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1. INTRODUCAO

O bem-estar animal tem ganhado espaco mundialmente, sendo que este
conceito amplo estad presente em todos os codigos de ética, bem como nas
regulamentacdes das agéncias que fomentam a pesquisa, tornando-se
exigéncia entre consumidores, tutores e criadores, além da sociedade, no seu
sentido mais amplo. Neste contexto, é importante ressaltar que, para tentar
proporcionar situagfes de conforto aos animais, € imprescindivel o adequado
reconhecimento e o tratamento da sensacdo dolorosa (SINGER, 2002;
MULLARD et al., 2017).

Segundo Broom (1986), bem-estar pode ser caracterizado como seu
estado em relagéo as suas tentativas de se adaptar ao ambiente. Portanto, ndo
€ possivel oferecer o bem-estar ao animal, e sim, proporcionar situacao,
ambiente e/ou objeto que possam trazer resultados positivos, que dependem
exclusivamente do comportamento do animal em relagdo aos fatores

ambientais e manejo imposto pela espécie humana (BROOM, 2004).

Dentro do contexto supramencionado, foram feitas investigacfes que
tentaram identificar sensacfes as quais 0 animal estivesse exposto.
Identificaram-se expressoes faciais caracterizadas por contracdes e tensdes
dos musculos faciais exibidas com base no estado emocional dos equinos,
comportamento este desenvolvido para comunicacdo ndo verbal intraespecifica
(Wathan et al., 2015). Além disso, as expressdes faciais podem determinar o
estado emocional do cavalo, refletindo sensacdes dolorosas (DALLA COSTA et
al., 2014; GLEERUP et al., 2015; CONEGLIAN et al., 2020), estado de sedacéo
(DE OLIVEIRA et al., 2021), cansaco fisico (TRINDADE et al., 2020) e até
emocoes positivas (LANSADE et al., 2018).

Essas expressoes faciais sao consideradas indicadores
comportamentais confiaveis na avaliacdo do estado do animal, sendo que, na
espécie equina, sao avaliadas caracteristicas como, posicionamento das
orelhas, contracéo das sobrancelhas, contracdo do musculo orbicular, abertura
dos olhos, dilatacdo das narinas, tensdo do focinho e tensdo dos musculos
mastigatorios (DALLA COSTA et al.,, 2014; GLEERUP et al., 2015). Para



manter a qualidade do diagnostico quantitativo da dor, € importante que a
escolha dos métodos de avaliacdo seja baseada na confiabilidade intra- e
interavaliadores, o que depende da experiéncia e habilidade individuais
dependentes dos avaliadores (MARTIN et al., 2007; GLEERUP et al, 2016).

Com o foco de comprovar confiabilidade das avaliagbes entre
observadores, este estudo testou se um método de treinamento padronizado
de 30 minutos aumentaria a confiabilidade entre avaliadores, revelando que as
avaliacdes atingiriam alto grau de confiabilidade (Dai et al., 2020). Além disso,
outro estudo comparou avaliacbes feitas por meio de imagens, por
observadores que possuiam experiéncia com cavalos e conhecimento em
expressoes faciais apresentando bons resultados (DALLA COSTA et al., 2014).
Comparacbes de avaliacbes feitas por meio de fotos e videos em equinos
diagnosticados com laminite, avaliados por observadores treinados
previamente para uso da metodologia e por médicos veterinarios sem
treinamento também foram realizadas. Os resultados apontaram boa
confiabilidade para observadores treinados. Entretanto, demonstrou resultados
nao satisfatérios entre os médicos veterindrios que nao receberam o
treinamento e que fizeram as avaliacdes de forma subjetiva, baseada em sua

experiéncia prévia com equinos (CONEGLIAN et al., 2020).

Apesar disso, é relevante destacar dois pontos importantes. O primeiro
deles é a auséncia de estudos que analisem a confiabilidade interobservadores
entre avaliadores experientes e inexperientes. Esta comparacdo possibilitaria
avaliar se os resultados dos observadores inexperientes sdo semelhantes aos
experientes, comprovando a eficiéncia ou ndo do uso desta metodologia por
pessoas inexperientes que trabalham ou convivem com cavalos em suas

rotinas praticas.

O segundo ponto trata-se da auséncia de estudos que avaliam as
expressdes faciais quando os animais sdo submetidos a dor ou a nocicepcao,
ocasionadas por inflamacdo leve localizada, como € o caso do presente
estudo, em que foram implantados dois tipos de polimeros por via subcutanea

em equinos.



Em estudo pré-clinico, a biocompatibilidade desses materiais foi
comprovada por variaveis fisiolégicas como temperatura termografica, limiar
nociceptivo mecanico, fibrinogénio plasméatico, avaliacdo ultrassonogréfica,
analises histopatologicas (coloragdo hematoxilina-eosina e coloracéo
picrosirius-hematoxilina), além de microscopia eletrbnica de varredura
(CARVALHO et al., 2020).

Diante do exposto, objetivou-se investigar a confiabilidade
interobservadores entre cinco avaliadores inexperientes e, também, com
relacdo a um avaliador experiente, na avaliacdo das expressdes faciais em
equinos submetidos a implantagdo subcutdnea de polimeros, apos um
treinamento de quatro horas de forma remota. Nossa hipétese é que, apés o
treinamento, os avaliadores apresentardo alto grau de confiabilidade entre si,

sendo eles experientes ou nao.
1. REVISAO DE LITERATURA
1.1. Bem-estar animal

A World Health Organization (WHO) descreve o bem-estar animal como
a maneira em que os individuos lidam com desafios do meio ambiente,
incluindo sua sanidade, percepc¢des, estado animico, assim como outros efeitos
que possam afetar de forma fisica e psicologica o animal (OIE, 2010). Desta
forma, o bem-estar animal deve ser avaliado com base em seu comportamento
em relacdo ao que Ilhe foi proporcionado, considerando variaveis

comportamentais e fisiolégicas.

Uma situacdo ao que o animal esta ou ndo acostumado, ambientes
diferentes ou um objeto oferecido ao individuo, podem trazer resultados
positivos para a sua vida, mas, o que foi oferecido pelo ser humano ndo é o
bem-estar em si. Esta definicdo deve levar em conta a relagcdo do animal a
outros conceitos, tais como necessidades vitais, as cinco liberdades, sensacéo
de felicidade, ajustes ao meio ambiente, controle, capacidade de previséo,
sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, estresse cronico e saude
(BROOM, 2004).



As avaliacbes do bem-estar animal podem ser realizadas por meio de
variaveis comportamentais e/ou fisiologicas, que demonstram se o animal esta
submetido a alguma situacado adversa que possa causar estresse patoldgico,
desconforto ou dor (BROOM, 2004). Desta forma, as variaveis enddcrinas,
fisiolégicas, comportamentais e clinicas possibilitam um diagndstico do estado

gue o animal se encontra (APPLEBY et al., 1997).

1.2. Expressdes faciais

Os primeiros relatos sobre expressodes faciais foram feito por Charles
Robert Darwin, em 1872, na obra “A expressao das emogdes nos homens e
nos animais” (DARWIN, 2009). Um século depois, foi criada a “Facial Action
Coding System” (FACS), um etograma que descreveu as tensbes e
movimentacbes da face humana (EKMAN et al., 1978). Nas ultimas duas
décadas, houve um aumento significativo dos estudos das expressdes faciais
de mamiferos, incluindo humanos (WARDEN; HURLEY; VOLICER, 2003),
bovinos (GLEERUP et al., 2015), cdes (BREMHORST et al., 2019),
camundongos (MILLER; LEACH, 2015), ovinos (GUESGEN et al.,, 2016;
MCLENNAN et al., 2016), suinos (DI GIMINIANI et al., 2016) e gatos (Steagall
et al., 2019).

Equus caballus é espécie animal gregaria com amplo repertério de
comunicacdo nao verbal. Um exemplo disso sdo as suas expressodes faciais.
Devido a isso, na ultima década, as expressodes faciais nesta espécie foram
intensamente estudadas. E, para que isso fosse possivel, foram catalogadas
no "Equine Facial Action Coding System" (EquiFACS) expressfes faciais da
espécie aqui estudada, dispostas em um etograma que demonstra as
caracteristicas da face, no qual, as tensdes e movimentacbes sao
determinadas pela contragdo de um musculo especifico ou por um grupamento

muscular.

Os autores do EquiFACS organizaram um treinamento seguido de
certificacdo para que as avaliagbes sejam completadas de forma correta e

padronizada. Este treinamento foi testado para analisar a curva de aprendizado



das pessoas. Quatro avaliadores, dos quais trés eram inexperientes e um que
ndo tinha experiéncia com cavalos, receberam um texto e videos com
instrucdes préaticas que descreviam como utilizar o EquiFACS de forma eficaz.
Os observadores analisaram 22 videoclipes curtos e demonstraram alta
confiabilidade entre os codificadores apdés o treinamento (WATHAN el al.,
2015).

Com a busca por melhorias na identificacdo das expressdes faciais em
diferentes estados emocionais dos cavalos, alguns estudos foram
desenvolvidos, como, por exemplo, em situacdes que acarretam as sensacoes
dolorosas em cavalos que foram submetidos a orquiectomia e também aos
estimulos nocivos, um torniguete no carpo e a aplicacado de capsaicina na face
lateral do membro pélvico (DALLA COSTA et al.,, 2014; GLEERUP et al.,
2015;), submetidos a sedacdo (DE OLIVEIRA et al.,, 2021), submetidos a
cansaco fisico leve (TRINDADE et al., 2020) e, at¢ mesmo, refletindo
sensacoes de felicidade (LANSADE et al., 2018).

1.3. Avaliacdo de expressdes faciais relacionadas a dor

Para definirmos o que seria a dor e conseguirmos quantifica-la, podemos
utilizar uma definicdo feita por RAJA et al., (2020), onde “a dor é uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante
aquela associada a, dano real ou potencial ao tecido”. Desta forma, a
percepcdo da dor ocorrerd pela codificacdo e identificacdo de fatores
ambientais, fisicos ou quimicos, ou patolégicos, sendo chamados de
nocicepgao. Este fato se deve ao funcionamento do sistema nervoso central,
que recebe estimulos da periferia do corpo e induzem respostas frente aos
estimulos(ALVES et al., 2017).

Neste sentido, a avaliacdo das expressoOes faciais em cavalos tornou-se
uma boa estratégia para identificar as sensacfOes dolorosas e, desta forma,
substituir a auséncia de linguagem verbal nestes animais (SILVA et al., 2020).
Algumas caracteristicas identificadas em equinos sao: posicionamento das

orelhas, abertura dos olhos, contracdo da musculatura labial e da musculatura



orbicular, tensdo do focinho e dos musculos mastigatérios (DALLA COSTA et
al., 2014).

Com isso, foi desenvolvido estudo para comprovar a eficdcia das
avaliacdes de expressdes faciais frente situacdes dolorosas, como em animais
que passaram por procedimentos cirdrgicos, com dor aguda em cavalos
submetidos & orquiectomia eletiva, desta forma, as avalia¢cdes foram feitas
através da observacéao de fotos, que foram extraidas de videos da face destes
animais, evidenciando que, a expressdo facial demonstrou-se um método
confiavel e eficaz para diagnosticar presenca de dor aguda em equinos, sendo
uma alternativa, rapida e acessivel as rotinas de clinicas e hospitais (DALLA

COSTAet al., 2014).

Outro estudo, feito com equinos que apresentavam quadro de laminite,
analisou se as expressodes faciais seriam efetivas para substituir o método
normalmente utilizado para diagnostico de sensacdes dolorosas. Para
identificagdo do quadro, normalmente, os animais precisam andar ao passo ou
ao trote, mesmo sentindo dor intensa. Esta pesquisa demonstrou que as
expressoes faciais foram eficazes e sdo uma boa alternativa para diagnosticar
animais que estdo com dor devido a laminite, podendo até indicar casos mais
leves e mais graves desta doenca (DALLA COSTA et al., 2016).

Ja, em relacdo as sensacdes dolorosas menos intensas, uma pesquisa
conseguiu quantificar a dor originaria de disturbios dentarios através da
avaliacdo das fotos de expressdes faciais (Coneglian et al., 2020). Ademais,
Gleerup et al. (2015) realizaram um estudo por meio de dois estimulos
nociceptivos, um torniguete no carpo e a aplicacdo de capsaicina na face
lateral do membro pélvico. As analises das expressdes faciais foram feitas por
meio de videos curtos, de 30 segundos cada. Observaram-se que, as
alteracbes das orelhas, olhos, narinas, labios, queixo e de alguns musculos
faciais, podendo ser utilizadas no reconhecimento de dor em equinos.

Concluiu-se entdo que, as expressoes faciais foram capazes de identificar dor



Nos equinos, mas gque € necessario que sejam realizados mais estudos afim de

testar a confiabilidade inter- e intra-observador.

1.4. Confiabilidade interobservador

A confiabilidade intra- e interavaliadores € importante para que o0s
resultados obtidos apresentem qualidade no diagndstico da dor de forma
objetiva. Os dados obtidos nestas dependem diretamente da experiéncia dos
avaliadores. Sendo assim, tal comparacao evidencia a eficacia da metodologia
escolhida (MARTIN et al., 2007; GLEERUP et al, 2016).

Alguns estudos foram desenvolvidos com a finalidade de comprovar a
confiabilidade intraobservador e interobservador. O primeiro é quando todas as
andlises sao feitas pela mesma pessoa e sao feitos testes com mais de uma
avaliacdo do proprio e Unico avaliador. J& o segundo, trata-se de quando as
avaliacdes sao feitas por mais de uma pessoa e estas notas sdo avaliadas

comparando-se a confiabilidade entre os observadores (MARTIN et al., 2007).

Dentro deste contexto, foram realizados estudos que avaliaram a
reprodutibilidade. Sendo assim, nosso estudo testou se um treinamento
padronizado de 30 minutos melhoraria os indices de confiabilidade entre
avaliadores e, reduziria a variabilidade dos resultados encontrados dentro do
intervalo de confianca de 95%.

Portanto, selecionaram-se duzentos e seis estudantes que ndo possuissem
experiéncia prévia com equinos e nao conhecessem a metodologia de

avaliacdo das expressodes faciais.

Antes de iniciar o treinamento, os alunos participantes foram solicitados
a analisar 10 fotos de faces de cavalos. Em seguida, uma especialista em
avaliacdo das expressOes faciais forneceu uma sessdo de treinamento
presencial e incluiu descricbes detalhadas e exemplos através de fotografias
exemplificativas das caracteristicas faciais dos equinos. Apés o treinamento, 0s
observadores refizeram as avaliagbes das mesmas fotografias, que foram

aleatorizadas para minimizar a interferéncia da memodria.



Os resultados demonstraram que o treinamento de 30 minutos foi
insuficiente e que ha necessidade de um treinamento mais abrangente para
melhores resultados. Além disso, pressupde-se que, uma melhor qualidade e
uniformidade das fotos utilizadas e um menor nimero de observadores por
treinador seriam pontos a serem considerados. Por fim, uma sesséo pratica, na
qual, os observadores avaliariam os animais ao vivo, para uma melhor preciséo
da avaliacdo a campo também foi sugerida para melhora dos resultados (DAI et
al., 2020).

Ja em um estudo conduzido com cavalos submetidos a castragao, foram
feitas comparacdes interobservadores das avaliagdes feitas a partir de imagem
estaticas. Os avaliadores possuiam experiéncia com cavalos e conhecimento
em expressbes faciais. O estudo demonstrou boa concordancia entre
avaliadores (DALLA COSTA et al., 2014).

Em uma pesquisa feita em animais com altera¢cdes odontoldgicas,
realizou-se a comparacdo entre as avaliacbes via andlise de fotos e videos
dentre trés observadores treinados para o uso de expressdes faciais. Além
disso, a avaliacdo facial também foi analisada por quatro médicos veterinarios
sem treinamento prévio, sendo que esses fizeram as avaliacbes de forma
subjetiva e baseada em sua vivéncia. Desta forma, o estudo evidenciou boa
concordancia entre os avaliadores treinados, mas n&o entre os médicos
veterinarios nao treinados. Nao foi comparada a concordancia entre avaliadores

treinados e os avaliadores nao treinados (CONEGLIAN et al., 2020).

1.5. Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas resultantes da unido de varias outras
moléculas menores, comumente chamadas de mondmeros, naturais ou
artificiais. Dentre eles, os os biodegradaveis, provenientes de fontes renovaveis
como, cana-de-acucar, milho, batata e celulose, sao eleitos os polimeros de

escolha, devido ao baixo impacto ambiental (Pires et al., 2015).



O estudo conduzido por Carvalho et al., (2020) realizou a avaliacdo da
biocompatibilidade e da biodegradacdo entre dois tipos de polimeros, um a
base de poli(acido latico) (PLA) puro e o outro, formado por uma blenda de
PLA/poli(e-caprolactona) (PCL), que foram implantados por via subcutanea em
equinos. Os achados desta pesquisa demonstraram sucesso quanto a
biocompatibilidade e a biodegradacdo desses materiais em equinos, sugerindo

a aprovacao de seu uso.

Desta forma, os polimeros apresentam-se como uma fonte sustentavel e
com grande crescimento nas ciéncias médicas, como ja usado em suturas
cirargicas feitas a partir de acido 4 glicélico e &cido latico (Shalaby etal., 2003).
Assim, poderemos substituir polimeros que causam danos ao ambiente, como
os derivados do petrdleo, uma vez que, estd em alta a pauta sobre a

preservacao ambiental (Shah et al., 2008; Saini et al., 2016).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Eticano uso de animais

Trata-se de um estudo oportunista, composto por um projeto guarda-
chuva anterior, no qual, os animais foram submetidos a implantacdo
subcutanea de polimeros. Todos os procedimentos realizados seguiram 0s
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Conselho Nacional
de Controle em Experimentacdo Animal (CONCEA) (Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA — UNESP, Jaboticabal, Brasil, Protocolo: 006548/17).
Nosso estudo contribuiu para a diminuicdo do niumero de animais usados na
experimentagdo animal baseado no conceito dos 4R’s (Reduzir, Reutilizar,
Reciclar e Reparar) (CARVALHO et al., 2020).

2.2. Preparacao dos polimeros

Os polimeros foram desenvolvidos no Departamento de Engenharia de
Materiais da Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Séao Paulo,

Sédo Carlos, SP, Brasil. Foi desenvolvido PLA puro com 100% de poli(acido
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latico) e a blenda PLA/PCL que foi a mistura de 71,43% em massa de
poli(acido latico), 23,81% em massa de poli (e-caprolactona) e 4,76% em
massa de compatibilizante. Os implantes dos polimeros tinham dimensdes de 1
cm2 e 1mm de espessura (CARVALHO et al., 2020). Aqui é importante colocar

a parte da esterilizacao.

2.3. Animais

Os equinos foram provenientes do rebanho didatico do Laboratério de
Farmacologia e Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ), do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP — Campus de Jaboticabal. Este plantel conta com seis
animais adultos, trés machos castrados e trés fémeas, sem raca definida. Os
cavalos possuiam peso médio de 405 kg e idade entre 10 a 18 anos. Os
animais foram mantidos em piquete com agua, silagem e sal mineral ad libitum,
e foram alimentados com 0,2% do peso vivo corporal em racao farelada, uma
vez ao dia. Antes do inicio do experimento, 0s animais passaram por exames
hematoldgicos, fisicos e bioquimicos para comprovar o estado geral do animal.
Além disso, os animais foram vacinados contra raiva (Rabmune, Cesa Saude
Animal Ltds, Brasil) toxoide tetanico, encefalomielite equina leste e oeste e
influenza equina tipo A1 e A2 (Triequi, Ceva Saude Animal Ltda, Brasil), e
tratados com anti-helmintico (Eqvalan Gold, Boehringer Ingelhein, Brasil), os

quais foram repetidos a cada quatro meses.

2.4. Grupos experimentais

Os polimeros foram implantados na face lateral cervical esquerda e
direita dos seis animais, totalizando 12 faces laterais do pescog¢o e compondo 3
grupos experimentais, como demostrado na Figura 1. Cada grupo recebeu um
implante, sendo que o grupo PLA (n=6) foi implantado com PLA puro na face
lateral cervical direita do pescogo. O grupo PLA/PCL (n=6) recebeu a blenda

PLA/PCL na face lateral cervical esquerda. O grupo implante negativo IN
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(n=12), foi submetido somente a incisdo cirdrgica, a qual foi realizada
bilateralmente, de forma semelhante aos grupos implantados com polimeros
(PLA ou PLA/PCL).

Figura 1 — Esquema demonstrativo dos locais de implantacédo. PLA: poli(acido
latico) puro, PLA/PCL: blenda PLA/ poli(e-caprolactona) (PCL); IN: implante

negativo.

Os animais foram escolhidos aleatoriamente para implantar os materiais
e obter o grupo IN, separados em duplas para cada grupo. Os procedimentos
de implantacdo dos polimeros foram repetidos a cada 14 dias, até que as 4
implantagbes tivessem sido feitas em cada animal (PLA, PLA/PCL e IN em
cada face cervical). Este intervalo entre implantes foi importante para ndo haver
sobreposicdo de respostas sistémicas inflamatérias decorrentes dos
procedimentos cirlrgicos realizados para as implantagbes. Para que este
intervalo fosse eficaz utilizou-se como guia o biomarcador de fibrinogénio
plasmatico (FP), uma proteina de fase aguda indicadora de inflamagé&o. Desta

forma, foi possivel ter um parametro para realizacdo dos procedimentos, feitos
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quando as concentracfes de fibrinogénio estivessem na faixa considerada

normal, de acordo com as referéncias para os equinos (Carvalho el al. 2020).

2.5. Avaliacédo das expressdes faciais

Para as filmagens os animais ndo foram sedados ou tranquilizados. Os
animais foram filmados com uma camera (XA10 A KIT, Canon), posicionada a
uma distancia de aproximadamente dois metros da face do animal. Os videos
tiveram duracdo de cinco minutos e foram gravados sempre no mesmo local,

uma hora antes, 24 e 48 horas apés o procedimento.

Dos videos obtidos, foram extraidos dois videoclipes de trinta segundos, sendo
que, para escolha destes, os seguintes critérios foram seguidos: minimo de
distarbios externos, boa iluminacéo e, bom enquadramento do perfil do animal,
para que as imagens para analise fossem precisas e claras. Em sequéncia, 0s
videoclipes foram transferidos para o software ELAN (ELAN Linguistic
Annotatos, version 4.9.4, USA) para analise e coleta dos comportamentos. Os
142 videoclipes foram avaliados no decorrer de 30 dias. Foram aplicadas
pontuacBes para cada caracteristica observada, sendo essas pontuacdes de 0,
1 e 2, na qual o escore mais alto (2) representa a maxima dor, e 0 escore mais
baixo (0), a auséncia de dor. As caracteristicas faciais avaliadas foram:
posicionamento das orelhas, contragdo do musculo orbicular, abertura dos
olhos, dilatacdo das narinas, tensdo do focinho e tensdo dos musculos
mastigatorios, adaptadas de acordo com Dalla Costa et al. (2014) e Gleerup et
al. (2015), conforme a Tabela 1. Com a soma de cada uma das pontuacgdes
atribuidas singularmente as caracteristicas faciais obteve-se a somatoria total

das pontuacgoes.

Tabela 1. Descricdo das sete caracteristicas faciais e seus escores adaptados
de acordo com Dalla Costa et al. (2014) e Gleerup et al. (2015).

Caracteristicas Pontuacdes Descricéo
Faciais

0 Orelhas posicionadas para frente ou
para o lado na maior parte do video.

Rosledelusolerciios 1 Orelhas direcionadas para tras pelo
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menos uma vez ou em menos da
metade do video.

2 Orelhas direcionadas para tras na maior
parte do video ou pressionadas contra o
pescoco pelo menos uma vez.

0 Musculo orbicular n&o contraido ao
piscar durante o video.

1 Musculo  orbicular moderadamente
contraido ao piscar pelo menos uma vez

Aperto dos Olhos durante o video.

2 Musculo orbicular intensamente
contraido ao piscar pelo menos uma vez
durante o video.

0 Narinas nao dilatadas na maior parte do
video.

1 Narinas moderadamente dilatadas na

Dilatacao das Narinas maior parte do video.

2 Narinas intensamente dilatadas na
maior parte do video.

0 Olhos completamente abertos na maior
parte do video.

1 Olhos parcialmente fechados na maior

Abertura dos Olhos parte do video

2 Olhos completamente fechados na
maior parte do video.

0 Focinho sem tensdo durante o video.

1 Focinho moderadamente tenso na maior

Tensédo do Focinho part_e do \_/ldeo. .

2 Focinho intensamente tenso na maior
parte do video.

0 Musculos mastigatérios sem tensao
durante o video.

Tenséo dos Musculos 1 Musculos mastigatorios moderadamente
Mastigatorios tensos na maior parte do video.
2 Muasculos mastigatorios intensamente

tensos na maior parte do video.

2.6. Treinamento dos avaliadores

O estudo contou com seis avaliadores, sendo um deles experiente

devido a um outro estudo (Trindade et al., 2020) e outros cinco inexperientes.

Dentre os avaliadores inexperientes estavam: uma graduanda em Medicina

Veterinaria, uma graduanda em Zootecnia, uma poés-graduanda em Ciéncia

Animal, uma poés-graduanda em Ciéncias Veterinarias e uma pds-graduanda
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em Medicina Veterinaria, e apesar dos cursos na area de Ciéncias Agrarias,

nenhuma possuia experiéncia com avaliagfes de expressdes faciais.

Os avaliadores inexperientes receberam treinamento através da
introducé@o sobre as expressodes faciais, assim como demonstracdes de como
deve-se avaliar cada caracteristica facial. Este treinamento durou em torno de
4 horas, sendo ministrado de forma remota, pelo avaliador experiente,
classificado por realizacdo de estudo prévio sobre a linguagem corporal dos
equinos submetidos ao trabalho de lida na bovinocultura (TRINDADE et al.,
2020). Para as avalia¢cOes, os avaliadores tiveram acesso a tabela de descricédo

das sete caracteristicas faciais analisadas (Tabela 1).

Os avaliadores podiam assistir quantas vezes quisessem 0 mesmo
video para avalia-lo. Além disso, os avaliadores eram encobertos, pois ndo
sabiam em qual grupo (IN, PLA e PLA/PCL) estavam o0s animais avaliados. A

aleatorizacé@o desses videos foi feita pelo Excel.

2.7. Andlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas por um cientista de
dados no software R com o ambiente de desenvolvimento integrado RStudio
(Version 4.0.2 (2020-06-22), RStudio, Inc.). As funcdes e os pacotes foram
apresentados no formato “fungao{pacote}” e considerou-se a de 5% em todas

as analises.

Para estimar a confiabilidade intra-observador das pontuacfes de cada
expressdo facial usou-se o coeficiente de kappa ponderado, sendo que as
discordancias foram ponderadas de acordo com a sua distancia ao quadrado
da concordancia perfeita (“‘cohen.kappa{psych}’). Para a somatoria total das
expressoes faciais foi usado o coeficiente de correlacao intraclasse (ICC) tipo
“consistency” (“icc™{irr}’). Ademais, estimou-se o intervalo de confianca (IC) de
95% dos coeficientes supracitados replicando-se 1.001 vezes os dados por
boot strap (“function(‘data’,x){‘coefficient’(‘data’[x,])[[6]]}{boot}"). Interpretacéo
de kappa ponderado e ICC: muito boa 0,81 — 1,0; boa: 0,61 — 0,80; moderada:
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0,41 — 0,60; razoavel: 0,21 — 0,4; pobre < 0,2. Utilizou-se kw e ICC > 0,60 como
critério para refinar a escala (ALTMAN, 1991).

3. RESULTADOS

A confiabilidade interobservador foi, no geral, de leve a moderada
(Tabela 2). Isto acontece tanto na confiabilidade entre o avaliador experiente e

inexperiente, como entre os avaliadores inexperientes.

As caracteristicas faciais que apresentaram boa confiabilidade (0,61 a
0,80), foram: posicionamento das orelhas e abertura dos olhos (Tabela 2). Para
0 posicionamento das orelhas, o maior valor de confiabilidade ocorreu entre o
Avaliadorl.1 e Avaliadorl.2 (Figura 3). Ja para a caracteristica abertura dos
olhos, o melhor valor de confiabilidade foi entre o Avaliadorl.2 e Avaliadorl.5
(Figura 7).

A caracteristica tensdo dos musculos mastigatoérios, demonstrada no
Figura 4, apresentou confiabilidade razoavel entre o Avaliadorl.2 e
Avaliadorl.3. Em contrapartida, mostrou confiabilidade moderada entre o
AvaliadorE e Avaliadorl.2. Ademais, as outras caracteristicas observadas
apresentaram confiabilidade piores, como dilatacdo das narinas, que
apresentou confiabilidade moderada a pobre (Figura 6); tensédo do focinho, que
obteve confiabilidade pobre a razoavel (Figura 5); e aperto dos olhos, que teve
suas confiabilidades em maioria com valores pobres (Figura 8).

Apesar da variacdo das notas em cada uma das caracteristicas, a
confiabilidade da somatoria total manteve graus razoaveis a moderados entre
os avaliadores, 0 que pode indicar que nenhum dos avaliadores detectaram dor
nos animais (Figura 2; Grafico 7; Figura 9).
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Figura 2. Imagem estatica de um dos videoclipes de 30s de um dos cavalos
utilizados no experimento 24 h apoés a implantagdo de blenda PLA/PCL no
espaco subcutaneo da face lateral cervical esquerda. A imagem mostra o
cavalo orientando as orelhas para tras, dilatando a narina, tencionando o

focinho e os musculos mastigatérios.
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Tabela 2. Valores estimados do coeficiente Kappa ponderado, intraclasse (ICC) e seus intervalos de confianca de 95% feitos
para avaliar a confiabilidade inter-observador entre um avaliador experiente e cinco inexperientes.

Interpretacdo de kappa ponderado e ICC: muito boa 0,81 — 1,0; boa: 0,61 — 0,80; moderada: 0,41 — 0,60; razoavel: 0,21 — 0,4;
pobre < 0,2. Utilizou-se kw e ICC > 0,60 como critério para refinar a escala (ALTMAN, 1991).
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Figura 3. Posicionamento das Orelhas — Expressao facial analisada em
equinos submetidos a implantacdo subcutanea de polimeros. Valores
estimados do coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a
confiabilidade interobservador entre um avaliador experiente e cinco
inexperientes.
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Figura 4. Tensdo dos Musculos Mastigatorios - Expressao facial analisada em
equinos submetidos a implantacdo subcutdanea de polimeros. Valores
estimados do coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a
confiabilidade interobservador entre um avaliador experiente e cinco
inexperientes.
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Figura 5. Tensdo do Focinho - Expressdo facial analisada em equinos
submetidos a implantacdo subcutanea de polimeros. Valores estimados do
coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a confiabilidade
interobservador entre um avaliador experiente e cinco inexperientes.
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Figura 6. Dilatacdo da Narina - Expressdo facial analisada em equinos
submetidos a implantacdo subcutdnea de polimeros. Valores estimados do
coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a confiabilidade
interobservador entre um avaliador experiente e cinco inexperientes.
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Figura 7. Abertura dos Olhos - Expressdo facial analisada em equinos
submetidos a implantacdo subcutanea de polimeros. Valores estimados do
coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a confiabilidade
interobservador entre um avaliador experiente e cinco inexperientes.
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Figura 8. Aperto dos Olhos - Expressédo facial analisada em equinos
submetidos a implantacdo subcutdnea de polimeros. Valores estimados do
coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a confiabilidade
interobservador entre um avaliador experiente e cinco inexperientes.
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Figura 9. Escala Total (ICC) - Expressdo facial analisada em equinos
submetidos a implantacdo subcutdnea de polimeros. Valores estimados do
coeficiente Kappa ponderado e intraclasse (ICC) para avaliar a confiabilidade
interobservador entre um avaliador experiente e cinco inexperientes.
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4. DISCUSSAO

Este estudo € pioneiro em avaliar a confiabilidade interobservador de
expressdes faciais em videoclipes de 30 segundos. Nossos achados elucidam a
complexidade na pontuacdo de avaliacdes faciais em equinos, demonstrando a
necessidade de um treinamento abrangente para avaliadores inexperientes. Esta
afirmacdo pode ser consubstanciada pela confiabilidade de leve a moderada,
contrariando nossa hipétese inicial. Com os valores obtidos, estas avaliacfes seriam
inadequadas e ineficazes quando utilizadas por avaliadores inexperientes na

expectativa de sensacdes dolorosas em rotinas praticas.

Em estudos feitos para comprovar a confiabilidade entre observadores foram
feitas avaliacbes de fotografias, sendo que esses obtiveram alto grau confiabilidade
entre observadores, com valores iguais a 0,992 (DAI et al., 2020), 0,90 (DALLA
COSTA et al., 2014) e 0,86 (CONEGLIAN et al., 2020); enquanto nosso estudo com
videos apresentou uma confiabilidade razoavel a moderada, com valor maximo de
0,55. A avaliacdo por fotografia pode ter faciltado um resultado positivo para a
confiabilidade entre os observadores, uma vez que, em imagens estéaticas, ndo ha
mudang¢a nos comportamentos e expressdes dos animais, como pode ocorrer em
videos. Desta forma, a foto pode ter sido capturada em um Unico instante que o
animal demostrou certo comportamento relacionado a dor e, na verdade, pode néo

ser o diagnadstico correto.

Seguindo a vertente das andlise das expressodes faciais por meio de videos,
sdo necessarias imagens de qualidade e com posicionamento adequado da camera
filmadora em relacdo ao animal para que as avaliagbes sejam feitas sem
dificuldades pelos observadores( DALLA COSTA et al., 2014; EVANGELISTA et al.,
2019; CONEGLIAN et al., 2020;). Pensou-se nesta hip6tese para a discrepancia
entre os resultados de todos os avaliadores obtidos aqui, pois havia alguns videos
em que nao foi possivel avaliar determinadas caracteristicas faciais, devido a sua
baixa qualidade. Além disso, o posicionamento da cAmera em relacdo ao animal, em
alguns momentos também atrapalhou a avaliacdo, pois a angulacéo estava de forma
que ndo era possivel visualizar algumas expressdoes, sendo assim, essa

problematica pode ter interferido nos resultados obtidos.
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As avaliacbes das expressbes faciais podem ser complexas e muito
dindmicas, pois, podem sofrer influéncias de estimulos ambientais e também dos
estados emocionais do animal (Wathan et al., 2015; Hintze et al., 2016; Gleerup et
al., 2018). Os cavalos se comunicam tanto por vocalizagbes como por sinais
corporais (Waran, 2001), com isso, entender os comportamentos e 0s sinais que 0S
animais nos dao € de fundamental importancia e, este entendimento é adquirido
através estudos e pela convivéncia com os equinos. Desta forma, a experiéncia e
sensibilidade do avaliador € muito importante para identificar as expressdes de

forma assertiva.

A dificuldade e a complexidade de avaliacdo de algumas caracteristicas
faciais também podem ser uma resposta para os resultados obtidos no presente
estudo. A dilatacdo das narinas, por exemplo, que aqui é entendida como dor em
pds-operatorio, também pode ser visualizado em animais com hiperventilagdo apoés
exercicios fisicos em outros estudos (TRINDADE et al., 2020). Essa complexidade
torna-se ainda maior se os avaliadores ndo apresentam experiéncias com cavalos e
nao entendem sobre sua etologia. Além disso, a descricdo de cada comportamento
pode nao ter ficado tdo clara a todos, criando dificuldade na padronizagcdo dos
resultados.

Como encontrado no estudo de Dai et al., (2020), o treinamento de 30
minutos nao foi capaz de preparar os avaliadores inexperientes para aplicar esta
metodologia de avaliacdo. Com isso, podemos entender com nossos resultados,
que, mesmo apdés um treinamento de quatro horas, os avaliadores inexperientes
ainda ndo estariam aptos para avaliar a dor através das expressfes faciais,
sugerindo que sdo necessarios mais treinamento e um periodo de experiéncia na

area para a metodologia ser usada de forma eficaz.

Contudo, o estudo encontrou limitagbes em seu desenvolvimento, como por
exemplo, ter apenas um avaliador experiente, o que ndo possibilitou a comparacao
dos dados com outro observador experiente para que fosse analisado o indice se
concordancia entre eles. Outro ponto a ser considerado € sobre a analise de
confiabilidade intra-avaliador, feita apenas com o avaliador experiente. Além disso,
houve uma dificuldade em padronizar o conhecimento de cada avaliador, mesmo

gue o Avaliadorl.1, Avaliadorl.2, Avaliadorl.3, Avaliadorl.4 e Avaliadorl.5 tenham sido
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considerados inexperientes, foi dificil quantificar se a inexperiéncia deles era

equivalente, mas supostamente ndo era.

Apesar das expressoes faciais poderem ser uma excelente ferramenta para
possibilitar o diagnodstico da dor em equinos, como recomendado por estudos
prévios (DAI et al., 2020; DALLA COSTA et al., 2014; CONEGLIAN et al., 2020;),
nossos resultados sugerem ser necessario um treinamento mais aprofundado dos
avaliadores para realizacdo de forma correta e eficaz. Aléem disso, checar também se
as escalas séo boas, pois ndo adianta treinar muito e o instrumento de avaliagao
ndo ser calibrado. Ademais, mostra-se necessario o aperfeicoamento da qualidade
das filmagens e posicionamento da camera em relacdo aos animais para que se
tenha imagens de alto padrdo e aplicAveis em estudos para avaliacdo das
expressodes faciais, pois estudos ja comprovaram que pelagem escura e iluminagao
insuficiente afetam a acurdcia da avaliacdo (DALLA COSTA et al., 2014;
EVANGELISTA et al.,, 2019). Além disso, um maior conhecimento sobre o
comportamento de equinos e experiéncia ha metodologia de avaliacdo € de extrema

importancia para que essa seja feita de forma assertiva.

5. CONCLUSAO

O treinamento promoveu confiabilidade das analises de grau leve a moderado
entre os observadores. Desta forma, evidencia-se a importancia da realizacdo de
treinamentos para a avaliagao das expressoes faciais, para que, assim, ndo ocorram
falhas na determinacdo da dor, e consequentemente, equivocos no tratamento do

animal.

6. RESUMO

O bem-estar animal tem ganhado espaco mundialmente, sendo que este
conceito amplo esta presente em coédigos éticos, tornando-se exigéncia entre
consumidores, tutores e criadores e da sociedade. Com isso, foram feitas
investigagbes que tentam identificar diferentes sensagbes as quais o animal
estivesse exposto. As expressdes faciais foram identificadas como ferramentas

eficazes e confidveis para caracterizar o estado emocional dos equinos em relagéo



25

as sensac0Oes dolorosas. Para manter a qualidade do diagndstico quantitativo de dor
€ importante que a escolha dos métodos de avaliacdo seja baseada na
confiabilidade intra e interavaliadores, o que acaba dependendo da experiéncia e
habilidade de cada avaliador. Diante do exposto, objetivou-se a confiabilidade
interobservador entre cinco avaliadores inexperientes e, também, comparando-os a
um avaliador experiente, mediante avaliagdo de expressfes faciais em equinos
submetidos a implantacédo subcutanea de polimeros. Utilizaram-se seis equinos, que
foram submetidos & implantacéo de polimeros na face lateral do pesco¢o, compondo
3 grupos experimentais. Cada grupo recebeu um implante, o grupo PLA (n=6) na
face lateral cervical direita do pescoco, o grupo PLA/PCL (n=6) na face lateral
cervical esquerda e o grupo implante negativo IN (n=12) que foi submetido somente
a incisdo cirargica, de forma semelhante aos grupos. Os videos foram gravados uma
hora antes, 24 e 48 horas apés o procedimento totalizando 142 videoclipes foram
avaliados pelos observadores no decorrer de 30 dias. Os avaliadores inexperientes
receberam treinamento via introducdo sobre as expressdes faciais, assim como
demonstracdes de como devem ser realizadas as avaliacdes de cada unidade de
acao. Este treinamento durou em torno de 4 horas, sendo ministrado de forma
remota, pelo avaliador experiente. Durante a avaliacdo aplicou-se pontuagdes para
cada caracteristica observada: posicionamento das orelhas, contracdo do musculo
orbicular, abertura dos olhos, dilatacdo das narinas, tensao do focinho e tenséo dos
musculos mastigatorios. As pontuacdes eram dadas da seguinte forma: 0, 1 e 2, na
qual, o escore mais alto (2) representa a maxima dor, e 0 escore mais baixo (0), a
auséncia de dor. Para estimar a confiabilidade intra-observador das pontuacdes de
cada expressao facial aplicou-se kappa ponderado e, para a somatéria total das
expressdes faciais, aplicou-se coeficiente de correlagdo intraclasse (ICC). A
reprodutibilidade interobservador foi de leve a moderada. As caracteristicas faciais
gue apresentaram boa confiabilidade, foram posicionamento das orelhas e abertura
dos olhos. Nossos achados elucidam a complexidade na pontuagcéo de avaliagbes
faciais em equinos, demonstrando a necessidade de um treinamento abrangente
para avaliadores inexperientes, para que, assim, nado ocorram falhas na
determinacdo da dor e, consequentemente, equivocos e negligéncia no tratamento

da dor destes animais.

PALAVRAS-CHAVE: Equinos. Expressoes faciais. Avaliador.
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7. SUMMARY

Animal welfare has gained space worldwide, and this broad concept is present
in ethical codes, becoming a requirement among consumers, guardians and
breeders and even within society. Thus, investigations were carried out that tried to
identify sensations to which the animal was exposed. Facial expressions were
identified as an effective and reliable tool to characterize the emotional state of
horses in relation to painful sensations. In order to maintain the quality of the
quantitative pain diagnosis, it is important that the choice of evaluation methods is
based on within-observer and between-observer reliability, which ends up depending
on the experience and skill of each evaluator. Given the above, the aim of this study
was to investigate the between-observer reliability of five inexperienced evaluators
among themselves and also with an experienced evaluator in the evaluation of facial
expressions in horses undergoing subcutaneous implantation of polymers. Six horses
were used, which were submitted to implantation of polymers on the lateral side of
the neck, comprising 3 experimental groups. Each group received an implant, the
PLA group (n=6) on the right cervical lateral face of the neck, the PLA/PCL group
(n=6) on the left cervical lateral face and the negative implant IN group (n=12) which
was submitted only to surgical incision, similarly to the groups. The videos were
recorded one hour before, 24 and 48 hours after the procedure, totaling 142 video
clips, which were evaluated by the observers over the course of 30 days.
Inexperienced evaluators received training containing an introduction to facial
expressions, as well as demonstrations of how the evaluations of each facial feature
are carried out. This training lasted around 4 hours, being given remotely by the
experienced evaluator. During the evaluation, scores were applied for each
characteristic observed: ear positioning, orbicularis muscle contraction, eye opening,
nostril dilation, muzzle tension and masticatory muscle tension. Scores were given as
follows: 0, 1 and 2, in which the highest score (2) represents the maximum pain, and
the lowest score (0), the absence of pain. To estimate the intra-observer reliability of
the scores for each facial expression, the weighted kappa coefficient was used and
for the sum total of the facial expressions, the intraclass correlation coefficient (ICC)
was used. between-observer reliability in general was mild to moderate, and the
facial characteristics that showed good reliability were ear positioning and eye

opening. Our findings elucidate the complexity in scoring facial evaluations in horses,
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demonstrating the need for comprehensive training for inexperienced evaluators and
for having experience with horses for the evaluation of facial expressions, so that
there are no failures in the determination of pain, and consequently, mistakes in the

treatment of the animal.

KEYWORDS: Horse. Facial expressions. Evaluator.

8. REFERENCIAS

ALTMAN, D. Some commom problems in medical research. In: HALL, C. & (Ed.). .
Pratical statistics for medical research. London: Chapman and Hall, 1991. p. 404—
408.

ALVES, J.E.O., et al. Mecanismos fisiopatologicos da nocicepcdo e bases da
analgesia perioperatéria  em pequenos animais, 2017. Disponivel em:
https://www.actabiomedica.com.br/index.php/acta/article/view/165/144. Acesso em:
09 Jul. 2021

BROOM, D.M. Indicators of poor welfare. British Veterinary Journal, London, v.142,
p.524-526, 1986.

BROOM, D. M. Animal welfare: concept and related issues — Review, [s. |.], 2004.

CARVALHO, J. R., et al. Biocompatibility and biodegradation of poly (lactic
acid)(PLA) and an immiscible PLA/poly (e-caprolactone)(PCL) blend compatibilized
by poly (e-caprolactone-btetrahydrofuran) implanted in horses. Polymer Journal, 1-
15, 2020.

CONEGLIAN, Mariana Marcantonio et al. Use of the horse grimace scale to identify
and quantify pain due to dental disorders in horses, [s. I.], 2020.

DAI, Francesca et al. Does Thirty-Minute Standardised Training Improve the Inter-
Observer Reliability of the Horse Grimace Scale (HGS)? A Case Study, [s. I.], 30 abr.
2020.

DALLA COSTA, E. et al. Development of the Horse Grimace Scale (HGS) as a pain
assessment tool in horses undergoing routine castration. PLoS ONE, v. 9, n. 3, p. 1-
10, 2014.

DARWIN C. A expressdo das emocgdes no homem e nos animais. Sao Paulo:
Companhia das Letras; 2009.

DE OLIVEIRA, A. R., GOZALO-MARCILLA, M., RINGER, S. K., SCHAUVLIEGE, S.,
FONSECA, M. W., ESTEVES TRINDADE, P. H., ... & Luna, S. P. L. Development
and validation of the facial scale (FaceSed) to evaluate sedation in horses. 2021.



28

EKMAN P, FRIESEN WV. Facial Action Coding System: Investigator's Guide.
California: Consulting Psychologists Press; 367 p, 1978.

EVANGELISTA, M. C. et al. Facial expressions of pain in cats: the development and
validation of a Feline Grimace Scale. Scientific Reports, v. 9, p. 1-11, 2019.
GUEDES, A. Pain Management in Horses. Vet Clin Equine, v. 33, n. 1, p. 181-211,
2017.

GLEERUP KB, FORKMAN B, LINDEGAARD C, ANDERSEN PH. An equine pain
face. Veterinary Anaesthesia and Analgesia 42:103-114, 2015.

GLEERUP, K. B., LINDEGAARD, C. Recognition and quantification of pain in horses:
a tutorial review. Equine Vet. Educ. 28, 47-57; 10.1111/eve.12383, 2016.

GLEERUP, K. B., ANDERSEN, P. H, WATHAN, J. What information might be in the
facial expression of ridden horses? Adaptation of behavioral research methodologies
in a new field. J. Vet. Behav. 23, 101-103; 10.1016/j.jveb.2017.12.002, 2018.

HINTZE, S., SMITH, S., PATT, A., BACHMANN, |, WURBEL, H. Are eyes a mirror of
the soul? What eye wrinkles reveal about a horse’s emotional state. PLoS One. 11,
€0164017; 10.1371/journal.pone.0164017, 2016.

LANSADE, L., NOWAK, R., LAINE, A. L., LETERRIER, C., BONNEAU, C., PARIAS,
C., & BERTIN, A. Facial expression and oxytocin as possible markers of positive
emotions in horses. Scientific reports, 8(1), 1-11, 2018.

MARTIN, P.; BATESON, P. Measuring Behavior: An Introductory Guide, 3rd ed.;
Cambridge University Press: Cambridge, MA, EUA, 2007.

OIE (World Organization for Animal Health). Chapter 7.1: Introduction to the
recommendations for animal welfare. In: Terrestrial Animal Health Code, Volume 1.
Disponivel em:
http://www.oie.int/index.php?id=169&L=2&htmfile=chapitre_aw_introduction.ht m .

PIRES ALR, BIERHALZ ACK, MORAES AM. Biomateriais: tipos, aplicacdes e
mercado. Quimica Nova 38:957-971, 2015.

RAJA, S. N. et al. The revised International Association for the Study of Pain
definition of pain: concepts, challenges, and compromises. Pain, v. 161, n. 9, p.
1976-1982, 2020.

SAINI P, ARORA M, RAVI KUMAR MNV. Poly(lactic acid) blends in biomedical
applications. Advanced Drug Delivery Reviews 107:47-59, 2016.

SHAH AA, HASAN F, HAMEED A, AHMED S. Biological degradation of plastics: a
comprehensive review. Biotechnology Advances 26:246-265, 2008.

SHALABY SW, BURG KJL (Eds.) Absorbable and biodegradable polymers. Boca
Raton: CRC press. 304p, 2003.



29

SINGER, P. Animal liberation. New York: HarperCollins, 324 p, 2002.

SILVA, N. E. O. F. et al. Validation of the Unesp-Botucatu composite scale to assess
acute postoperative abdominal pain in sheep (USAPS). PLoS One. 15, e0239622,;
10.1371/journal.pone.0239622, 2020.

STEAGALL, P.V. et al.. Acute Pain in Cats: Recent Advances in Clinical Assessment.
Journal of Feline Medicine and Surgery 21 (2): 25-34.
https://doi.org/10.1177/1098612X18808103, 2019.

TRINDADE, P. H. E., HARTMANN, E., KEELING, L. J., ANDERSEN, P. H,,
FERRAZ, G. D. C., & PARANHOS DA COSTA, M. J. R. . Effect of work on body
language of ranch horses in Brazil. PloS one, 15(1), e0228130, 2020.

WARAN NK. The social behaviour of horses. In: Keeling LJ, Gonyou HW (EE.).
Social behaviour in farm animals. Wallingford: CABI Publishing; p. 247-74, 2001.

WARDEN, V.;: HURLEY, A.; VOLICER, L. Pain Assessment in Advanced Dementia
Scale (PAINAD). J Am Med Dir Assoc, v. 4, n. 1, p. 9-15, 2003.

WATHAN J, BURROWS AM, WALLER BM, MCCOMB K. EquiFACS: the equine
facial action coding system. PLoS One. 10(9): e013781, 2015.



