
dad que el animal presenta una vez es libera-
do (Elrom, 2000; Campo y Davila 2002a,b).
Los protocolos de medicion de bienestar ani-
mal han incluido en los ltimos afios a la IT
como una opcion valida de bienestar en aves
de produccién (Sandoval et al., 2003; Nicol
et al.,2009; Sanmiguel et al., 2015). Incluso
se ha demostrado que aves que presentan
tiempo corto de IT demuestran mejor des-
empefio en el crecimiento, ganancia de peso,
produccion de huevo y mayor adaptabilidad
al estrés que las aves que presentan un tiem-
po largo de IT (Castaneda y Gomez, 2010;
Wang et al., 2013).
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La evaluacion del nivel del miedo du-
rante el desembarque en plantas de faenado
de cerdos considera comportamientos como
revolverse sobre si mismo, negarse a avan-
zar o a retroceder, y avanzar y retroceder en
breves lapsos de tiempo (Dalmau et al.,
20006).

Parametros productivos

Sin duda, son los parametros mas im-
portantes para los productores, puesto que
afectan el rendimiento financiero de sus ne-
gocios y, a su vez, han sido relacionados con
el bienestar de los animales (Beloor et al.,
2010).

Es evidente y comprobado por estudios
de investigacion que el estrés en animales de
produccion afecta parametros productivos
tales como el consumo de alimento, la ga-
nancia de peso corporal, la produccion lac-
tea, la calidad de la masa muscular, y la cali-
dad del huevo (nimero, peso, grosor de la
cascara, gravedad especifica del huevo, y
peso y grosor de la albumina). La toma de
datos de parametros productivos requiere
registros ajustados a las variables a medir,
equipos de medicidn, etc., de acuerdo con la
especie y tipo de produccion (Star et al.,
2008; Beloor et al.,2010; Iwamaet al.,2011,
Sanmiguel y Rondon, 2014).

Parametros fisiologicos

- Temperatura corporal, termografia y fre-
cuencia respiratoria

Cambios de temperatura y frecuencia
respiratoria pueden ser indicativos de estrés
o infeccion. Para la toma de temperatura
corporal es suficiente un termémetro infrarojo
para capturar datos de temperatura en es-
palda, dorso y pierna, en horas especificas
del dia, de acuerdo con las intenciones de la
investigacion y teniendo en cuenta el ritmo
circadiano del animal. En cerdos, cabras, ove-
jas y bovinos, la temperatura rectal es un
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parametro de uso frecuente para medir bien-
estar y tan solo se requiere un termometro
digital (Sharma et al., 2013).

La termografia ocular y del dorso tam-
bién ha sido usada para evaluar estrés en
animales de produccion. En este caso se re-
quiere una camara que tome imagenes
infrarrojas para su posterior analisis (Stewart
et al., 2008; Schmidt et al., 2013).

Para medir la frecuencia respiratoria se
necesita contar los movimientos toracicos en
el transcurso de un minuto utilizando un cro-
noémetro (Huynh et al., 2006).

- Cortisol en saliva, orina, heces y pelo

El cortisol que se mide en saliva, orina,
heces y pelo son metabolitos de la hormona y
no la hormona original; por consiguiente, su
estandarizacion, interpretacion y andlisis debe
ser especie especifica (Hernandez-Jauregui
et al., 2005). Para cualquiera de las mues-
tras a evaluar, es necesario considerar que
los kits comerciales para la medicion de
cortisol y sus metabolitos deben ser valida-
dos con la muestra de la especie objeto de
estudio, ya sea mediante radioinmunoensayo
(Singh, 2009; Otten et al., 2010) o de
inmunoabsorbencia ligada a enzimas (ELISA)
(Candiani et al., 2008; Carbajal et al., 2014),
estableciendo un paralelo entre la curva de
dilucion de diferentes muestras y la curva
estandar previa verificacion del coeficiente
de variacion intraensayo y reactividad cruza-
da con otros metabolitos como progesterona
y testosterona. En este sentido, la medicion
de cortisol tiene como limitantes los altos cos-
tos de los kits comerciales y el requerimiento
de equipos especializados, tales como
espectrofotometros de 96 celdas o contado-
res automatizados para radioinmunoanalisis.

Para la obtencion de muestra salival se
requieren tubos de recoleccion de saliva que
contienen una barra de metal con una espon-
jaenun extremo o un hisopo de algodon, se-
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gun el manejo de la especie. La determina-
cion de cortisol se realiza mediante un kit de
inmunoensayo directo, que tiene un rango
detectable de 0 a 100 ng/ml y una sensibili-
dad de 0.5 ng/ml (Harewood y McGowan,
2005; Escribano et al., 2015).

Para la obtencion de muestras fecales,
dependiendo de la especie, se recogen direc-
tamente del recto o de la cama, teniendo en
cuenta que no estén contaminadas con orina.
Niveles de cortisol en heces son concordantes
con cortisol sérico (Sheriff ez al., 2010).

En aves, los glucococorticoides se pro-
ducen como corticosterona (Holmes y Phillips,
1976) y el 75% es excretado mediante la ori-
na. Por esta razon el muestreo de heces es
util para identificar corticosterona mediante
radioinmunoanalisis, posterior a la separacion
de la porcion blanca liquida de las heces
aviares (Rettenbacher et al., 2004).

El cortisol en pelo ha sido medido en
ovejas como indicador de estrés cronico
(Stubsjoen, 2015a). Para realizar el ensayo,
se debe almacenar el pelo muestreado en
papel aluminio. Se determina Ila
inmunoreactividad de las muestras en un
inmunoensayo con enzima de cortisol (Palme
y Mostl, 1997; Rettenbacher et al., 2004).

De una manera analoga a la medicion
de cortisol en pelo de mamiferos, la
corticosterona depositada en plumas de las
aves es un indicador estable del desafio a
estresores que desencadenen actividad del
eje hipotalamo hipofisiaria adrenal (Bortolotti
et al., 2009; Carbajal ef al., 2014). Para la
medicion de corticosterona en yema o albu-
mina se requiere pesar el huevo y separar la
albumina de la yema. La corticosterona es
determinada con un kit de radioinmunoensayo
(Downing y Briden, 2008; Singh ef al., 2009;
Ahmed et al., 2014).

A la hora de analizar los niveles de
cortisol es importante tomar en cuenta como
se tomo y de donde vino la muestra. No to-
dos los estresores producen un incremento
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del cortisol. Ademas, el cortisol, como mu-
chas otras hormonas, tiene un ritmo
circadiano, por lo que el momento del
muestreo debe ser tomado en cuenta (Mostl
y Palme, 2002). Las muestras de pelo son
generalmente usadas para medir estrés cro-
nico (Kalra et al., 2007), ya que los cambios
en los niveles de cortisol en el pelo no son
inmediatos, contrario a lo que ocurre en san-
gre.

- Test de testosterona salival

La testosterona salival es reconocida
como un indicador de estrés en mamiferos y
no es influenciado por el ritmo circadiano; por
lo que el muestreo se puede hacer en cual-
quier hora del dia (Escribano et al.,2014). El
analisis se realiza mediante una prueba de
inmunoensayo enzimatico competitivo (Escri-
bano et al., 2014).

- Catecolaminas urinarias

Concentraciones urinarias de epinefrina,
norepinefrina y dopamina son consideradas
indicadores de bienestar animal. Una vez
colectada la orina, se conserva con HCl para
estabilizar y conservar las catecolaminas uri-
narias almacenadas a -70°C. El analisis e
hace mediante un método de fase solida de
intercambio catiénico y determinada mediante
cromatografia liquida (O'Neil et al., 2012).

Electrofisiografia

Las senales bioeléctricas en el organis-
mo animal son consideradas indicadores di-
rectos de estrés puesto que cambian respec-
to a la influencia del sistema nervioso auto-
nomo, dando como consecuencia cambios
psicofisioldgicos (Berntson ef al., 1991), lo
cual permite evaluar efectos de estrés por
manejo (Hagen ef al., 2005), calor (Chacon
etal.,2010), desnutricion (Khalil ez al., 2010),
y emocional (Leliveld et al., 2016), entre
otros, generados en las practicas de produc-
cion animal. Incluso, por el efecto de las es-
taciones del afio sobre la actividad simpatico
vagal cardiaca dependiente del ritmo
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circadiano, especialmente en la época de ve-
rano (Kovacs et al., 2016).

Los métodos electrofisiologicos se han
diversificado en los ultimos afios desarrollan-
do equipos de grabacion mas ligeros y mas
robustos, por lo que la utilizacion se ha
incrementado tanto en diagnostico como en
investigacion (Chorev et al., 2009). No obs-
tante, el alto costo del equipamiento limita su
uso. Entre las principales sefiales bioélectricas
se encuentran las registradas a partir de un
electrocardidgrafo con electrodos dese-
chables o reutilizables de superficie. Los re-
gistros electrocardiograficos (ECG) se deter-
minan para evaluar la variacion de amplitud
y duracion de ondas (Cinar et al., 2006), seg-
mentos, intervalos, ritmo, frecuencia cardia-
ca y variabilidad de la frecuencia cardiaca;
tanto en el dominio del tiempo como en el
dominio de la frecuencia (Kovacs et al., 2015;
Leliveld et al., 2016).

En grandes animales (bovinos, equinos
y cerdos) se utiliza un cinturén con dos elec-
trodos integrados y un transmisor especifico
que presenta los registros ECG en un data
logger (Kovacs et al., 2015; Leliveld et al.,
2016). Los electrodos se fijan sobre la piel
con gel transmisor de ultrasonidos en el sitio
de cada clectrodo (Frondelius et al., 2015).
En aves domésticas se utiliza una unidad
telemétrica remota con la ubicacion de elec-
trodos adhesivos en la quilla, asegurados con
un arnés que no restringe el movimiento
(Davies et al., 2014).

La mayoria de los equipos traen planti-
llas estandarizadas con filtros y velocidad para
mamiferos; no obstante, por las caracteristi-
cas especificas de la actividad ECG en aves,
la plantilla de registro debe estandarizarse a
10 mm=1mV y a una velocidad de 50 mm/s,
teniendo en cuenta que las derivadas signifi-
cativas para su lectura e interpretacion son
I, Il y aVR (Hassanpour et al., 2008).
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- Variabilidad de la frecuencia cardiaca
(VFC)

Lamedicion de la variabilidad de la fre-
cuencia cardiaca (HRV en inglés) mide el
equilibrio de la actividad del sistema nervioso
autonomo. En las ultimas décadas, la VFC
ha tomado fuerza en la investigacion en bien-
estar animal para analizar cambios en el equi-
librio simpatico-vagal tanto en mamiferos
como en aves, en relacion con el ritmo
circadiano (Brauner et al., 2010), manejo,
salud, factores de estrés psicologico y am-
bientales (Stubjoens et al., 2015b); asi como
para analizar caracteristicas genéticas tales
como respuestas comportamentales, tempe-
ramento y estado de animo (Borell et al.,
2007; Leliveld et al., 2016).

A partir de un registro electrocar-
diografico, mediante un software comercial,
se puede obtener datos del intervalo R-R (o
S-S en el caso de las aves) para analizarlos
en el dominio del tiempo o en el dominio de la
frecuencia. El andlisis de la VFC en el domi-
nio del tiempo incluye el promedio de tiempo
de intervalo entre latidos R-R, la desviacion
estandar del intervalo ente latidos y la raiz
cuadrada de la media de las diferencias su-
cesivas. Valores altos de esta tltima indica
actividad vagal significativa.

El analisis de la VFC en el dominio de
la frecuencia es el espectro obtenido mediante
Fast Fourrier Transform (FFT); determi-
nado mediante un software especializado,
donde la baja frecuencia (BF) es asociada
con actividad simpatica y la alta frecuencia
(AF) representa actividad parasimpatica
(Migliaro et al., 2004). Un incremento en la
relacion BF/AF es interpretada como una
dominancia simpatica y viceversa, lo cual se
da cuando hay emociones como enojo y hos-
tilidad (Borell et al., 2007; Tarvainen et al.,
2014).
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- Electroencefalografia

El EEG representa el voltaje entre dos
electrodos ubicados sobre la piel del craneo
o implantado quirurgicamente (Purves et al.,
2001). En bienestar animal es usado para
medir el nivel de dolor y nivel de conciencia e
inconciencia en diferentes actividades tales
como la eutanasia, analgesia y anestesia
(Benson et al., 2012), asi como el efecto de
sonidos y periodos de hambre (Cwynar y
Zawadzki, 2010; Otto et al., 2012).

Para su medicion se requiere un
electroencefaldgrafo con electrodos soldados
de manera permanente a los cables y un sis-
tema de minimo cuatro canales de datos de
prospeccion, vinculados a un software para
la grabacion, reproduccion y analisis de los
registros (Cwynar y Zawadzki, 2010). Los
registros EEG se analizan de acuerdo con los
patrones EEG determinados mediante la re-
lacion alfa/delta (Gibson et al., 2007).

Indicadores Invasivos

Los indicadores invasivos requieren
manipulacién especial de los animales some-
tidos al experimento que generan algun tipo
de incomodidad o dolor como la extraccion
de sangre, uso de electrodos de aguja,
cateterizacion, cirugias y biopsias, entre otros.
Por esta razon se debe tener en cuenta que
los datos obtenidos estan sujetos a los cam-
bios fisioldgicos que generan el estrés agudo
en la colecta de muestras y la manipulacion
de los individuos. Por otro lado, en los méto-
dos invasivos, los animales deben ser restrin-
gidos y manipulados, lo que puede generar
estrés per se.

Calidad de canal possacrificio: metodo-
logia para su evaluacion

La calidad de la carne se define por sus
propiedades fisicoquimicas (pH, capacidad de
retencion de agua, color, textura, etc.),
organolépticas (suavidad, consistencia, olor,
sabor, etc.) y bacteriologicas, que dependen
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de muchos factores, incluido el estrés. Un
deficiente manejo ante mortem impacta ne-
gativamente en los atributos de la carne a
consecuencia de los cambios hormonales que
afectan la composicion del tejido muscular
en el animal en vivo y las consecuentes ca-
racteristicas de la carne obtenida. Tanto el
manejo ante mortem como el método de
insensibilizacion durante el sacrificio afecta
su calidad (Hernandez et al., 2013).

El beneficio de animales incluye movi-
mientos previos al sacrificio que inducen al
estrés, lo que afecta la calidad de la canal. El
pH normal del mtsculo es de 7.1 y el de la
carne debe ser de 5.4 a 5.7. Esto se da por-
que las reservas de glucogeno muscular se
convierten en acido lactico, lo cual disminuye
el pH de la carne. Las reservas de glucogeno
en el animal pueden disminuir rapidamente
por factores de estrés y ejercicio excesivo,
de alli que pH mayores a 5.7 en la carne se
relacionan a un manejo inadecuado de los
animales, como maltrato y transporte por mas
de 10 horas (Toledo y Vargas, 2016).

En bovinos, ovinos, pavos y cerdos se
puede presentar canales DFD (por sus siglas
en inglés, oscuras, secas y firmes) de baja
calidad con pH de 6.4-6.8, lo que afecta el
tiempo de uso de la carne (Chambers y
Gradin, 2001). El efecto del estrés en bovi-
nos antes del sacrificio se manifiesta con pH
por encima de 6.2 (Hernandez et al., 2013).
Por otra parte, los ovinos son menos sensi-
bles al estrés que los bovinos y porcinos y,
por tanto, menos susceptibles a problemas de
pH en su canal; sin embargo, pueden presen-
tar pH mayores de 6 cuando son sometidos a
estrés (Sanudo y Gonzalez, 2008).

El estrés también puede producir car-
nes de tipo PSE (palida, suave y exudativa),
carnes con un bajo pH probablemente debi-
do aun incremento de la acidosis metabolica.
Un alto porcentaje de los cerdos a nivel mun-
dial desarrollan carnes PSE, pero este por-
centaje varia dependiendo del manejo
(Adzitev y Nuruk, 2011; Vermeulen et al.,
2015).
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Por lo anterior, la medicion del pH a los
45 min y 24 h que se emplea para tipificar la
calidad de la carne (PSE y DFD) se puede
utilizar para determinar el nivel de estrés ante
mortem. El pH se puede medir a los 45 min y
alas 24 h del sacrificio mediante el uso de un
pHmetro con sonda de silicio calibrado con
tampones pH4 y pH7 (recalibrando cada 10
lecturas), en el musculo semimebranoso en
porcinos y largo del dorso en bovinos (Jara,
2007). Se consideran canales con PSE aque-
llas que a los 45 min tengan un pH <5.8 y
aquellas con valores >6.3 se consideran DFD.
Del mismo modo, canales que a las 24 h ten-
gan pH de <5.6 se consideran PSE y aque-
llas con pH >6.2 se consideran DFD. En con-
secuencia, las carnes con PSE se consideran
como indicativo de animales con predisposi-
cion al estrés y sometidos a factores
estresantes (Castrillon et al., 2007).

Parametros hematologicos

Para la medicion de parametros sangui-
neos se requiere tomar muestras sanguineas
por venipuntura en un tubo con anticoagulante
(heparina para quimica sanguinea y EDTA
para hematologia) y sin anticoagulante para
serologia (Dacie y Lewis 1991).

- El hematocrito

Como consecuencia de la contraccion
esplénica provocada por la liberacion de
catecolaminas frente a un estresor agudo, el
hematocrito es afectado, tanto en mamiferos
como en aves y peces (Wang et al., 2004).
Para valorar el hematocrito se llena un
microcapilar de la sangre colectada con
EDTA, se centrifuga a 2000 g durante 5 min
y, posteriormente, se realiza la lectura en una
regla lectora de microhematocrito (Campbell,
2004).

- La relacion neutrofilos/linfocitos (N/L)
Esta relacion es considerada un indica-
tivo indirecto de niveles de estrés, puesto que

el incremento en los niveles elevados de
cortisol estimula la produccion de neutrofilos
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inmaduros de la médula 6sea a la sangre
periférica y disminucion de linfocitos (Akram
et al., 2002; Mashaly et al., 2004; Ajakaiye
etal.,2010). Esto se refleja en el incremento
de la relacion N/L en presencia de factores
predisponentes de estrés (Davis et al., 2000;
Shini et al., 2008). En aves, la analogia se
hace con la relacion heterofilos/linfocitos (H/
L) bajo los mismos conceptos fisiologicos
mencionados para mamiferos (Rath et al.,
2006; Singh, 2009).

Para medir la relacion N/L se requieren
50 ul de sangre con anticoagulante, se hace
un extendido en lamina portaobjetos seguido
de tincion sanguinea y posterior observacion
mediante un microscopio de luz, en el cual se
realiza una lectura de cantidad de neutrofilos
(heterofilos en aves) y se divide por la canti-
dad de linfocitos en un conteo total de 100
células sanguineas por muestra (Rath et al.,
20006).

Quimica sanguinea
- Proteinas de fase aguda

La medicion de proteinas de fase agu-
da es calculada como un porcentaje del con-
tenido de proteinas totales de cada muestra.
Asi, es necesario determinar la concentra-
cion de proteinas séricas totales con un kit
comercial de colorimetria y cuantificacion
basado en el acido bicinconinico. Las protei-
nas de fase aguda se determinan mediante
un kit comercial de electroforesis para de-
tectar albumina, basado en la separacion
electroforética de proteinas en un gel agarosa
tamponado (Candiani et al., 2008). Estos
métodos requieren la disposicion de equipos
electroforéticos, densitometros y
espectrofotometros.

- Creatinakinasa

La creatinakinasa se determina median-
te suero sanguineo conservado en refrigera-
cion entre 2 y 10 °C, con el uso un kit comer-
cial de inmunoinhibicion en el que por técnica
de espectrofotometria se desarrolla una prue-
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baliquida UV activada por NAC (Mitchell et
al., 1998; Ceballos et al., 2013). También
existen kits comerciales para la identificacion
de la creatinakinasa por nefelometria (Bulitta
etal., 2015).

- Cortisol sérico

Para evaluar el cortisol sérico (o
corticosterona sérica en aves) se requiere una
muestra de suero sanguineo y un kit de
radioinmunoensayo competitivo (Otten et al.,
2010; Bulitta et al., 2015), de ELISA
(Dehnhard et al., 2002; Candiani ef al., 2008;
Ahmed et al., 2014) o de quimioluminiscencia
(Ceballos et al., 2013).

Respuesta inmune humoral

Para medir titulos de anticuerpos se re-
quiere suero sanguineo y el uso de kits co-
merciales de inhibicion de hemaglutinacion,
inmunoabsorbancia u otras técnicas de
microtitulacion de acuerdo con el tipo de an-
ticuerpo que se pretenda medir (Sandhu et
al., 2007; Ghareeb et al., 2012).

Telemetria

Mediante registros telemétricos se pue-
den obtener datos de frecuencia cardiaca,
variabilidad de la frecuencia cardiaca, tem-
peratura corporal y presion sanguinea, entre
otros. Se implanta quirurgicamente un trans-
misor telemétrico de ubicacion intraperitoneal
en mamiferos o en la quilla de las aves, con
los electrodos fijados subcutaneamente en
diferentes sitios de acuerdo con la especie
(Valance et al., 2007; Kostelanets et al.,
2009; Khalil et al., 2010). Los altos costos de
los sensores telemétricos y demads
equipamiento limitan la aplicacion de esta téc-
nica.

Expresion de genes
La medicion de la expresion de genes
ha contribuido de manera significativa en la

comprension de los procesos homeostaticos
del organismo y el efecto de los factores re-
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lacionados con el estrés. L.a muestra de san-
gre u otros tejidos representativos como hi-
gado, bazo o yeyuno de donde se va a colec-
tar el ARN, debe ser congelado entre -70 y
-80 °C o en nitrogeno liquido hasta el mo-
mento del analisis (Beloor et al., 2010; Kang
etal.,2011).

Esta metodologia requiere el uso del
equipamiento para RT-PCR semi quantitativo
o RT-PCR quantitativo en tiempo real tales
como homogenizador, centrifuga, detector
fluorescente, espectrofotometro, incubadora,
termociclador, densitometro y el kit comer-
cial del gen objeto de estudio y sus corres-
pondientes cebadores (Hangalapura et al.,
2006; Kang et al., 2011; Feng et al., 2012).

Biomarcadores de estrés oxidativo

El estrés oxidativo es causado por radi-
cales libres, especies reactivas al oxigeno, que
generan dafios en el DNA, lipidos de la mem-
brana celular, proteinas y otras macroléculas,
contribuyendo al detrimento de la salud y
parametros productivos (Sordillo y Aitken,
2008; Lu et al., 2010). Una manera de medir
el proceso de estallido respiratorio de los
fagocitos en sangre entera es mediante
espectrofotometria (Mohanty y Sahoo, 2010).

También se puede emplear kits comer-
ciales espectrofotométricos para medir la
actividad de enzimas que participan en el
estrés oxidativo, tales como la glutation
peroxidasa sérica, catalasa sérica, glutation
transferasa y superoxido dismutasa (Ismail
etal., 2013).

Seguimiento de la Presentacion de En-
fermedades Asociadas al Estrés

De acuerdo con el Welfare Quality
Protocol (2009), uno de los parametros a te-
ner en cuenta para medir el bienestar de un
sistema de produccion animal es el seguimien-
to de la presentacion de enfermedades aso-
ciadas al estrés (Forkman y Keeling, 2009).
Por ejemplo, en avicultura la privacion de
movimiento conduce a la presentacion de
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osteoporosis y, por consiguiente, fracturas.
Asimismo, una presentacion pobre de la cama
genera pododermatitis (Webster, 2003; Sans
et al., 2014). De la misma manera, en ma-
miferos son reconocidos los higromas,
prolapsos uterinos y problemas en la salud
podal como enfermedades asociadas al estrés
(DeRosaetal.,2015; Guccione et al., 2016).
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