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RESUMO

PINHO, R.H. Responsividade, confiabilidade e interferéncia da
presengca de um observador humano ao se avaliar a dor pela
expressao facial em coelhos 38 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de

Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2022.

Nas ultimas décadas tém-se empregado escalas faciais como ferramentas
para avaliar a dor em diversas espécies. Esse estudo objetivou avaliar a
responsividade, confiabilidade e interferéncia de um observador humano
nos escores da RbtGS (Rabbit Grimace Scale) por video filmagens em
coelhos submetidos a cirurgia ortopédica. Utilizaram-se os registros de 28
coelhos filmados como parte de outro estudo em quatro momentos: basal
(24 horas antes da cirugia); dor (1 hora apds a recuperagado anestésica);
analgesia (3 horas apoés o resgate analgésico e 4 horas apds a recuperagao
anestésica) e 24h (24 horas apos a recuperagédo anestésica) na presenga
ou na auséncia do observador. A RbtGS foi pontuada de forma encoberta
e aleatdria por trés avaliadores. Avaliou-se a responsividade comparando-
se os quatro momentos pelo teste de Friedman, seguido de Dunn. A
interferéncia da presenca ou auséncia do observador em cada momento foi
avaliada pelo teste de Wilcoxon. A confiabilidade intra e interobservador foi
determinada pelo coeficiente de correlagado intraclasse (ICC). A escala foi
responsiva, pois os escores aumentaram apds o procedimento cirurgico e
reduziram apds 24 horas. A presenca do observador reduziu os escores da
RbtGS no momento dor (presenga: 0,75; 0-1,75, auséncia: 1; 0-2) e
aumentou nos momentos basal (presenca: 0,2; 0-2, auséncia:0; 0-2) e 24h
(presenca: 0,33; 0-1,75, auséncia: 0,2; 0-1,5). A confiabilidade intra e
interobservador variou de moderada a muito boa (ICC > 0,49). A RbtGS
apresentou responsividade, repetibilidade e reprodutibilidade na avaliacdo
por video filmagens em coelhos submetidos a cirurgia ortopédica. Na
presenca da observadora humana familiar aos coelhos, subestimou-se os
escores de dor no momento de maior dor e superestimou-se a dor nos
momentos de pouca ou nenhuma dor, sugerindo-se que as avaliagdes
sejam realizadas remotamente. O numero significante de dados perdidos é
uma limitagado importante da RbtGS.

Palavras chave: Animais de laboratorio, Avaliagao da dor, Dor, Expressao
facial.



ABSTRACT

PINHO, R.H. Responsiveness, reliability and the influence of a human
observer in the pain assessment by facial expressions in rabbits 38 p.
Thesis (PhD) — Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University,
Botucatu, 2022.

In the last decades, facial pain scales have been used as tools to assess
pain in several species. The goal of this study was to evaluate the
responsiveness, the intra- and inter-observer reliability and the influence of
a human observer on the scores of the RbtGS (Rabbit Grimace Scale)
assessed by video recordings in rabbits subjected to orthopedic surgery.
The videos of 28 rabbits recorded as part of another study were used as
follows: baseline (24 hours before surgery); pain (one hour after anesthesia
recovery); analgesia (3 hours after analgesic rescue); and 24h (24 hours
after anesthesic recovery). The RbtGS was blindly and randomly evaluated
by three evaluators. The responsiveness was assessed through comparison
of scores at the four time points using Friedman test followed by Dunn post-
hoc test. The influence of the observer at each time point was analyzed
comparing the presence versus the absence of the observer using Wilcoxon
test. Inter and intra-observer reliability was assessed through the intraclass
correlation coefficient (ICC). The scale showed responsiveness because
scores increased following the surgical procedure and decreased by 24
hours. The presence of an observer decreased RbtGS scores at the painful
moment (presence: 0,75; 0-1,75, absence:1; 0-2) and increased at baseline
(presence: 0,2; 0-2, absence:0; 0-2) and at 24h (presence: 0,33; 0-1,75,
absence:0,2; 0-1,5). Intra- and inter-observer reliability ranged from
moderate to very-good (ICC >0,49). The RbtGS showed responsiveness,
repeatability and reproducibility in video assessment of rabbits subjected to
orthopedic surgery. In the presence of a woman and familiar observer, the
scores at the time when pain was greatest were underestimated and at times
of little to no pain, the presence of an observer overestimated RbtGS scores,
thereby suggesting that evaluations should be performed remotely. An
important limitation of the RbtGS is the significant number of lost data.

Keywords: Facial expressions, Laboratory animals, Pain, Pain
measurements.
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1. INTRODUGAO

O homem e outros animais expressam na face diferentes emog¢des como
0 medo, a alegria, a tristeza e a dor de modo semelhante (DARWIN, 1872). A
alteracao na expressao facial € uma ferramenta eficaz para identificar a dor em
pacientes ndo verbais, como neonatos humanos e idosos com deméncia

(GRUNAU; CRAIG, 1987; OOSTERMAN et al., 2016).

Em animais, desenvolveram-se escalas para avaliar a dor com base na
expressao facial para diversas espécies (DALLA COSTA et al., 2014; GLEERUP
et al., 2015; DI GIMINIANI et al., 2016; HAGER et al., 2017; REIJGWART et al.,
2017; EVANGELISTA et al.,, 2019), incluindo os animais de laboratério

(LANGFORD et al., 2010; SOTOCINAL et al., 2011; KEATING et al., 2012).

A Rabbit Grimace Scale (RbtGS) (KEATING et al., 2012) foi criada com
base na Mouse Grimace Scale (MGS) (LANGFORD et al.,, 2010) e na Rat
Grimace Scale (RGS) (SOTOCINAL et al., 2011) a partir do registro fotografico
realizado durante a tatuagem das orelhas de coelhos de laboratério. A escala
compreende cinco unidades de acgao facial (FAUs) correspondentes ao aperto
orbital, formato do nariz, achatamento das bochechas, posicdo das vibrissas e
posicao das orelhas, cada uma pontuada como 0 (ausente), 1 (moderadamente

presente) ou 2 (obviamente presente) (KEATING et al., 2012).

Além do seu emprego como método de avaliagao da dor em coelhos de
laboratério (DIVINCENTI; MEIRELLES; WESTCOTT, 2016; HEDENQVIST et al.,
2016; RAILLARD et al., 2019) também utilizou-se a RbtGS para avaliar a dor em
coelhos de estimacdo (BANCHI et al., 2020). Em uma revisao sistematica

recente sobre as escalas faciais, considerou-se a RbtGS uma ferramenta com
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moderado nivel de evidéncia para se avaliar a dor, devido aos poucos estudos
que avaliaram a validade e confiabilidade da escala (EVANGELISTA;

MONTEIRO; STEAGALL, 2021).

Um ponto crucial na avaliagao da expressao facial € que quando o animal
nao estiver em posicdo com a face visualizavel pela avaliagdo remota de
cameras ou pelo observador ao vivo, pode ser necessaria a manipulagdo do
animal para se obter uma boa imagem. A contencado fisica durante o
reconhecimento da dor ndo ¢é ideal, pois prejudicou a avaliagdo das expressoes
faciais em cordeiros (GUESGEN et al., 2016), dai se recomendar métodos de
avaliagdo em que o animal possa expressar seus comportamentos naturais sem
interferéncia humana (EVANGELISTA et al., 2019). A presencga do observador
humano do sexo masculino reduz as expressodes faciais de dor em roedores
(SORGE et al., 2014). Em coelhos com dor a presenca do observador reduz a
duracéao e a frequéncia de comportamentos expressivos de dor, o que poderia
levar a falsa interpretacdo de que o coelho esta desprovido de dor ou sofrendo
menos dor do que o real (diagnéstico falso negativo). Por outro lado, o
observador quando presente também inibe a expressdao do comportamento
normal nos coelhos desprovidos de dor, o que possibilita a falsa impressao que
o animal sofreria dor (diagnéstico falso positivo) (PINHO et al., 2020). Desta
forma ha uma lacuna a se preencher para se saber se a presenga do observador

interfere na RbtGS.

Um outro ponto que merece uma reflexdo quando se usa escalas de
expressao facial é o tipo de registro que se faz das imagens. Expressoes faciais
que se sustentam por determinado tempo podem ser faciimente reconhecidas

durante a avaliagdo presencial. Por outro lado, identificam-se mais facilmente
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alteracdes sutis e de duragdo mais breve ao se avaliar uma imagem estatica
como fotografias ou screenshots de videos (DESCOVICH et al., 2017). Ja as
video filmagens que representam uma alternativa a avaliagdo presencial, com a
possibilidade de re-avaliagdo, ndo sdo comumente empregadas na avaliagédo de

escalas faciais de dor.

A RbtGS foi avaliada apenas por fotografias (KEATING et al., 2012;
HEDENQVIST et al., 2016) e presencialmente (RAILLARD et al., 2019; BANCHI
et al., 2020), carecendo de um estudo por video. Um outro ponto que requer
definigdo quando do uso da RbtGS é que embora tenha-se avaliado sua
responsividade e confiabilidade interobservadores (KEATING et al., 2012;

BANCHI et al., 2020), ainda n&o se avaliou sua confiabilidade intraobservador.
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2. HIPOTES E OBJETIVOS

Este estudo objetivou avaliar a interferéncia de um avaliador presencial
nos escores da RbtGS, e sua responsividade, repetibilidade e reprodutibilidade
na avaliagdo por video filmagens, a partir da hipétese que o instrumento é
responsivo e confiavel e que a presenga de um observador altera a expressao

facial de coelhos com ou sem dor.
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3. MATERIAL E METODO

O estudo seguiu a legislagao brasileira do CONCEA (Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal) e foi aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais sob o protocolo n°® 0156/2018 e 0191/2021 da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp Campus de Botucatu e abrangeu
dois dos principios dos 3 R’s (redugao e refinamento) (RUSSEL; BURCH, 1959).
Trata-se de um estudo oportunista (redugao), que objetiva promover o bem-estar

animal por estudar uma ferramenta para avaliar a dor (refinamento).

3.1  Animais e delineamento experimental

Utilizaram-se as gravagdes de coelhos submetidos a cirurgia ortopédica
como parte de um estudo de um grupo de pesquisas sobre cirurgia veterinaria
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp Campus de
Jaboticabal (ndo publicado), filmados para o desenvolvimento de um etograma
(PINHO et al., 2020) e uma escala comportamental para se avaliar a dor (ndo
publicado) como descrito abaixo. Informagbes mais detalhadas podem ser

encontradas no artigo que desenvolveu o etograma (PINHO et al., 2020).

Empregaram-se vinte e oito coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raga Nova
Zelandia, dos quais 11 fémeas e 17 machos com 159 + 5 (150 — 165) dias de
idade e peso médio de 3,7 + 0,38 (2,95 — 4,5)kg, provenientes do biotério central

da Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu.
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Selecionaram-se 0s animais saudaveis apdés exames laboratorial
(hemograma) e fisico, mediante a inspec¢éo, auscultagéo cardiaca, respiratoria e

mensuracao da temperatura retal.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas de inox com
dimensdes de 60 cm?® com fornecimento de agua e ragdo seca ad libitum,
pedacgos de cenoura diariamente, feno de tifton (Cynodon spp.) duas vezes por

semana e pinha de eucalipto como método de enriquecimento ambiental.

Como protocolo anestésico, os coelhos foram pré-medicados com 5
mg/kg de petidina por via intramuscular (IM) na musculatura epaxial lombar.
Induziu-se a anestesia com 3 a 5 Vol % de isoflurano, diluido em 2L/min de
oxigénio, via mascara facial e procedeu-se a intubagédo traqueal guiada por
capnografia. Quando a intubagao nao foi possivel, a anestesia foi mantida via

mascara facial, o que ocorreu com trés dos vinte e oito coelhos.

Durante o procedimento, instituiu-se fluidoterapia com 3 mL/kg/h de
Ringer lactato, por meio de acesso venoso com cateter 24G na veia marginal da
orelha. Imediatamente antes do inicio da cirurgia, administrou-se 2 ug/kg de
fentanil pela via intravenosa (IV). O procedimento cirdrgico consistiu em
ostectomia parcial de 1 cm de extensédo na diafise radial de membro toracico
direito, 1,5 cm proximal a articulagéo radiocarpica. Removeu-se o segmento do
radio juntamente com seu peridsteo e procedeu-se a rafia. Uma hora apds a
recuperacao anestésica Administrou-se resgate analgésico a todos os animais
com 2 mg/kg de morfina e 1 mg/kg meloxicam IM. A partir de 24 horas apéds a
cirurgia, os animais receberam 5 mg/kg de cloridrato de tramadol IM a cada 8

horas durante trés dias.
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A monitorag&o anestésica baseou-se no registro de frequéncia cardiaca e
respiratoria, saturagcéo periférica de oxigénio da hemoglobina, fracdo expirada
de COg, temperatura retal e pressao arterial sistélica ndo invasiva por meio de

Doppler ultrassonico, registrados a cada cinco minutos.

3.2. Video gravacoes

Os vinte e oito animais foram filmados utilizando-se uma camera GoPro® nos

seguintes momentos:

. basal: 24 horas antes da cirurgia

. dor. 1h apds a recuperagao anestésica e antes do resgate analgésico
. analgesia: 3 horas ap0s o resgate analgésico

. 24h: 24 horas ap6s a recuperagao anestésica

Para cada um dos quatro momentos descritos, os animais foram filmados
por cinco minutos na auséncia do observador, mediante acionamento remoto da
camera por aplicativo de celular e a seguir por mais cinco minutos sob a
presenca da observadora, que se posicionava a em uma cadeira na frente da

gaiola e mantinha-se em siléncio.

As 224 filmagens originais (112 na presenca da observadora
correspondentes as 112 na auséncia da observadora) com duragdo de cinco
minutos foram editadas para videoclipes de 2-3 minutos que representassem

proporcionalmente os comportamentos observados nos cinco minutos originais.
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3.3. Avaliagao dos videos

As avaliagbes da RbtGS ocorreram paralelamente as avaliagées de uma
escala comportamental em desenvolvimento. Trés avaliadores (um homem e
duas mulheres) encobertos quanto aos momentos de avaliagdo pontuaram a
RbtGS (Figura 1) apés assistirem 224 videos (112 na presenga do observador e
112 na auséncia do observador correspondentes aos mesmos coelhos e
momentos nas duas avaliagdes). A pesquisadora principal e autora da tese
(RHP) foi responsavel pelo manejo dos animais durante as gravagdes e também
pelas edicdes dos videos. As avaliagbes foram repetidas apds um més para se
calcular a confiabilidade intraobservador e nas duas fases os videos foram
avaliados de forma aleatorizada e cega quanto aos momentos peri-operatorios

€ a presencga ou nao do observador.

Figura 1: a) expressao facial de um coelho sem dor; b) expresséo facial de um coelho com dor
(Representacao grafica: Daniel Perez Floriano).
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Os avaliadores foram instruidos a pontuar cada item da RbtGS com o
maior escore observado durante todo o video e a ndo pontuar a escala nos
momentos em que os coelhos estavam comendo ou se lambendo. Quando o
avaliador era incapaz de identificar um dos itens devido a posig¢ao do coelho, a

baixa qualidade da imagem ou por ndo visualizar a FAU, deveria incluir um “x” a

ser considerado dado perdido nas analises (Figura 2).

Aperto orbital

Aperto orbital 0 1
Formeto do nartz 0 Formato do nartz X
Achatamento das bochechas 0 Achatamento das bochechas 1
Posiglio das vibrissas 0 Posiglio das vibiasas 2
Posiglio das orelhas 0 Posicio das orelhas 1

Figura 2: Exemplo de escores da RbtGS. As linhas e seta destacam o posicionamento das
vibrissas, o formato do nariz e o achatamento das bochechas. a) coelho sem dor; b) coelho
com dor.
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3.4. Analise estatistica

Como critério de exclusdo dos dados, quando em um mesmo momento e
fase de avaliagéo (1 ou 2) de um animal, o mesmo avaliador nao identificou um
dos itens da escala na filmagem sob a presenga ou auséncia do observador,
excluiu-se este mesmo item da avaliagcao da filmagem na auséncia ou presenca
do observador respectivamente. Os dados identificados por outros avaliadores
ou pelo mesmo avaliador durante outra fase de avaliagdo foram mantidos para

a analise estatistica.

Calculou-se o escore da RbtGS pela média das FAUS (somaram-se os
itens da escala passiveis de avaliagao e dividiu-se o valor pelo numero de itens
avaliados). Desta forma o escore médio da RbtGS variou entre 0-2 (OLIVER et

al., 2014).

. Analise de frequéncia e dados perdidos

Foi realizada estatistica descritiva de cada um dos escores (0, 1 ou 2) ou
dados perdidos de cada FAU em cada um dos momentos de avaliagdo e em

todos os momentos agrupados (MA).

. Responsividade e interferéncia do observador

Os dados foram considerados ndo normais de acordo com o teste de
Shapiro-Wilk. Para avaliar a responsividade da escala, realizou-se a comparacao
entre os momentos (basal, dor, analgesia e 24h) pelo teste de Friedman e pés-

teste de Dunn. Para a comparacgao entre a presenca e auséncia do observador



22

em cada momento, utilizou-se o teste de Wilcoxon para amostras pareadas.

Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p <0,05.

. Confiabilidade intra e interobservador

A confiabilidade intra (repetibilidade) e interobservador (reprodutibilidade)
para RbtGS foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo intraclasse (ICC) modelo
one-way- single; com intervalo de confianga (Cl) de 95%, analisando-se as
concordancias de cada avaliador na fase 1 versus a fase 2 (confiabilidade
intraobservador) e as avaliagbes entre os trés avaliadores com os dados

agrupados das duas fases (confiabilidade interobservador).
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4. RESULTADOS

4.1. Frequéncia de ocorréncia e dados perdidos

Todos os itens da escala apresentaram escore predominantemente 0 no
momento basal. No momento dor e analgesia predominaram os escores 1 ou 2
para os itens aperto orbital e posicionamento das orelhas; escore 0 e dados
perdidos para achatamento das bochechas e 63% e mais de 75% de dados
perdidos ocorreram para formato do nariz e posigdo das vibrissas
respectivamente. No momento 24h, predominou o escore 0 para todos os itens,
exceto posicionamento das orelhas na presenga do observador, pontuado como
1 em 50% das avaliagdes (Figura 3). Das 1344 avaliagdes totais [28 animais x 2
(presenca e auséncia do observador) x 4 momentos x 3 avaliadores x 2 fases de

avaliagao], apenas em 683 (50.8%) foi possivel identificar as 5 FAUs.
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Figura 3: Graficos de frequéncia de ocorréncia dos escores de cada item e dados perdidos da
RbtGS. Basal - 24 horas antes da cirurgia; dor -1 hora apds a recuperag¢ao anestésica; analgesia
- 3 horas apds o resgate analgésico; 24h - 24 horas apds a recuperagao anestésica; GM —
momentos agrupados (basal + dor + analgesia +24h); PR — presenca do observador; AU —

auséncia do observador.
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4.2 Responsividade e influéncia da presencga do observador

Tanto na auséncia como na presenga do observador, a RbtGS
demonstrou responsividade, apresentando maiores escores no momento dor
(presencga: 0,75; 0-1,75, auséncia:1; 0-2) em comparacdo ao basal (presenga:
0,2; 0-2, auséncia:0; 0-2). Nao houve diferenga estatistica entre os momentos
dor e analgesia. Apenas na presenga do observador, os escores as 24h foram

maiores que no basal (Figura 4).
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Figura 4. Grafico de caixas da responsividade da RbtGS. Basal - 24 horas antes da cirurgia; dor -
1 hora apds a recuperagdo anestésica; analgesia - 3 horas apds o resgate analgésico; 24h - 24
horas apds a recuperacao anestésica. Letras pretas indicam semelhanca ou diferenca entre os
momentos na presenca do avaliador; letras cinzas indicam semelhanca ou diferenca entre os
momentos na auséncia do observador; a>b>c; * indica diferenca estatistica entre a presenca e
auséncia do observador.

No basal e 24h, os escores foram maiores na presenga do que na
auséncia do observador. No momento dor, os escores foram maiores na
auséncia do observador. Nao se observaram diferencas entre a presenca e

auséncia do observador no momento analgesia (Figura 4).
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4.3. Confiabilidade

A RbtGS apresentou confiabilidade intraobservador de boa (0,69) a muito
boa (0,82) (Tabela 1) e confiabilidade interobservador de moderada (0,49) a boa

(0,67) (Tabela 2) (ALTMAN, 1991).

Tabela 1: Confiabilidade intraobservador da RbtGS.

Intraobservador ICC (CI)

Avaliador 1 0,76 (0,71-0,82)
Avaliador 2 0,77 (0,71-0,82)
Avaliador 3 0,75 (0,69-0,80)

ICC: coeficiente de correlagdo intraclasse; Cl: intervalo de confianga de 95%. Interpretagéo:
muito bom 0,81-1,0; bom: 0,61-0,80; moderada: 0,41-0,60; razoavel: 0,21-0,4; baixa < 0,2
(ALTMAN, 1991).

Tabela 2: Confiabilidade interobservador da RbtGS.

Interobservador ICC (CI)

Avaliador 1 x 2 0,61 (0,55-0,66)
Avaliador 1 x 3 0,55 (0,49-0,61)
Avaliador 2 x 3 0,61 (0,55-0,67)

ICC: coeficiente de correlagdo intraclasse; Cl: intervalo de confianga de 95%. Interpretacéo:
muito bom 0,81-1,0; bom: 0,61-0,80; moderada: 0,41-0,60; razoavel: 0,21-0,4; baixa < 0,2
(ALTMAN, 1991).
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados corroboram os do etograma de coelhos submetidos a
cirurgia ortopédica (PINHO et al., 2020), ao se observar a responsividade da
RbtGS frente a dor e que o observador presente inibiu os comportamentos
indicativos de dor em coelhos com dor e a expressao do comportamento normal
em coelhos desprovidos de dor, podendo levar a resultados falso negativos ou

positivos respectivamente.

Tanto sob a presenga como na auséncia do observador, todos os itens da
escala apresentaram predominantemente escore “0” no momento basal. Ja os
escores 1 ou 2, correspondentes a presenga moderada ou obvia da FAU no
momento de maior dor pds-operatdria, foram observados para os itens aperto
orbital e posicado das orelhas. Ja os demais itens apresentaram dados perdidos
em grande parte das avaliagbes nos momentos dor e analgesia. A representativa
parcela de dados perdidos tais FAUs pode ter submestimado a presenga dos
escores 1 e 2 no momento dor. No momento 24h o escore 0 predominou para
todas as FAUs com excec¢do da posicao das orelhas, em que houve grande
quantidade de escore 1 tanto na presenga como na auséncia do observador,
provavelmente em decorréncia ao acesso venoso instituido na veia marginal da
orelha durante a anestesia. Sugere-se que ao se avaliar coelhos pela escala
facial, realize-se a cateterizagdo venosa em outras regides quando possivel,

como por exemplo a veia cefalica.

Aparentemente a avaliacdo remota das expressoes facial em coelhos por
imagens fotograficas (KEATING et al.,, 2012; HEDENQVIST et al., 2016) ou

videos (presente estudo), dada a dificuldade de se obter imagens de qualidade
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suficiente, influencia na identificacdo das FAUSs, visto que quando avaliadas
presencialmente (BANCHI et al., 2020), ndo se relatou a dificuldade em
identifica-las. Outra possivel justificativa para os dados perdidos nos momentos
dor e analgesia é a posigcao dos coelhos durante estes momentos, em que estes
se posicionavam com o rosto voltado para o fundo da gaiola, algumas vezes
distantes da camera, o que reduziu a qualidade da imagem facial. Durante o
préprio desevolvimento da RbtGS (KEATING et al., 2012), mesmo realizando-se
o registro das imagens com uma camera de alta resolu¢cdo a uma curta distancia
da face dos coelhos, excluiu-se o item posicdo das vibrissas das analises pois
nao se identificou esta FAU na maior parte das imagens devido a qualidade
insuficiente das fotos. Ao se avaliar a RbtGS por registro fotografico em coelhos
submetidos a cirurgia maxilar (HEDENQVIST et al., 2016), também n&o se
detectou adequadamente o formato do nariz e o achatamento das bochechas
em nenhum momento e foi dificil avaliar o posicionamento das vibrissas, o0 que
fez com que se excluisse estes itens da analise estatistica, mantendo-se apenas
os itens aperto orbital e posicionamento das orelhas, que sao itens presentes em
todas as escalas faciais (EVANGELISTA; MONTEIRO; STEAGALL, 2021) e
possivelmente os de mais facil avaliacdo. Tais achados corroboram nossos

resultados.

A impossibilidade em identificar itens de escala faciais para avaliar a dor
é relatada frequentemente. Em outras espécies excluiram o item vibrissas devido
a dificuldade de identificagdo em camundongos (LEACH et al., 2012; MILLER et
al.,, 2015) e por ser estatisticamente pouco representativo em ferrets
(REIJGWART et al., 2017). Em leitdes (DI GIMINIANI et al., 2016), excluiram-se

os itens contracédo do labio, dilatacdo das narinas e perfil da mandibulas pela
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dificuldade na identificagdo. Tais achados sugerem que ao desenvolver-se um
ponto de corte para a RbtGS, ou até mesmo outras escalas faciais, se
determinem pontos de corte adicionais para quando n&o for possivel a

identificacao de cada FAU.

A RbtGS apresentou responsividade, dada pelo aumento dos escores
apods a cirurgia e redugao apos 24 horas. Todavia, tanto na presenga como na
auséncia do observador, nao houve responsividade em resposta a analgesia,
assim como observado nas alteragbes comportamentais (PINHO et al., 2020).
Tal achado pode ter ocorrido devido a falta de efetividade dos analgésicos
empregados ou influéncia dos opioides nas expressodes faciais. Ao menos na
escala comportamental em estudo concomitante, com os mesmos protocolos
anestésicos, analgésicos e cirurgicos nos mesmos coelhos (ndo publicado), o
protocolo analgésico foi suficiente para reduzir significativamente os escores de
dor em coelhos, desta forma esta hipétese ndo nos parece plausivel. Ja quanto
aos opioides, na escala para avaliar a sedagao em coelhos (RAULIC et al., 2021)
consta o item aperto orbital, o que pode reforgar a hipétese de influéncia da acao
do opioide no momento analgesia. Para equinos, FAUs relacionadas aos olhos
podem ser distinguidas entre as que sao causadas pelo relaxamento da
sedacdo, denominada fechamento orbital e a FAU relacionada a contragéo
muscular facial causada pela dor, denominada aperto orbital (DALLA COSTA et
al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2021), entretanto, tal diferenciagédo nao parece
ser possivel em coelhos, possivelmente pelo tamanho reduzido dos animais e
pela pelagem densa, ja que a FAU aperto orbital & descrita de forma idéntica na
escala de sedagao (RAULIC et al., 2021) e na escala facial para avaliar a dor

(KEATING et al., 2012). Em gatos avaliados presencialmente, observou-se maior
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escore do aperto orbital apés a administracdo de buprenorfina e acepromazina
em comparagao ao basal, embora tal diferenca ndo tenha influenciado a
somatoria da escala (EVANGELISTA et al., 2020). Apenas em camundongos da
linhagem DBA/2, o isoflurano, mas n&o a buprenorfina, aumentou os escores
totais da escala facial (MILLER et al., 2015). A exposigdo por 12 minutos ao
isoflurano em ratos, mas nao por 4 minutos, aumentou os escores da RGS

(MILLER; GOLLEDGE; LEACH, 2016).

Semelhante ao relatado no estudo que desenvolveu o etograma de
coelhos submetidos a cirurgia ortopédica (PINHO et al., 2020), com a presenca
do observador humano mulher e mesmo que familiar aos coelhos, subestimou-
se os escores de dor no momento de maior dor (dor) e superestimou-se a dor
nos momentos que os animais estariam desprovidos de dor (basal e 24h). Tais
resultados refletem a possibilidade de tanto as alteracbes comportamentais
como as faciais representarem outras emogdes além da dor, como por exemplo
o medo (DOLENSEK et al., 2020), o que levaria a resultados falsos positivos, ou
seja, identificar a dor quando ela ndo esta presente. Todavia, apesar das
diferengcas observadas entre presenga e auséncia do observador nos
comportamentos e nas expressdes faciais no presente estudo, foi possivel
reconhecer a dor pelos dois métodos mesmo que na presencga do observador:
houve reducdo na duragao de comportamentos normais como por exemplo ativo,
explorar e mudanga na postura apos a cirurgia (PINHO et al., 2020) e houve
aumento dos escores da RbtGS no presente estudo tanto na presenga como na
auséncia do observador. Em camundongos e ratos expostos a dor por injecao
de substancia inflamatéria, a presencga de observadores humanos homens, mas

ndo mulheres, reduziu os escores da MGS e da RGS respectivamente (SORGE
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et al., 2014). Em ratos, uma observadora mulher pouco afetou os escores da
RGS 24h apds o estimulo doloroso e apenas em um grupo tratado com
buprenorfina, dai ndo ter se considerado importante (LEUNG; ZHANG; PANG,

2016).

Este foi o primeiro estudo que avaliou a confiabilidade intraocbservador da
RbtGS, considerada boa. Ja a confiabilidade interobservador foi inferior a dos
estudos prévios da RbtGS em coelhos avaliados por fotografias (KEATING et al.,
2012) ou presencialmente (BANCHI et al., 2020) e inferior a escala composta
para avaliar e quantificar a dor em coelhos (CANCRS) (BANCHI et al., 2020).
Apesar de no presente estudo os avaliadores receberem os descritores e
fotografias com exemplos de cada item da escala, ndo houve treinamento, que
poderia melhorar a confiabilidade do instrumento, como descrito em ratos para

a RGS (ZHANG; LEUNG; PANG, 2019).

Pode-se imputar algumas limitagcdes a este estudo. Tanto a quantidade de
dados perdidos como a confiabilidade podem ter sido prejudicadas pela
avaliagao por meio de videos. Considerando-se que os videos duravam entre 2
e 3 minutos, foi impossivel padronizar entre os avaliadores o exato momento que
se pontuou os escores, 0 que nao ocorre para avaliacdo fotografica que é
estatica e mesmo para a avaliagao presencial que requer um tempo mais curto.
A qualidade insuficiente da captagcdo da imagem nos videos tem impacto direto
na avaliagdo das escalas faciais (KEATING et al., 2012; DALLA COSTA et al.,
2014; MCLENNAN et al., 2016) e sua melhoria resultou em avaliagbes com maior
acuracia (LANGFORD et al., 2010). A presenca das grades da gaiola nos videos
em sobreposi¢cao a face também pode ter dificultado a avaliagdo das FAUSs,

sendo recomendado para futuros estudos alojamentos que possibilitem a
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visualizagdo da face de diferentes angulos. A avaliacdo por video € a
metodologia consagrada para validar escalas comportamentais de dor
(BRONDANI et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2014; TAFFAREL et al., 2015;
LUNA et al., 2020; SILVA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021) pois se assemelha
a avaliagao presencial, além de possibilitar a reavaliagdo das imagens, aspecto
importante para determinar a confiabilidade intraobservador. A reducdo dos
videos para videos menores também é uma limitacao, pois as FAUs observadas

neste periodo podem nao refletir o que seria observado no video original.

Ja o método padrao para desenvolver e validar as escalas faciais € por
fotografias ou recortes de videos, que ao prover alta qualidade e fixagdo da
imagem possibilitam identificar as FAUS em um mesmo instante e estado do
animal por diferentes avaliadores (LANGFORD et al., 2010; SOTOCINAL et al.,
2011; KEATING et al., 2012; DI GIMINIANI et al., 2016; MCLENNAN et al., 2016;
REIJGWART et al., 2017; EVANGELISTA et al., 2019). Todavia, o uso de
fotografias pode nao refletir a avaliagdo presencial, visto que 1) o animal em
movimento pode dificultar sua avaliagdo da expresséao facial; 2) dentro de um
periodo de tempo as expressdes podem variar e 3) a fotografia pode captar uma
expressao com duragao infima que possivelmente nao seria visualizada durante
a avaliagdo presencial. Em humanos, observar a alteragcdo do padrdo de
expressoes faciais favorece diferenciar emocdes como o medo e a surpresa,
mas tal reconhecimento nao é efetivo durante avaliagcdes estaticas (WEHRLE et
al., 2000). Em equinos, alteracdes de expressdes faciais no labio superior foram
de dificil avaliacdo por fotografias, mas facilmente reconhecidas em videos

(WATHAN et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

A RbtGS apresentou responsividade, repetibilidade e reprodutibilidade na
avaliagao por video filmagens em coelhos submetidos a cirurgia ortopédica. Na
presenca da observadora humana familiar aos coelhos, subestimou-se os
escores de dor no momento de maior dor e superestimou-se a dor nos momentos
de pouca ou nenhuma dor. O numero significante de dados perdidos € uma
limitagdo importante da RbtGS ao se avaliar coelhos sem manipula-los. Este
estudo pode contribuir na melhora do bem-estar de coelhos de laboratério ao

estudar uma ferramenta empregada na avaliagao da dor.
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