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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA B
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Campus de Jaboticabal A Sz

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Cerlificames que © projefo de pesquisa intitulado “Uso de Corantes Artificiais nas
Ragoes para Cies e Potenciais Efeitos no Comportamento” gprotocaio n*
007855/18, sob a responsabdidade do Prof. Dr. Mateus José Rodrigues Paranhos da
Costa, que envolve a produgao, manulengdo elou utilizagdo de animas perencentes
a0 Filo Chordata, subfilc Verebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
clentifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com o8 precedtos da lei n® 11.734, de
0B de autubro de 2008, no decreto 6 899, de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacionai de Controle de Expedmentagio Animal
(CONCEA). @ foi aprovado pela COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP -
CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordindria de 05 de jubio de 2018,

Vigtnzia 4o Projeto 0SKWZ018 & S0MZ020 |
Espace | Linbagem Caes ca raga Beagle ‘
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Jaboticabal, 05 de jutho de 2013
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Prof® Dr® Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) — CAES UNIFIL

Y7 UniFil

CENTRO UNWVERSITATO0 FLADTLIA
~ Parecer CEUA. N2 004/2019

Londrina, 04 de junho de 2019,

Prezadoda) Pesquisadoria),

A CEUA reunida em & ¢e novembro de 2018 avaliou o projeto intituladoe
“Corante artificial vermelho Ponceau 4R (E124) em Pet Food para cies: testes de
preferéncia” registrado no CEUA sob o n? 039/2018, desenvolvide sob sua
respansabilidade para o curso de Doutorado em Medicina Veterinaria, julgando-o
APROVADO, para execucdo por entender que os principios éticos postulados pelo
Colégio Brasileira de Experimentacdo Animal estio respeitados,

Cumpre orlentar que a0 longo do projeto, caso se pretenda gualquer alteracio
no protocolo experimental aprovado, o novo protocolo devera ser submetido a
apreciacio da CEUA/UNIfil anteriormente a execugao das modificagdes.

Sem mais para o memento,

Cordialmente.

\

. —

Profa, Ms, Joice Teixeira Campanha

- Coodenadora da CEUA/UNIfI
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USO DE CORANTES ARTIFICIAIS NAS RACOES PARA CAES E POTENCIAIS
EFEITOS NO COMPORTAMENTO

RESUMO - Corantes artificiais tornam os alimentos mais atrativos para o0s
humanos, mas parecem ter pouca influéncia nas escolhas dos caes. Ha décadas esse
tipo de aditivo é suspeito de causar problemas a saude. Logo, o0 objetivo desde
trabalho foi levantar informacdes sobre a percepcao dos tutores e das empresas de
alimentos para animais de companhia em relacdo ao uso de corantes; foi avaliado o
efeito do azo corante vermelho ponceau 4R sobre o comportamento de caes, assim
como a preferéncia alimentar desta espécie em relacdo ao aditivo. Informacdes foram
coletadas através de questionarios on-line, um destinado aos tutores brasileiros (n=
4111) e outro a empresas produtoras de alimento para animais de companhia (n= 34).
As respostas foram analisadas por meio de estatistica descritiva, qui-quadrado e
analise de correspondéncia multipla. Para o estudo comportamental, utilizou-se doze
cées da raca Beagle. Foram compostas trés dietas, (controle com 0% de corante, T1
com 0,05% e o T2 com 0,20% de corante), todas com a mesma formulacao, diferindo
apenas na dosagem do aditivo. Por 17 dias os caes consumiram apenas a dieta
controle, e apds, por 21 dias receberam os tratamentos (n=4), sendo filmados durante
sete horas por dia nesse periodo. Para o estudo da preferéncia, foram utilizados 20
caes de diversas racas. Os tratamentos foram organizados em trés desafios, nos
quais anotou-se qual dieta o cdo se aproximou com o focinho primeiro e qual foi
ingerida primeiro, além da mais consumida. Empregou-se o teste de modelos lineares
mistos generalizados para os dados comportamentais, e para o teste de preferéncia
utilizou-se teste de Wilcoxon-Mann-Whitney e teste t de Student, todos a 5% de
probabilidade. Os resultados dos questionarios mostram que 92,56% dos tutores
forneciam racdo aos cdes e o0 alimento ofertado era de boa qualidade (38,56%
premium e 29,75% super premium). Em relacdo a embalagem, 87,67% compram o
alimento de sacos lacrados, mas 68,24% nao seguem as recomendacfes da
embalagem ao arragoar os cdes. Apenas uma pequena porcentagem de pessoas
prefere racdes com corantes (0,97%) e correlacionam-se (P<0,05) aos tutores que
nao souberam informar a qualidade da racdo. Quase a totalidade dos tutores (96,52%)
acreditam que corantes artificiais prejudicam a saulde, por isso a maioria (93,99%)
optaria por racdo sem corante, se esta possuir preco similar a colorida e 37,90%
disseram ja ter adquirido racdes mais coloridas que o padréo. Alguns tutores (34,86%)
presumiram gue seus cdes apresentaram alteragfes na saude, apos o consumo de
alimentos com corantes. Em relacédo as empresas, 47,06% produzem alimentos com
corantes artificiais, porém 81,25% séo favoraveis a reducdo de corantes no alimento
para animais e 85,29% acreditam que esses aditivos nao tém vantagens de uso, além
de causarem efeitos colaterais no organismo. Os resultados do estudo
comportamental mostram que o tratamento com 0,20% do corante apresentou maior
frequéncia (P<0,05) do comportamento cogar, e o tratamento 0,05% mostrou aumento
das vocalizagGes e comportamentos indicativos de ansiedade. O teste da cruz elevada
mostrou resultados significativos (P<0,05) para o tratamento com 0,20% do aditivo,
com menor numero de entrada e menor tempo em braco aberto, comportamento
relacionado a ansiedade. O teste de preferéncia apresentou maiores frequéncias de
escolha pelos cées para racdo controle (sem corante), seguida do tratamento com
0,05% de corante para primeira ingestdao e consumo (P<0,05). Conclui-se que os
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tutores estdo evitando alimentos com corantes artificiais, por acreditarem que néo
fazem bem a salde de seus cées, e as empresas se mostraram dispostas a diminuir
0 uso de corantes artificiais em racdes e petiscos. O corante vermelho ponceau 4R
causou alteracbes no comportamento de cdes, comprometendo o bem-estar dos
animais, além de ser menos apreciado por eles, em comparacao ao alimento sem o
corante.

Palavras-chave: ansiedade, pet food, preferéncia, salde, tutores, vermelho ponceau



USE OF ARTIFICIAL DYES IN PET FOOD FOR DOGS AND POTENTIAL
EFFECTS ON BEHAVIOR

Abstract — Artificial dyes make food more attractive to humans, but appear to
have little influence on dog choices. This type of additive has been suspected of
causing health problems for decades. Therefore, the objective of this study was to
gather information about the perception of tutors and the pet food industry in relation
to the use of dyes; it was evaluated the effect of the use of azo ponceau red 4R dye
on the behavior of dogs, as well as the food preference of this specie in relation to the
additive. Information was collected through on-line questionnaires, one for Brazilian
tutors (n= 4111) and the other for pet food companies (n= 34). Responses were
analyzed using descriptive statistics, chi-square and multiple correspondence
analysis. For the behavioral study, twelve Beagle dogs were used. Three diets were
composed (control with 0% dye, T1 with 0.05% and T2 with 0.20% dye), all with the
same formulation, differing only in the dosage of the additive. For 17 days, the dogs
consumed only the control diet, and then, for 21 days, they received the treatments
(n=4), being recorded for seven hours a day during this period. For the preference
study, 20 dogs of different breeds were used. Treatments were organized into three
challenges, in which it was identified which diet the dog approached with the muzzle
first and which was ingested first, in addition to the most consumed. Generalized mixed
linear model test was used for the behavioral data, and Wilcoxon-Mann-Whitney test
and Student t test were used for the preference test, all at 5% probability. The results
of the questionnaires showed that 92.56% of the tutors provided dog food, and the
food offered was of good quality (38.56% premium and 29.75% super premium).
Regarding packaging, 87.67% buy pet food from sealed bags, but 68.24% do not follow
the packaging recommendations when feeding dogs. Only a small percentage of
people preferred diets with dyes (0.97%) and correlated (P<0.05) with tutors who did
not know the quality of the food. Almost all tutors (96.52%) believed that artificial dyes
harm health, so the majority (93.99%) would opt for food without dye, if it has a similar
price to color, and 37.90% said they already had acquired more colorful food than the
standard. Some tutors (34.86%) presumed that their dogs showed changes in health
after consuming food with dyes. Regarding companies, 47.06% produce foods with
artificial colors, however, 81.25% are favorable to the reduction of dyes in pet food,
and 85.29% believe that these additives do not have advantages in use, besides
causing side effects in the organism. The results of the behavioral study showed that
animals consuming food with 0.20% of the dye showed a higher frequency (P<0.05) of
scratching behavior, and animals on 0.05% treatment showed an increase in
vocalizations and behaviors indicative of anxiety. The elevated plus-maze test showed
significant results (P<0.05) for treatment, with those animals consuming 0.20% of the
additive, with less number of entries and less time in the open arm, behavior related to
anxiety. The preference test showed higher frequencies of choice for dogs consuming
control diets, followed by treatment with 0.05% dye for the first intake and consumption
(P<0.05). It is concluded that tutors are avoiding foods with artificial colors because
they believe they are not good for the health of their dogs and companies were willing
to decrease the use of artificial colors in pet food. The red dye ponceau 4R caused
changes in the behavior of dogs, compromising the welfare of the animals, in addition
to being less appreciated by them, compared to diets without dye.



Keywords: anxiety, health, pet food, ponceau red, preference, tutors
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACP — andlise de correspondéncia multipla

BH4 — enzima 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina

CAAE — Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica

CEP — Comisséo de Etica em Pesquisa

CEUA — Comiss&o de Etica no Uso dos Animais

DDA - dose diaria aceitavel

EFSA — European Food Safety Authority (Autoridade Européia de Seguranca
Alimentar)

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura)

FDA — Food and Drug Administration (Administracéo de Alimentos e Drogas)

GFFAS — graphite furnace atomic absorption spectrometry (espectrometria de
absorcao atdmica em forno de grafite)

GLMM - Generalized Linear Mixed Models (Modelos Lineares Mistos Generalizados)
IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IDA — ingestéo diaria aceitavel

IDH — indice de desenvolvimento humano

IgE — imunoglobulina E

INS — Sistema Numérico Internacional

JECFA — Joint Expert Committee on Food Additives (Comité de Especialistas em
Aditivos Alimentares)

MDA — malondialdeido

NRC — National Research Council (Conselho Nacional de Pesquisa)

OMS - Organizacado Mundial da Saude

ROS - reactive oxygen species (espécies reativas ao oxigénio)

TDAH — transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO

Ha milénios os cdes acompanham os humanos e desde o final da Idade Média
a realeza ja possuia cdes de estimacdo, mas principalmente apds a Segunda Guerra
Mundial, os caes que antes eram comumente utilizados para caca e guarda, passaram
a ser o animal de companhia ou pet mais popular (Bradshaw, 2012). Essa situacao é
bem caracterizada no Brasil, que ocupa a segunda posicdo no ranking mundial da
populacdo canina (ABINPET, 2019a). Com o desenvolvimento de um forte vinculo
humano-animal, mudou-se habitos e antropomorfizou-se os caes, atribuindo a eles
necessidades, preferéncias e ideais humanos (Bradshaw, 2012; Dodd et al., 2019).

Um dos pontos mais impactantes dessa antropomorfizacdo, também chamada
de humanizacgéo, é a alimentacdo dos cdes. Os humanos em geral escolhem os
alimentos pelo aspecto visual e, por meio deste sentido, criam expectativas
psicolégicas sobre os produtos (Spence, 2015). J4 os cées fazem suas escolhas
primeiramente pelo olfato, seu sentido mais desenvolvido (Craven et al., 2010;
Horowitz et al., 2013). Como sao os humanos que detém o poder de compra dos
alimentos, tanto as embalagens quanto o produto em si como o alimento
industrializado ou pet food, sdo confeccionados para atrair os tutores com cores,
formas e tamanhos diferenciados (Di Donfrancesco et al., 2014). Existem muitas
controvérsias sobre como os cdes enxergam as cores (Byosiere et al., 2018), mas a
cor do alimento parece ter minima influéncia na escolha do mesmo (Bourgeois, 2004).

Para garantir a padronizacdo e melhorar a aparéncia do alimento
industrializado, séo utilizados corantes a fim de modificar apenas uma caracteristica
visual sem nenhum propdésito nutricional (Yamjala et al., 2016). Os corantes artificiais,
dentre eles os azocorantes e em particular o vermelho ponceau, sdo amplamente
aplicados em alimentos industrializados, devido a resisténcia e estabilidade durante o
processamento (Ahlstrom et al., 2005).

Entretanto, varios estudos tém mostrado que corantes artificiais, principalmente
0s azocorantes, podem causar desequilibrios no organismo de ratos e humanos,

alterando a microbiota intestinal (Chung et al., 1978) e a bioquimica de alguns 6rgaos



como por exemplo o cérebro (El-Sisi et al., 2015), figado e rins (Elbanna et al., 2017),
afetam as proteinas sanguineas (Masone e Chanforan, 2015), promovem respostas
pré-inflamatérias (Leo et al., 2018), causam hipersensibilidade no sistema imune
(Feketea e Tsabouri, 2017) e podem induzir a problemas comportamentais como
ansiedade (Doguc et al., 2015), agressividade e hiperatividade (Schab e Trinh, 2004;
Radu-Rasu e Pop, 2017), além de reduzirem a atividade motora (Dalal e Poddar,
2009), aprendizagem (Tanaka 2006a) e o comportamento exploratério (Tanaka
2006b). Porém nao ha relatos de pesquisas sobre possiveis efeitos dos azocorantes
na saude de caes.

Portanto nesta tese € investigada a percepcédo dos tutores e da indUstria sobre
0 uso de corantes artificiais presentes em alimentos para animais de companhia; os
efeitos do corante vermelho ponceau 4R sobre o comportamento de cades e a

preferéncia dos animais em relagéo ao corante citado.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Domesticacéo, crescimento da populacdo dos animais de companhia e

humanizacao de céaes

A domesticacdo dos caes iniciou-se com um ancestral em comum com o lobo
cinzento durante o periodo paleolitico, entre 15 a 25 mil anos atras, porém, foram
encontrados vestigios fésseis em mais regides, sugerindo que esse processo ocorreu
diversas vezes em diferentes lugares do planeta (Bradshaw, 2012). A aproximagao
dos lobos em busca de restos alimenticios deixados pelos humanos, a protecdo que
esta espécie oferecia afastando outros predadores e retencdo de caracteres infantis
em alguns animais adultos, garantiram a tolerancia a espécie lupina selvagem e
facilitaram o processo de domesticacao (Larson et al., 2012; Rojas et al., 2016).

O céo atual (Canis lupus familiaris) evoluiu junto aos humanos, aprendendo a
interpretar Nnossos gestos e sinais, assim como 0s humanos também desenvolveram
a habilidade de interpretar sons especificos como latidos, expressdes corporais e
faciais que os cédes adquiriram durante este processo (Reid, 2009; Kaminski e
Nitzschner, 2013).



Desde entdo o céo foi o animal doméstico mais utilizado para suprir as
necessidades da sociedade humana como caca e seguranca (Beaver, 2009), e se
tornou um dos animais de estimagcdo mais comuns, gracas ao forte vinculo que
desenvolveu com os humanos. Cées que antes tinham ocupacdes especificas, nas
Ultimas décadas passaram a ser exclusivamente de companhia, devido a novos
habitos da sociedade moderna, sentindo os efeitos do antropomorfismo ou
humanizacéo (Bradshaw, 2012).

Acredita-se que 0 pensamento antropomorfico, ou seja, a capacidade de
atribuir caracteristicas humanas a outros constituintes da natureza, surgiu com a
habilidade do didlogo entre homens pré-histéricos, para expressar ideias sociais e
naturais. Pensamentos, sentimentos, motivacdes e crencas humanas foram atribuidos
para outras espécies como 0s caes, permitindo incorpora-los no meio social como
animais de estimacdo e dependentes domésticos (Serpell, 2019). Além disso,
algumas caracteristicas comuns em filhotes como abdbada craniana arredondada,
olhos grandes, ouvidos e nariz discerniveis, pelos macios, uso expressivo de
membros e da face, ativam mecanismos inatos que incentivam os humanos a querer
cuidar e nutrir filhotes, estimulando o apego com animais ndo humanos (Horowitz e
Bekoff, 2007). A certo ponto os animais de estimacdo chegaram a ser considerados
parasitas sociais, pois inconscientemente conseguem explorar nossos instintos
parentais inatos (Serpell, 2019). O antropomorfismo por omissdo até hoje esta
presente na sociedade e impde aos animais caracteristicas por meio da visao global
humana, sem reconhecer que as demais espécies tém prioridades diferentes que as
dos humanos (Rivas e Burghardt; 2002).

Mais proximo da humanizacéo dos animais de companhia na sociedade atual,
o antropomorfismo critico é baseado na empatia, na tentativa de se colocar no lugar
dos outros para encontrar semelhancas causais dos estados humanos e psicolégicos,
principalmente com espécies familiares, sendo possivel discernir o antropomorfismo
confidvel do ingénuo por meio de critérios (Karlsson, 2012). Os animais de estimacéao,
por ndo falarem como os humanos, julgarem, criticarem ou mentirem, ganharam a
confianca de seus tutores que esbocam neles a imagem da perfeicdo ou pureza,
acreditando receber suporte emocional, integracdo social e sensacdo de protecao

(Serpell, 2003), que de fato traz beneficios a saude, como diminuicdo do estresse,



depressao, doencgas cardiovasculares, melhora da saude mental e fisica entre outros
comprovados pela ciéncia (McClaskey, 2019).

Com a humanizacdo, os humanos impuseram aos animais de companhia
muitas das suas necessidades e preferéncias, principalmente para os caes, tratando-
0S como criangas, colocando roupas e aderec¢os, produtos de beleza, fornecendo
diversos tipos de brinquedos, levando-os a spas, creches, desenvolvendo canais on-
line ou de televisédo para entreter os animais, realizando festas de aniversarios e
exigiu-se também modificacdes na alimentacao e nutricdo, de acordo com as escolhas
e filosofias de cada tutor. Para atender a este quesito as empresas tém hoje dietas
vegetarianas, veganas, dietas caseiras, livres de gréos, dietas cruas e naturais, sem
aditivos sintéticos, entre outras variacdes (Di Donfrancesco et al., 2012; Euromonitor
Internacional, 2014; Dodd et al., 2019).

2.2. Historico do mercado de alimentos extrusados para animais

No passado, ainda na década de 70, os cdes comiam racdes caseiras ou
sobras das refeicbes humanas sem nenhum balanceamento nutricional. A partir dos
anos 80 até 2000 iniciou-se um avanc¢o no consumo de produtos industrializados para
animais de companhia, ja que as industrias nacionais do ramo cresciam gracas a
tecnologia de extrusdo e volumosa producdo de alimentos da classe econémica
(Magalhaes, 2019).

Esse crescimento continua expressivo no Brasil, encontrando sustentacéo na
populacdo de cées do pais, a segunda maior do mundo, atualmente com 55,1 milhdes
de animais (ABINPET, 2019a). Conforme informacg0Oes da Associacao Brasileira da
Industria de Produtos para Animais de Estimacao, o valor arrecadado no mercado pet
geral foi de R$ 22,3 bilhdes em 2019, sendo que o setor pet food que inclui alimentos
como ragdes, snacks e bifinhos representam a maior parte desse faturamento, com
73,3%. O setor veterinario relacionado a medicamentos, contribui com 18,4%; ja o
setor pet care referente aos servicos de clinicas veterinarias, adestramentos, dog
walker, pet sitter, tosador, banhista, utensilios e mimos para os animais, corresponde
a 8,3% do faturamento (ABINPET, 2019a).



Segundo um relatério de inteligéncia nacional, hoje no pais 49% dos caes
domiciliados consomem racao (SEBRAE, 2018). O pet food das categorias standard,
opcdo economicamente mais acessivel, e premium, categoria de boa qualidade e
preco razoavel, apresentam a maior porcentagem de vendas, pois 0 consumidor
brasileiro privilegia as alternativas que caibam em seu orgamento, mas também esta
se informando cada vez mais sobre a qualidade dos produtos que oferece aos animais
(Mota, 2014; Guimaraes, 2016). Ainda, 60% do faturamento dessas vendas, vém do
consumo das classes sociais econémicas C e D (ABINPET, 2020).

Considerando que as classes econémicas C, D e E, recebem no maximo 10, 4
e 2 salarios minimos respectivamente, podemos observar que os custos de produtos
standard para cdes comprometem entre 7% a 24% da renda mensal (ABINPET,
2019b). Soma-se a isso o fato de que a carga tributaria tem um alto impacto no preco
final do pet food, atualmente com 51,20% de impostos. Isso dificulta a oferta de um
alimento de qualidade para o animal, e induz a compra de ra¢cdes mais baratas, que
geralmente possuem aditivos artificiais em sua composicdo, como corantes artificiais,

para melhorar a aparéncia do produto final (ABINPET, 2019b).

2.3. Reflexo da alimentacdo humana

De acordo com uma pesquisa realizada em 2010 nos Estados Unidos, 0s
tutores de cédes que sao comprometidos com uma alimentacdo saudavel para si,
buscam o mesmo para seus animais (Tesfom e Birch, 2010). As embalagens dos
alimentos sdo confeccionadas para chamar a atencdo dos tutores e transmitir
informacgdes sobre ingredientes, muitas vezes de forma sensacionalista, reforcando a
humanizacgé&o dos animais de companhia. Entretanto sem a merchandising contida em
informacdes nas embalagens, géndolas ou folhetos, os produtos séo escolhidos
primeiramente pela aparéncia, baseada nas cores e padronizacdo do alimento e
também pelo aroma (Di Donfrancesco et al., 2014).

Analises sensoriais como 0s testes de preferéncias ajudam a entender tanto o
comportamento do animal quanto do tutor, podendo ser descritivas e discriminativas
ou de consumo, utilizando instrumentos, humanos e os animais de interesse. Testes

de aceitacdo ou andlise de atitudes por meio de questionario sdo aplicados em



pesquisas com humanos, ja as pesquisas com animais envolvem testes de escolha,
consumo e caracteristicas comportamentais alimentares. Obviamente os humanos
tém limitacbes devido ao olfato menos desenvolvido, além do paladar apurado e
diferente percepcéo de sabores comparados a cdes ou gatos, mas infelizmente as
analises focam mais nos tutores do que no cliente final, o cdo (Koppel, 2014).

Atualmente, algumas pesquisas mostram a relacdo entre alimentos secos para
animais de estimacdo e perfis de odores preferidos pelos tutores, ja que o olfato
favorece o desenvolvimento de uma conexdo emocional do produto ou marca com o
momento da alimentacdo do cdo, que muitas vezes € acompanhada pelos tutores
(Delime et al., 2020). Porém, sem as indica¢fes das embalagens, a grande maioria
dos consumidores séo influenciados pela intensidade da cor do produto, por
acreditarem que cores e formas diferentes de extrusados ou kibbles estédo
relacionados a produtos mais caros e por isso tem maior prestigio. Além disso, a
uniformidade, o aspecto oleoso (brilhante) da racao e a intensidade das cores também
sdo relevantes na escolha, sendo que produtos mais escuros, incluindo marrons
escuros, apresentam uma relacdo negativa com a preferéncia dos tutores (Di
Donfrancesco et al., 2014).

O comportamento alimentar dos humanos se baseia primeiramente no aspecto
visual do que pretende ingerir ou comprar, pois a cor permite criar uma expectativa
psicolégica, ajudando a identificar quais sdo as fontes dos ingredientes e fazer
previsdes sobre seu provavel odor e sabor. Isso se deve a correlacdes naturais que
assimilamos de forma evolutiva, por exemplo, as cores de um fruto (amarelo ou
vermelho) e a relagdo com amadurecimento e dogura (Spence, 2015). Uma das
diferencas biolégicas mais notaveis entre cdes e humanos, € que estes veem 0

mundo, enquanto os caes o cheiram (Horowitz et al., 2013).

2.4. Natureza e preferéncias do céo
O habitat em que a espécie evolui € o principal motivador da preferéncia
alimentar, dependente da distribuicdo dos recursos, necessidades energéticas e

proteicas de cada espécie. A fome é um fator motivacional que pode estimular os



animais a provarem novos alimentos e até modificar sua forma de forrageamento,
afetando a preferéncia alimentar (Rao et al., 2018).

O bulbo e o cortex olfativo no cérebro do céo séo extremamente desenvolvidos
e por isso 0 cao pode detectar uma concentracao de odores de 1 a 2 partes por trilhao,
ou seja, 10.000 a 100.000 vezes a capacidade olfativa quando comparada a dos
humanos (Horowitz, 2009). Ainda, os cdes tém um padréo unico de fluxo de ar durante
o farejamento e a cavidade nasal possui estruturas anatdmicas em espiral, que
permitem o transporte eficiente das particulas de odores, otimizado a distribuicéo e
prolongando o contato das moléculas de odor com o epitélio sensorial (Craven et al.,
2010; Horowitz et al., 2013).

Indispensavel para o comportamento social e sexual, o olfato do cdo também
tem uma importante funcdo para localizar alimentos, discriminando-os ou
pormenorizando-os para determinar suas preferéncias, mas esse sentido €
negligenciado pelos humanos. De forma geral, os cdes tomam a deciséo inicial de
comer com base no aroma, mas s6 continuardo a comer se o sabor for condizente
com o aroma do alimento (Houpt et al.,1978). Contudo, a ciéncia ainda ndo concluiu
se os odores preferidos dos cées por si s6 sdo agradaveis e prazerosos a eles, ou se
apenas permitem uma diferenciagao vinculada aos alimentos preferidos pelo céo (Hall
et al., 2017), mas a espécie € capaz de perceber varias caracteristicas relacionadas
ao alimento, como contaminantes, gordura oxidada, entre outros (Félix et al., 2010).
Além do mais, o consumo dos alimentos pelos cées pode ser regulado de duas
formas, pois a curto prazo, se a dieta possui baixa densidade energética, a ingestao
sera regulada pela distensdo gastrica, mas se a dieta é de alta energia, a ingestdo de
alimento serd regulada pelo nivel de nutrientes circulantes no sangue, como glicose,
aminodcidos, acidos graxos e ions (Zanatta et al, 2016).

Os cédes sao animais dicromaticos, pois apresentam dois tipos de células
fotorreceptoras, uma sensivel ao comprimento de onda médio com 555 nm (verde
amarelado), e outra sensivel a luz de comprimento de onda curto com pico espectral
de 429 nm (azul) (Neitz et al. 1989). Muitas pesquisas utilizam testes de cogni¢cao
partindo da visdo dos cées, porém algumas caracteristicas referentes a este sentido
relativamente sdo pouco estudadas, gerando controvérsias em relagdo a como 0s

cdes enxergam as cores, brilho, profundidade, sensibilidade e acuidade em



comparacao aos humanos (Byosiere et al., 2018). Ainda, a diversidade morfolégica
desta espécie raramente foi considerada nos estudos, mas tem grande probabilidade
de influenciar a capacidade visual, devido as diferencas anatémico faciais entre as
racas (Byosiere et al., 2018). Em geral, acredita-se que as cores tém pouca influéncia
na escolha dos alimentos pelos cdes (Bourgeois, 2004), porque 0s cées parecem nao
diferenciar o vermelho do verde, ao invés disso, enxergam tonalidades de cinza
(Beaver, 2009). Porém, na literatura ndo foram encontradas pesquisas sobre
preferéncia de cores de alimentos pelos caes, e muitos trabalhos exploram apenas as
preferéncias olfativas da espécie (Zanatta et al., 2016; Basque et al., 2019).

A literatura sobre preferéncia alimentar de cdes muitas vezes é baseada na
opinido dos tutores ou em testes simplistas, como o teste dos dois comedouros, 0
método mais comum para avaliar esta espécie (Zanatta et al., 2016). Tais testes
podem ser afetados pela raca, sexo do céo, temperatura do alimento e ambiente entre
outros fatores, raramente levando em consideracdo o historico do animal, nem os
demais sentidos ou caracteristicas comportamentais (Maia e Volpato, 2016). Assim, é
de interesse saber se o animal consome um alimento somente em situacdes de fome
ou quando h& poucas op¢les, ou se existe uma clara preferéncia pelo mesmo, seja

pelo odor, por diferencas visuais, de textura ou formato do produto (Stasiak, 2002).

2.5. Historia, aplicacdes e normativas dos corantes

Os primeiros relatos sobre a adicédo de corantes em alimentos datam do ano de
1500 A.C. em algumas cidades do Egito, onde fabricantes adicionaram extratos
naturais e vinho para melhorar a aparéncia dos produtos. Em meados do século XIX,
ingredientes como o acafréo, paprica e outras especiarias eram adicionados para criar
um efeito visual em alguns alimentos. Apos 1840, final da Revolucao Industrial, com
o desenvolvimento da industria de alimentos processados, o uso de corantes a base
de minerais e metais se acentuou. Os corantes eram utilizados para disfarcar
alimentos adulterados e de baixa qualidade, porém muitas substancias eram toxicas,
como o chumbo vermelho e arseniato de cobre, causando lesbes e até mortes de
pessoas (Downham e Collins, 2000). Em 1856, o cientista Sir William Henry Perkin

sintetizou, pela primeira vez, um corante sintético roxo denominado malva, uma anilina



derivada do alcatrdo (Prado e Godoy, 2003). Dois anos mais tarde, em 1858, Peter
Griess esclareceu o processo da diazotizacdo, que consiste na rea¢do de ions com o
grupo diazénio (-N2 +) acoplados ao anel aromatico para formar uma dupla ligacéo
entre os nitrogénios. Em 1864, Carl Alexander Martius conseguiu sintetizar corantes
azo a partir da anilina e outras aminas aromaticas do alcatrdo (Travis, 2009). Desde a
década de 50 e principalmente nas décadas seguintes, a industrializacdo dos
alimentos resultou no uso crescente de corantes pela populacdo, como pode ser

observado na Figura 1 (Stevens et al., 2013; Konig, 2015; Zanoni e Yamanaka, 2016).
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Figura 1 — Crescimento do uso de corantes alimentares entre os anos de 1950 e 2010 certificado pela
FDA (Adaptado de Stevens et al., 2013).

A hulha é um tipo de carvao mineral e o alcatrdo € a parte liquida da hulha,
composta por aguas amoniacais. Até os dias atuais € pelo mesmo procedimento que
0s corantes azo séo produzidos (Travis, 2009), por meio da diazotizacdo do acido
amino benzenossulfénico, que ocorre ao adicionar acido cloridrico e nitrito de sddio,
gue primeiramente leva a producédo de um composto di-azo da reagao de uma amina
aromatica via formacéao de nitrosamina e di-azo-hidréxido, apds ocorre o acoplamento
do di-azocomposto com varios sistemas aromaticos reativos, com elétrons que
absorvem a luz dos comprimentos de onda visiveis especificos para cada composto,
levando a cor de cada corante. A destruicdo do grupo azo leva a divisdo em duas

aminas aromaticas, fazendo o composto perder a cor (Konig, 2015).
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Segundo a Instrucdo Normativa numero 13 de 2004 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, os aditivos destinados a alimentagéo animal
podem ser substancias, microrganismos ou produtos formulados, adicionados
intencionalmente aos produtos, que ndo sado utilizados normalmente como
ingredientes, podendo ter ou n&o valor nutritivo. Os aditivos tém a finalidade de
melhorar as caracteristicas dos produtos, o desempenho dos animais sadios ou
atender as necessidades nutricionais dos mesmos (MAPA, 2004). De forma
complementar, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria pela Portaria numero 540
de 27 de outubro de 1997 regulamenta que os aditivos alimentares sado substancias
aplicadas de forma intencional aos alimentos, para modificar caracteristicas fisicas,
guimicas, biolégicas ou sensoriais. Podem ser adicionados em qualquer etapa da
producdo, seja ha manipulagcéo, preparacao, tratamento, processamento, fabricacéo,
no embalar, armazenar ou transportar um alimento (ANVISA, 1997).

Corantes alimentares sdo um tipo de aditivo sensorial com a fung&o de conferir,
intensificar ou restaurar a cor dos alimentos, a fim de deixa-los atrativos visualmente
para os consumidores e restabelecer a aparéncia original, perdida durante o processo
de producao, para parecerem mais frescos e naturais, porém sem o propasito de nutrir
0 humano ou outros animais (Yamjala et al., 2016; ANVISA, 2018).

No Brasil, os corantes séo classificados como: corante inorganico obtido a partir
de substancias minerais por meio de processos de purificacdo; caramelo natural
obtido pelo aquecimento e derretimento de acucares; caramelo organico sintético
idéntico ao natural, obtido por processos com amdnia; corante organico natural, de
origem vegetal ou animal, no qual o principio do colorante foi isolado por meio de
processos tecnoldgicos especificos; e organico sintético, obtido por sintese organica
através de processos tecnoldgicos adequados. Estes podem se enquadrar em corante
artificial, que € o corante organico sintético ndo encontrado em produtos naturais ou
corante organico sintético idéntico ao natural, que possui estruturas quimicas
semelhante ao principio ativo isolado de um corante organico natural (ANVISA, 1978).

Os azocorantes, principais representantes dos corantes artificiais, sao
amplamente utilizados em diversas aplicacfes industriais, pois suas cores Sao
resistentes e atualmente apresentam baixo custo quando comparados a outras

substancias colorantes. Os azocorantes constituem aproximadamente 65% do
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mercado comercial de corantes alimentares, pois 0s sintéticos sdo mais estaveis
comparados aos naturais, que sao instaveis e degradam durante o processamento de
alimentos, perdendo sua funcao (Ahlstrom et al., 2005; Yamjala et al., 2016).

Qualquer corante, antes de ser incluido na dieta humana, € testado no minimo
em seis espécies e trés devem obrigatoriamente ser em mamiferos como ratos,
cobaias, coelhos, porcos e outras, jA que muitos tém proximidade com a fisiologia
humana (Magnuson et al., 2013; Kumar e Madan, 2014; Amchova et al., 2015).

Com base em diversas pesquisas, a Organizacdo Mundial das Nacfes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a Organizacao Mundial da Saude (OMS)
estabeleceram para cada corante alimentar uma ingestdo diaria aceitavel (IDA), que
representa a quantidade maxima diaria que uma pessoa pode ingerir de cada corante
na dieta sem riscos consideraveis a saude (Stevens et al., 2013).

O Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude, por meio da Resolugéo
n° 4 de 24 de novembro de 1988 e a portaria niumero 540 de 27 de outubro de 1997,
traz o regulamento técnico para aditivos alimentares com as definicées, funcdes,
classificacdo, limites recomendados e condi¢cdes de uso atualizadas. Os corantes

artificiais empregados em alimentos no Brasil estdo na Tabela 1.

Tabela 1 — Corantes artificiais autorizados para uso em alimentos no Brasil de acordo
com o Sistema Numérico Internacional (INS).
Limite deuso Condi¢cOes de IDA mg/kg de

Corante INS g/100g uso peso corporal
Tartrazina 102 0,01 * 7,5
Amarelo crepusculo 110 0,01 - 4,0
Amaranto, Bordeaux 123 0,01 - 0,5
Ponceau 4R 124 0,01 - 4,0
Eritrosina 127 0,01 - 0,1
Vermelho 40 129 0,01 - 7,0
Azul patente V 131 0,01 - 15,0
Indigotina 132 0,01 - 5,0
Azorrubina, Carmosina 122 0,01 * 4,0
Azul brilhante 133 0,01 - 12,5
Verde rapido 143 0,01 * 10,0

*As lacas de aluminio estdo autorizadas somente para o revestimento de comprimidos e drageas.
Adaptado de CNS (1988); Martins (2015) e Zanoni e Yamanaka (2016).
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Ainda, os corantes podem conter até 10% de impurezas e também metais
pesados que se acumulam no figado, assim para o corante vermelho ponceau por
exemplo, os limites permitidos séo 2 ppm para o chumbo, 3 ppm para o arsénico e 1
ppm para mercurio e cadmio (EFSA, 2009 e 2018). O FDA nos Estados Unidos limita
o chumbo, arsénico e mercurio a quantidade de 10 ppm, 3 ppm e 1 ppm
respectivamente, nos corantes (Stevens et al., 2013). No Brasil o Decreto n° 55871,
de 26 de marco de 1965 dispde dos limites maximos de tolerancia dos contaminantes

inorganicos em aditivos alimentares que estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Limite maximo de tolerancia de contaminantes inorganicos em aditivos

alimentares.

Contaminante Limite maximo (ppm)
Antimdnio 2,00
Arsénico 1,00
Cadmio 1,00
Cobre 30,00
Cromo 0,10
Estanho 250,00
Mercurio 0,01
Niquel 5,00
Selénio 0,05
Zinco 50,00
Chumbo 0,08

Adaptado Anvisa, 1965.

Os corantes artificiais também podem estar presentes nas racdes
comercializadas (econémica, standard e premium), snacks, petiscos, bifinhos, entre
outros. Este tipo de aditivo € utilizado somente para agradar aos olhos do consumidor
humano, ndo sendo necessario na aceitacdo do alimento pelo cdo (NRC, 2006). Os
corantes nao devem conferir odor nem sabor ao alimento, mas como sao quimicos
originados do alcatrdo da hulha, podem ser farejados pelos cées, porém a literatura a
respeito deste aditivo em alimentos para animais é escassa.

Para assegurar a padronizacéo na aplicacdo de corantes, as industrias de pet
food tomam como base a legislacdo de alimentos humanos. Porém, os tutores tém o

habito de fornecer racdo em quantidades maiores que o recomendado pelo fabricante,
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ou deixam a racao ad libitum para o animal (Zanatta et al., 2016), além de fornecer
petiscos coloridos, o que pode favorecer a extrapolacdo do consumo de corantes
(Stevens et al., 2015). No Brasil, por exemplo, ndo ha a obrigatoriedade de declarar
nos roétulos a quantidade de corantes presentes nos produtos (ANVISA, 2008). Além
disso, cada lote deve ser certificado (NRC, 2006; EFSA, 2009), mas no nosso pais o
controle de qualidade dos corantes parece ser infrequente, apesar da necessidade de
analises rigorosas para garantir a seguranca do consumidor (Prado e Godoy, 2007;
Martins, 2015).

2.6. Corante Vermelho Ponceau 4R

Com o nome comum de ponceau 4R, mas também conhecido como cochineal
red A, new coccine ou vermelho cochonilha € quimicamente conhecido como 2-
hidroxi-1-(4-sulfonato-1-naftilazo)-naftaleno-6,8-dissulfonato de trissédio. Sua férmula
estrutural esta apresentada na Figura 2. E produzido misturando o &cido naftiénico
diazotizado ao acido G (2-naftol-acido 6,8-dissulfénico) (Kénig, 2015; Leulescu et al.,
2019). Considerado instavel a presenca de acido ascorbico, dioxido de enxofre,
acucares, resiste bem a acidez e calor (Downham e Collins, 2000). Temperaturas
proximas a 80°C diminuem em até 30% a intensidade da cor vermelha, e se
adicionado acido ascorbico no processo, a perda da coloracdo chega a 100% (Netto,
2009; EFSA, 2018).

S04~ Na+

HO

SO, Nat

Figura 2 — Férmula estrutural do azocorante vermelho ponceau 4R (Leulescu et al., 2019).
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Atualmente o comité da FAO/OMS (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives, JECFA) estabeleceu a dose diaria aceitavel (DDA) de 4 mg/kg de peso
corporal para humanos, mas o corante vermelho ponceau tem uso proibido pelo Food
and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, Canada, Japédo, Suécia,
Finlandia, Noruega (FDA, 2018). Nos demais paises da Unido Europeia é
recomendado a ingestdo maxima 0,7 mg/kg de peso corporal por dia (EFSA, 2015). A
European Food Safety Authority (EFSA) afirma que os dados encontrados nas
pesquisas ndo causam preocupacdo em relacdo a genotoxicidade a longo prazo do
azo corante vermelho ponceau, porém ndo ha um consenso na ciéncia sobre 0s
efeitos na saude desse e de outros corantes (Konig, 2015). Para a Europa ndo ha um
teor maximo de aplicacdo do corante vermelho ponceau em alimentos para animais,
mas isso € dependente das propriedades quimico fisicas dos demais ingredientes. O
uso do corante vermelho ponceau, ao se considerar alimentos secos com até 12% de
umidade, chega até 400 mg/kg de alimentos para gatos, 600 mg/kg para cées e 3.500
mg/kg para peixes ornamentais (EFSA, 2018).

No Brasil seguimos as recomendacdes da FAO/OMS, mas existem
contradicBes na propria legislacdo. O uso do vermelho ponceau s6 é permitido para
aperitivos a base de cereais com a indicagao de inclusao de até 0,05 mg/kg de produto
para humanos (ANVISA, 2008), mas ndo h& nada especifico para alimentos
destinados aos animais. O vermelho ponceau € utilizado em refrigerantes, refrescos,
vinhos, laticinios, produtos de padaria, misturas para bolo, coberturas, frutas em
caldas, sorvetes, xaropes de bebidas, balas, mostarda, pet food, cosméticos e
medicamentos (Konig, 2015).

O corante artificial vermelho ponceau 4R, ao ser ingerido, é excretado
principalmente pelas fezes, mas parte € degradada pela microbiota intestinal, que
produz metabdlitos, e por sua vez sao absorvidos pela corrente sanguinea e
excretados pela urina (Konig, 2015). A excrecao completa do corante depende do
tempo de transito intestinal de cada espécie e um estudo realizado com
camundongos, ratos e porquinhos da india, mostrou que os principais compostos
excretados sao acido naftibnico, pela urina e fezes, e 7-hidroxi-8-acido

aminonaftaleno-1,3-dissulfonico excretado somente pelas fezes (Phillips et al., 1982).


https://apps.who.int/food-additives-contaminants-jecfa-database/Default.aspx
https://apps.who.int/food-additives-contaminants-jecfa-database/Default.aspx
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2.7. Bioquimica dos corantes

Segundo estudos, € possivel que pequenas quantidades de azocorantes sejam
absorvidos embaixo da lingua e pelas mucosas da boca através da difusdo passiva,
pois sdo compostos de baixo peso molecular (Goldenring et al., 1981).

Em 1911 foi realizado o primeiro estudo sobre o metabolismo de compostos
azo com mamiferos, no qual cdes que receberam o corante orange | apresentaram
acido sulfanilico na urina, o que levou a conclusdo que 0s compostos azos podiam ser
metabolizados pelo organismo (Walker, 1970). Um segundo trabalho com prontosil
demonstrou que enzimas azo redutases no figado de ratos em condi¢cfes anaerdbicas
reduziam e clivaram os compostos azo a aminas aromaticas, levando a formacéo de
sulfanilamida, excretada por via urinaria e mais tarde isso foi observado no ser
humano (Chung et al., 1978).

No intestino, mais especificamente no colon, os corantes azo sao degradados
e metabolizados pelas azo redutases e peroxidases de bactérias anaerdbias da
microflora  intestinal, produzindo aminas aromaticas 4-aminobifenil, 4-
aminoazobenzeno, benzidina, &acido sulfanilico e metabodlitos como N-dimetil-p-
fenilenodiamina, acido 1-amino-2-naftol, acido m-xilidina-6-sulfénico, acido cresidina-
sulfénico, naftionato de sédio e sal R-amino (Walker, 1970; Demirkol et al., 2012;
Sayed et al., 2012). Alguns microorganismos mais comuns gue atuam nesse processo
séo Fusobacterium sp. 2, Bacteroides thetaiotaomicron e Citrobacter sp. (Chung et al.,
1978).

Em um estudo realizado com cées canulados que receberam 200mg de
corantes azuis, verdes e violeta testados separadamente, foi observado que a
velocidade da motilidade intestinal lenta fazia com que mais corante fosse absorvido
e secretado pela bile (Hess e Fitzhugh, 1955). Ainda, existe uma hipétese sobre a
permeabilidade intestinal anormal, na qual as células da mucosa intestinal permitem
a entrada de algumas moléculas prejudiciais, que em organismos normais nao seriam
absorvidos, e essa anomalia pode contribuir para o aumento da absor¢éo de corantes
(Stevens, et al., 2013).

As aminas aromaticas livres induzem a producao irregular de espécies reativas

ao oxigénio (ROS) aumentando o estresse oxidativo no sangue (Demirkol et al., 2012;
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Sayed et al., 2012; Stevens et al., 2013), como radicais hidroxi (OH), anion superéxido
(O2) e peroxido de hidrogénio (H202), comprometendo o metabolismo normal
(Seesuriyachan et al., 2007; Sayed et al., 2012). Sobre as aminas aromaticas, néo se
sabe ainda se afetam o comportamento de forma direta e quais S&o 0s niveis toxicos
(Stevens et al., 2013).

Em um experimento com filhotes de ratos, os cientistas injetaram de forma
intraperitoneal diariamente por trinta dias, 1 mg/kg do metabdlito dos azocorantes, o
acido sulfanilico, e foi observado hiperatividade e desempenho de escape
prejudicados, levando a hipétese de que o &cido sulfanilico atravessa a barreira
hematoencefélica, sendo responsavel pelas altera¢cdes comportamentais (Goldenring
et al., 1981).

As ROS podem chegar ao cérebro pela corrente sanguinea e diminui a
concentracdo de antioxidantes, eleva os niveis de malondialdeido (MDA) e ataca
lipidios e proteinas da membrana do neurdnio, prejudicando as sinapses nervosas
(Chaudhary et al., 2014; Mohamed et al., 2015). O peréxido de hidrogénio pode
degenerar neurdnios dopaminérgicos e interferir no receptor e na liberacdo de
dopamina. O aumento da producao de ROS em um periodo prolongado pode destruir
a enzima 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), uma limitante associada a biossintese de
serotonina, dopamina, adrenalina e noradrenalina. A atividade reduzida da BH4 esta
relacionada as perturbac6es comportamentais em criancas com Transtorno do Déficit
de Atencao e Hiperatividade (TDAH) (Lopresti, 2015).

Esses aditivos também podem causar hipersensibilidade alimentar, pois os
corantes atuam como haptenos, substancias de baixo peso molecular que somente
induzem a resposta imune quando acopladas a outras moléculas. Os corantes se
ligam de forma covalente a proteinas transportadoras do trato gastrointestinal e ativam
0 sistema imunologico por meio das células T, além de promoverem a liberagdo de
granulos e citocinas pelos mastocitos; estes por sua vez elevam os niveis de IgE, o
que induz a liberacdo de histamina e leucotrienos (Stevens et al., 2013; Feketea e
Tsabouri, 2017).

Tais desequilibrios fisiologicos tém efeitos tanto sobre a saude de humanos,
guanto de animais, pois alteram a bioquimica de alguns 6rgaos (como o figado e rins),

a funcdo reprodutiva, causa hipersensibilidade e pode induzir a problemas
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comportamentais como ansiedade, agressividade, hiperatividade, hipercinésia,
irritabilidade, falta de atencéo e afetar a memoria (Tanaka, 2006b; Doguc et al., 2015;
Masone e Chanforan 2015).

2.8. Efeitos e problemas de saude relacionados aos corantes artificiais

Na década de 60 e 70, com 0 aumento da industrializacdo de alimentos e maior
uso de corantes, muitos estudos foram realizados para avaliacbes de niveis de
seguranca e possiveis efeitos toxicos desses aditivos (Konig, 2015; Zanoni e
Yamanaka, 2016). Especificamente em relagdo a ingestdo do corante vermelho
ponceau, existem indicios sobre hipersensibilidade, reacdes urticarias e vasculares
em humanos (Konig, 2015), além de alteracfes fisioldgicas e comportamentais, em
animais (Gaunt et al., 1967; Tanaka, 2006a).

Entre as pesquisas realizadas com animais, um experimento com ratos mostrou
gue a contagem de glébulos vermelhos das fémeas foi reduzida, assim como a
concentracdo de hemoglobina e valor do hematdcrito, quando foram alimentadas com
2% (equivalente a 2050 mg/kg/dia) do corante vermelho ponceau 4R na dieta por 90
dias (Gaunt et al., 1967). Os mesmos pesquisadores trabalharam com suinos e
observaram a reducdo no numero de eritrécitos nos machos ao fornecer 900
mg/kg/dia de ponceau aos animais por 90 dias (Gaunt et al., 1969).

Tanaka (2006a) observou que ratos machos que ingeriram doses de até 0,48%
de corante vermelho ponceau (ou 776,4 mg/kg de peso corporal por dia) desde a pré-
gestacdo até 9 semanas de vida, demoraram mais no teste do labirinto de Morris em
comparacao ao grupo controle, demostrando que a capacidade de localizagéao
espacial e movimentos coordenados dos animais foram afetados, principalmente em
machos, porém as dosagens utilizadas foram altas, o que foge dos padrdes de
consumo de corantes.

Ainda sobre as alteragbes na capacidade de movimentagcédo dos animais, um
estudo com o corante vermelho eritrosina forneceu uma dose Unica de até 200 mg/kg
de peso corporal para ratos machos e foi observado que a atividade motora dos

animais reduziu em duas horas e a atividade serotoninérgica foi minimizada no
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cérebro, lembrando que a serotonina € um hormonio que regula o humor, apetite,
sono, memoria e aprendizado (Dalal e Poddar, 2009).

De forma similar, Radu-Rasu e Pop (2017) estudando os corantes azul brilhante
e azorrubina (50 mg/L de 4gua), fornecidos em tratamentos separados durante 35 dias
para ratos, observaram diferencas significativas sendo que os animais apresentaram
menor indice de massa corporal, diminuicdo da duracdo do sono e dos descansos,
além do aumento de comportamento ativos, como correr e agredir os demais.

Também foram observados efeitos causados pela ingestdo de combinacgdes de
corantes azo. Kantor et al. (1984) forneceu uma mistura (0; 0,5; 1; 2 e 4%) dos
corantes azul brilhante, indigotina, verde rapido, eritrosina, vermelho allura, tartrazina
e amarelo por-do-sol na dieta para ratos durante quatro semanas e verificaram que o
grupo que consumiu a maior dose apresentou-se significativamente menos ativo nas
primeiras trés semanas de tratamento. Apds esse periodo ndo foram mais observadas
mudancas comportamentais, porém 0s autores comentam que 0s animais podem se
adaptar a problemas cronicos, ja que o sistema nervoso apresenta plasticidade, o que
ndo exclui evidéncias minimas de toxidade dos corantes. Infelizmente ndo ha
informagdes sobre a quantidade do mix ingerido por kg de peso corporal em cada
tratamento.

Doguc et al. (2015) trabalharam com uma Unica mistura de corantes (ponceau,
eritrosina, amaranto, allura, tartrazina, p6ér-do-sol, azorrubina, azul brilhante e
indigotina), com dosagens de 10 até 750 mg/kg/dia dos aditivos que foram diluidos
em agua. O mix foi fornecido de acordo com o peso dos animais, (em torno de 1
mL/100 g de peso corporal), e administrados por gavagem oral uma semana antes
das ratas acasalarem até o dia do parto. Quando os filhotes completaram 30 dias de
vida, foram testados no labirinto de dgua de Morris, teste do campo aberto e teste da
natacao forcada. No grupo tratado, foi observado a diminuicdo da motivacao de ratas
e aumento da atividade locomotora em machos e a ansiedade em ambos 0s sexos
nos testes de labirinto de Morris e campo aberto, porém essa causa sexo-dependente
ainda néo foi elucidada, mas acredita-se que os corantes afetam de forma diferente
horménios sexuais.

Em relacdo a alteracbes oxidativas no organismo, Amin et al., (2010)

concluiram que os corantes afetam negativamente o status oxidativo, ao trabalharem
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com ratos machos que ingeriram doses baixas (15 e 8 mg/kg de peso corporal) e altas
(500 e 100 mg/kg de peso corporal) dos corantes tartrazina e carmoisina
respectivamente, durante 30 dias. Foi observado aumento significativo na proteina
total, albumina, malondiladeido, creatinina, ureia e enzimas do figado como alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e baixos niveis de
glutationa peroxidase e superéxido dismutase em ambas as doses.

El-Sisi et al. (2015) avaliaram em filhotes de ratos desmamados, os efeitos da
tartrazina (dosagens de 1% e 3% da dieta, sem especificacbes da quantidade
ingerida) em combinacdo com a curcuma (200 mg/kg de peso corporal). Os autores
observaram que a tartrazina aumentou significativamente a resposta comportamental
ativa, pois os ratos mostraram hiperatividade no teste do campo aberto e diminui¢éao
da aprendizagem e da memdéria, com maiores laténcias, avaliados no teste de labirinto
de &gua de Morris. O combinado com a curcuma minimizou as alteracbes
comportamentais provavelmente devido ao efeito anti-inflamatério e antioxidante do
ingrediente.

Ainda, Mohamed et al. (2015) ao trabalharem com ratos machos que
receberam tratamentos com 500 mg/kg de peso corporal de tartrazina, ou com geleia
real ou ainda tartrazina com 6leo de figado de bacalhau por 30 dias, perceberam que
0s ratos que ingeriram apenas tartrazina apresentaram uma diminuicéo significativa
na concentracdo dos neurotransmissores cerebrais, baixos niveis de biomarcadores
antioxidantes como superoxido dismutase, catalase e glutationa reduzida, além da
elevacao dos niveis de malondialdeido e maior nUmero de células apoptéticas; ja os
demais grupos se mantiveram dentro dos parametros bioquimicos normais.

Alguns estudos com criangcas também foram realizados. Ibero et al., (1982)
trabalhando com 25 criangas sensiveis a antigenos alimentares com diferentes
idades, desafiou-as por meio de ingestdo de diferentes corantes ap0s 48 horas de
exclusdo das suas dietas de rotina. Quatro individuos apresentaram urticaria ou
angioedema, broncoconstricdo, ou piora da dermatite atopica mostrando reacdo ao
vermelho ponceau nas doses de 1 e 10 mg/kg.

A pesquisa de McCann et al. (2007) teve grande repercussao cientifica, ao
avaliar os efeitos de misturas de corantes alimentares em 297 criancas. Foram

estabelecidos dois tratamentos diluidos em suco de frutas, dos quais a mistura A
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continha amarelo por-do-sol, carmoisina, tartrazina e ponceau 4R, totalizando 20
mg/dia de corantes artificiais e a mistura B era composta por amarelo por-do-sol,
carmoisina, amarelo-quinolina e vermelho-alura, somando 30 mg/dia de corantes. Os
tratamentos e o placebo foram fornecidos de forma randomizada durante seis
semanas, para um grupo de criancas de 3 anos e outro de 8 anos e para este grupo
as doses foram multiplicadas por 1,25. Os autores relataram modificagbes
comportamentais como aumento da hiperatividade, desatencéo e impulsividade das
mesmas. Ja Stevenson et al. (2010) utilizaram a mesma amostra e tratamentos
citados no experimento anterior a curto prazo, e identificaram dois genes de histamina
e um gene de dopamina como marcadores genéticos suscetiveis aos corantes.

Pesquisas in vitro alegam que o corante amaranto tem a capacidade de se ligar
a albumina humana através do hidrogénio e interacdes hidrofébicas, aumentando a
hidrofobicidade da proteina, comprometendo sua conformacao e fun¢éo. A albumina
€ a proteina plasmatica responsavel pelo transporte de acidos graxos, minerais como
o calcio e hormdnios, serve de reserva proteica, além de atuar como anion controlando
0 pH sanguineo e reparacao de tecidos (Zhang e Ma, 2013).

Kus e Eroglu (2015), trabalhando com culturas de linfocitos humanos incubados
por 72 horas a 37°C com extrato aquoso dos corantes em dosagens de 10, 20, 30 e
40 mg/mL, notaram que o amarelo por-do-sol e o azul brilhante alteraram
significativamente as taxas de indices mitéticos, induziram a frequéncia de
micronucleos e replicacao celular, assim sendo considerados corantes com potenciais
citotéxicos, clastogénicos e genotéxicos.

Também em condicdes in vitro, Basu e Kumar (2015) estudaram a interacéo do
corante azorrubina com a hemoglobina, por meio de métodos calorimétricos e
espectroscopicos e relataram alteragdo na estrutura da hemoglobina, podendo
influenciar a liberagéo de trifosfato de adenosina e alterar a capacidade de transporte
de oxigénio pelos eritrécitos.

Em um estudo em culturas de neutrofilos de humanos com os azocorantes
tartrazina, amarelo p6r-do-sol, carmoisina, vermelho-alura e ponceau 4R nas
concentracdes de 0; 1,15; 2,30; 5,75 e 11,51 mg/L, os pesquisadores observaram
maior sintese in vitro de leucotrieno Bas e isoprostanos Fz, indicando aumento da

atividade pré inflamatéria (Leo et al., 2018).



21

7

Na alimentacdo humana € relatado que a ingestdo de corantes artificiais
principalmente por criangas, acaba excedendo o limite méximo diario recomendado,
pois muitos alimentos ingeridos diariamente contém corantes e ainda sdo consumidos
em grandes quantidades, como biscoitos, doces, cereais, entre outros (Doguc et al.,
2012; Stevens et al., 2013 e 2015). Uma situagdo dessas é passivel de ocorrer com
cdes também, devido ao tipo de racéo fornecida e frequéncia de petiscos.

Infelizmente muitos trabalhos tem mais de 50 anos, e poucos avaliaram 0s
efeitos dos corantes em dosagens consideradas normais, também pode-se observar
gue as dosagens utilizadas nos estudos variaram entre quatro a dez vezes a ingestao
diaria aceitavel (IDA) e muitas deixam a desejar em relacdo ao controle dos
tratamentos fornecidos. Ainda assim, esses resultados sdo relevantes ao se
considerar que em uma populacdo héa individuos mais imuno reativos ou sensiveis as
diversas substancias contidas em alimentos (K6nig, 2015). Além do mais, ndo foram
encontrados trabalhos cientificos que avaliassem qualquer efeito de corantes em
dietas para cdes ou a preferéncia destes por corantes, apenas antigos estudos
toxicolégicos que objetivavam entender o metabolismo dos corantes e de forma

simplificada, devido a época em que foram conduzidos.

2.9. Problemas comportamentais e abandono

Trazer o cdo para conviver em sociedade com humanos nao influenciou
somente sua natureza, preferéncias ou nutricdo, mas também trouxe varios problemas
comportamentais, que se tornaram comuns nos Ultimos anos, comprometendo o bem-
estar do animal e a relacdo com seus tutores, levando a sérios problemas sociais,
como o abandono e eutanasia (Beaver, 2001; Kurachi et al., 2017). Estima-se que nos
Estados Unidos cerca de 3,3 milhdes caes sao deixados em abrigos todos 0s anos e
cerca de 22,33% deles séo sacrificados (ASPCA, 2020). Infelizmente no Brasil existe
apenas estudos regionais sobre as causas que levam ao abandono e eutanasia de
caes (Soares et al., 2010; WAP, 2020).

Uma pesquisa por meio de questionarios publicos avaliou 4114 caes de
diversos paises e 85% dos cédes da amostra apresentavam algum tipo de problema

comportamental. Os mais comuns foram problemas de medo e ansiedade com 44%
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dos casos, 30% apresentaram problemas de agresséo, 18% latidos excessivos e 12%
hiperatividade, entre outros problemas, mas deve-se evidenciar que Sao causas
diversas que levam a esses comportamentos (Dinwoodie et al., 2019).

A agressédo ainda é o problema comportamental mais preocupante em caes,
tendo em sua base motivacional diversos fatores como a falta de socializacdo e
interacdes, traumas, neuroticismo do tutor e o préprio temperamento do individuo
(Gobbo e Zupan, 2020). Além disso, alguns estudos mostram que nutricao
desbalanceada também pode afetar a agressividade em caes, devido as baixas
concentracdes de dmega-3 no plasma e alta relagcdo 6mega 6 - dmega 3, que foram
correlacionadas com a agressividade (Re et al., 2008). Este comportamento também
pode estar relacionado a dietas hiperproteicas com baixo nivel do aminoacido
triptofano, que € o precursor de serotonina, porém os estudos ainda sao inconclusivos
(Andrea et al., 2015).

J4 a ansiedade pode levar a outros problemas comportamentais, como
agressao ou estereotipias. A ansiedade esta relacionada a algumas fobias, como as
gue ocorrem com fogos de artificio e tempestades; medo e transtornos generalizados
como latidos excessivos, eliminacdo inadequada, autolesado, estereotipias, etc. Todas
essas situacdes indicam que o bem-estar do animal esta prejudicado, podendo
apresentar elevados niveis de cortisol, o hormbnio do estresse, além de encurtar a
vida dos animais de companhia (Siniscalchi et al., 2013; Kurachi et al., 2017). Um
estudo no Japdo com 262 cédes revelou que metade dos cdes apresentavam
comportamentos ansiosos, e destes, 40% dos tutores estavam incomodados com
esse tipo de comportamento, 0 que evidencia o impacto do problema na relagéo-
humano animal (Kurachi et al., 2017).

As alteragcdes comportamentais podem ter diversas causas como situacoes
estressantes em que a fémea em gestacdo € submetida (Lupien et al., 2009);
separacao precoce dos filhotes da mée; manejo ou condicionamento que nao condiz
com a natureza do animal (Beaver, 2001; Horowitz, 2009; Bradshaw, 2012); equivocos
na interacdo humano-animal (Mariti et al., 2012); ambiente empobrecido levando a
estereotipias; estresse; depressao; cruzamentos mal conduzidos (Horowitz, 2009;
Bradshaw, 2012); idade avancada e sexo do cdo (Martinez et al., 2011); problemas

neurolégicos, psicopatoldgicos e nutricionais (Re et al., 2008; Andrea et al., 2015;
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Sechi et al., 2017). Em relacdo a problemas comportamentais e nutricionais, h4 a
possibilidade de uso de aditivos sintéticos, como o0s corantes artificiais,
comprometerem a integridade psicologica devido a alteracdes bioquimicas no
organismo (Doguc et al., 2012 e 2015; Masone e Chanforan, 2015; Mohamed et al.,
2015).

Atualmente na alimentacdo humana ha muito debate sobre o0 uso de corantes
e efeitos na fisiologia e comportamento, como pseudoalergias e hiperatividade (Ibero
et al.,, 1982; McCann et al.,, 2007; Stevenson et al., 2010). Por outro lado, na
alimentacao de caes e gatos, existe uma escassez de pesquisas a respeito do uso de
corantes contidos em racdes e petiscos. Tais aditivos poderiam predispor a distarbios
comportamentais e de saude e, por consequéncia, comportamentos inadequados,
aumentando a chance de abandono do cdo. Os estudos em humanos devem servir
de reflexdo para a area de comportamento e nutricdo de animais de companhia e ha
necessidade de se realizar pesquisas sobre a ingestao dos corantes pelos animais, a

fim de elucidar questdes em aberto.
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CAPITULO 2 - Percepcao dos tutores e das empresas de alimentos para cées
sobre o uso dos corantes artificiais

RESUMO - O uso de corantes artificiais em alimentos para cdes € uma prética
comum, e tem a funcado de tornar o alimento mais atrativo. Porém, nos ultimos anos,
€ questionado o uso desses aditivos que podem apresentar riscos a salde dos caes.
O objetivo foi estudar o perfil dos tutores brasileiros em relacdo ao manejo alimentar
de seus caes e compreender o0 posicionamento dos tutores e da industria de alimentos
para animais sobre o uso e ingestao dos corantes artificiais. Coletamos informacdes
por meio de questionarios on-line aplicados a tutores (n=4111) e a responsaveis
empresariais do setor de alimentos para animais de companhia (n=34). As respostas
foram analisadas por meio de estatistica descritiva, teste do qui-quadrado e andlise
de correspondéncia multipla. A maioria dos tutores foi das regiées Sudeste e Sul do
Brasil, com 62,39% e 23,45% das respostas, respectivamente. Em geral, 92,56% dos
tutores forneciam racdo aos caes e boa parte do alimento ofertado era premium
(38,55%) ou super premium (29,75%). A classificacdo da qualidade da racao
apresentou relacdo (P<0,001) com o tipo de embalagem e 87,67% dos tutores
adquiriam embalagens lacradas. Quase dois tercos dos respondentes (68,24%)
arracoam o cao de forma ad libitum. Sobre as cores de racdo, somente 0,97%
preferem as vermelhas ou verdes, que foram relacionadas (P<0,05) aos tutores que
ndo souberam informar a qualidade do alimento. Apenas 14,86% dos tutores
acreditam que a cor do alimento é importante para o0 cé&o, apresentando
correspondéncia (P<0,05) com os que preferem racdes coloridas e ndo souberam
informar a qualidade do alimento para animais. A grande maioria dos respondentes
(93,99%) optariam por racdo sem corante, se esta possuir preco similar a colorida e
37,90% disseram ja ter comprado racbes com coloracao diferente do habitual. Um
namero consideravel (96,52%) acredita que corantes artificiais fazem mal a saude.
Ainda, alguns tutores (34,86%) disseram ter notado altera¢des na saude dos caes e
as correlacionaram com o consumo de corantes. Entre as dez principais marcas de
racoes e petiscos adquiridas pelos tutores brasileiros, quatro apresentam corantes
artificiais nas formulacdes e entre os petiscos, sete. Quase a metade das empresas
(47,06%) participantes no estudo produzem alimentos com corantes artificiais e em
média a quantidade do aditivo esta acima (0,07%) das recomendagfes de uso pela
nossa legislacédo. Grande parte das empresas (81,25%) séo favoraveis a reducéo de
corantes nos alimentos para cdes e 85,29% acreditam que esse aditivo apresenta
desvantagens por ndo serem funcionais e causarem efeitos colaterais no organismo.
Conclui-se que os tutores estao exigentes e bem informados no quesito nutricao, por
isso evitam alimentos com corantes artificiais, e as empresas por sua vez, estdo mais
cautelosas em relacdo ao uso deste aditivo e se mostraram dispostas a reduzir a
quantidade de corantes artificiais nos alimentos para céaes.
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1. INTRODUCAO

No ranking mundial, o Brasil tem a segunda maior populacao de céaes, com 55,1
milhdes de animais (ABINPET, 2019). O mercado pet tem grande representatividade
na economia do pais e chegou a arrecadar R$ 22,3 bilhdes em 2019. O segmento
referente a producéo de pet food, o qual inclui alimentos como racdes e petiscos é o
mais representativo do setor, com 73,3% do faturamento (ABINPET, 2019).

Desde meados dos anos 80, a producédo de alimentos industrializados para
cédes se desenvolveu no pais gracas a tecnologia de extrusdo (Mazon e Moura, 2017,
Magalhdes, 2019). No mesmo periodo, o uso de corantes a nivel mundial e nacional,
também estava em ascensao (Stevens et al., 2013).

Na ultima década, com o acesso facilitado a informacdo e mudancas de
hébitos da populacdo, os consumidores se tornaram mais exigentes e passaram a se
relacionar com os animais de companhia de forma humanizada, buscando para seus
cédes 0 mesmo que buscam para si, no que diz respeito a alimentacao (Tesfom e Birch,
2010; Di Donfrancesco et al., 2012; Delime et al., 2020). Os humanos tomam inimeras
decisdes por meio da visdo e comumente criam expectativas psicolégicas em relacdo
ao que compram ou comem (Horowitz et al., 2013; Spence, 2015). Ao se tratar dos
alimentos para animais de companhia, além das embalagens, o principal chamariz do
produto € a padronizacdo dos kibbles, incluindo cores e formatos. Parte dos
consumidores sdo leigos no quesito nutricdo animal e tentam fazer previsées sobre
os ingredientes utilizados e a palatabilidade da racéo, criando diferentes expectativas
com base nas cores e formas do alimento, e esse sentimento humano é atribuido aos
cées de modo antropomoérfico (Di Donfrancesco et al., 2014; Serpell, 2019).

Atualmente, com a busca por alimentos saudaveis, alguns aditivos como 0s
corantes artificiais vem desenvolvendo uma imagem negativa perante a sociedade. A
utilizacao de aditivos sintéticos nos produtos leva muitas pessoas a serem inseguras
e cautelosas, ja que os impactos na saude ndo séo imediatos e a ndo ha comunicacao
clara da ciéncia e das industrias sobre a seguranca alimentar de algumas substancias
(Andrade et al., 2013; Martins et al., 2016). Porém na area industrial, as empresas de
alimentos para animais de companhia ainda fazem o uso do aditivo, especialmente

em alimentos de menor qualidade nutricional (Baquero et al., 2018).
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Muitos estudos mencionam problemas de salude em humanos e ratos
decorrentes da ingestao de corantes artificiais (Schab e Trinh, 2004; Demirkol et al.,
2012; Sayed et al., 2012; Stevens et al., 2013; Doguc et al.,, 2015; Masone e
Chanforan, 2015 e Feketea e Tsabouri, 2017), mas ainda existem questdes em aberto
no meio cientifico. Isso acaba refletindo na sociedade em geral, levando a davidas e
contradi¢ces sobre a ingestdo de corantes artificiais.

Assim, o objetivo deste capitulo foi estudar o perfil dos tutores brasileiros em
relacdo ao manejo nutricional de seus cées e investigar o posicionamento dos tutores
e da industria de alimentos para animais de companhia sobre o uso e ingestao dos

corantes artificiais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Informacgdes gerais

O projeto foi aprovado pela Plataforma Brasil conforme parecer emitido pela
Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) com o Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica (CAAE) ndmero 99311618.2.0000.5408 e parecer nimero
2.943.348. Antes de responder aos questionarios on-line, os participantes tiveram
acesso ao termo de consentimento livre e esclarecido e tinham total liberdade para

prosseguir ou recusar tal participacao.

2.2. Coleta de dados dos tutores de cdes

Foi realizada a amostragem por conveniéncia para recrutar os tutores, ou seja,
buscou-se na populacdo pessoas que atendessem 0s pré-requisitos da pesquisa e
gue concordassem em patrticipar. O publico alvo que respondeu ao questionario eram
os tutores de caes residentes em qualquer estado do Brasil. Tutores com caes de
quaisquer racas foram aceitos para o questionario, assim como caes de diferentes
idades, pesos, sexos, condi¢des fisiologicas ou tipos de acomodacgdes como quintais,

canis, ou que ficam dentro da residéncia com humanos.
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A divulgacao dos questionérios foi realizada por meio de redes sociais como o
Facebook, Instagram e WhatsApp para alcancar maior diversidade e numero de
respondentes. O material ficou disponivel para a coleta de dados de abril de 2018 a
outubro de 2019. Foram preenchidos 4111 questionarios.

O questionario continha dezoito questdes, sendo quinze de mdultipla escolha e
trés abertas. As questbes abertas estavam relacionadas ao peso do céo e marcas de
racoes e petiscos fornecidos, sendo necessarias para realizar a triagem das mais
consumidas. As de multipla escolha incluiam questdes como estado brasileiro em que
o tutor reside, que foram organizadas em regides para facilitar a analise; idade do cao;
sexo; se é inteiro ou castrado; tipo de alimentacdo consumida (racdo; alimentacao
natural ou sobras, sendo que estas duas foram reorganizadas como alimentacao
caseira); conhecimento do tutor sobre a classificacdo da racdo fornecida de acordo
com a descricdo nas embalagens (standard; premium ou super premium); aquisicao
(a granel ou embalagem fechada); oferta de alimento (conforme a recomendacéo da
embalagem; habito alimentar ou ad libitum sendo estes dois ultimos organizados num
anico grupo); preferéncia da cor do alimento (nenhuma; marrom; vermelha ou verde,
com as duas Ultimas opc¢des reorganizadas como coloridas); frequéncia de petiscos
industrializados (nunca; a cada quinze dias; uma vez por semana, trés vezes, esses
dois admitidos como frequéncia semanal; cinco ou todos os dias, reorganizados como
frequéncia diaria); preferéncia de compra em relacéo a diferentes racées (com ou sem
corante); se a cor do alimento é importante para o cdo (sim ou ndo); aquisicdo de
racdo com coloragdo fora do padrdo (sim ou ndo); alteracdes na saude (vomitos e
diarreia; alergias; mudancas comportamentais ou nada) e por fim se corantes artificiais
podem comprometer a saude do cdo (sim ou ndo). As perguntas foram organizadas
em quatro secdes: a primeira relacionada as informacges basicas sobre o tutor e o
céo; a segunda sobre detalhes da alimentacdo fornecida ao céo; a terceira sobre
oferta de petiscos e a quarta sobre percepcdo geral dos tutores em relacdo ao
consumo de corantes artificiais. O questionario completo esta no Apéndice A ao final

desse trabalho.
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2.3. Coleta de dados das empresas de alimentos para animais companhia

Para o segundo questionario destinado as empresas e industrias produtoras de
alimentos para cdes no Brasil, também foi empregada a amostragem por
conveniéncia. Para contatar as empresas foi seguida a Lista de Estabelecimentos
Fabricantes de Produtos para Alimentacdo Animal registrados no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento atualizado em maio de 2019.

O questionario foi enviado por e-mail para o representante da empresa ou foi
feito contato através do Servico de Atendimento ao Consumidor pedindo o
encaminhamento. A coleta de dados ocorreu de janeiro de 2019 a maio de 2020.
Entre 450 empresas ativas, foram enviadas 126 solicitacdes de resposta, mas apenas
34 questionarios foram preenchidos, mesmo com a garantia de participacdo anénima.

O questionario continha quatorze perguntas, com sete de mdultipla escolha e
sete questOes abertas. As questdes abertas compreendiam informagdes como cargo
do respondente; numero de produtos formulados na empresa com corantes artificiais
na composicao; preco do quilo dos corantes utilizados; quantidade utilizada de corante
em gramas por tonelada de ragcao; se a empresa tem intencéo de reduzir os corantes
artificiais em seus produtos; vantagens e desvantagens do uso de corantes. Ja as
guestbes fechadas se referiam a qualidade das ragbes produzidas pela empresa
(standard, premium e super premium); quais corantes artificiais eram utilizados; se a
empresa utiliza alguma analise para quantificar o corante no produto final (sim ou néo);
se é um ingrediente caro e que impacta no preco final do produto (sim ou ndo); objetivo
da industria ao fazer uso do corante (melhorar a aparéncia do produto; reforcar a ideia
da composicéo da racao/petisco; diferenciar formulacdes ou ter maior aceitabilidade)
e por fim se o corante artificial pode ter algum efeito na salde do cédo (ndo; somente
em caes debilitados; somente em altas dosagens ou se também afeta caes
saudaveis). O questionario completo esta no Apéndice B ao final desse trabalho.

Para facilitar o estudo, o questionario foi dividido em trés secdes: a primeira
que consistia em informagdes sobre a localizacéo e formulagbes da empresa; niumero
de formulagdes com corantes artificiais e informacdes técnicas de produgéo e por fim

0 posicionamento da industria ao fazer uso do aditivo.
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2.4. Andlise estatistica

Primeiramente foi realizada a analise descritiva para todos os dados dos
questionarios por meio das frequéncias das variaveis categoéricas em porcentagem.
As variaveis relacionadas ao perfil dos tutores e manejo nutricional dos caes foram
analisadas pelo teste Qui-quadrado a 5% de probabilidade com o programa Statistical
Analysis System versao 9.4 (SAS, 2015), a fim de identificar possiveis associacdes
ou dependéncias entre as respostas. Para as variaveis referentes ao posicionamento
dos tutores sobre os corantes artificiais, foi aplicada a andlise de correspondéncia
multipla (ACM), considerando significativas as correspondéncias com P<0,05.

A ACM é uma técnica exploratéria de multifatores para variaveis estritamente
categoricas, como as do questionario utilizado neste trabalho, por exemplo. Cada nivel
dentro da variavel categorica pode ser associado aos demais, sendo exploradas
simultaneamente. A ACM utiliza o qui-quadrado para identificar as associagoes,
também chamadas de correspondéncias, em uma tabela de contingéncia. A variancia,
ou seja, a dispersao dos dados, € expressa como inércia e sdo criadas varias
dimensdes, sendo a primeira dimensdo a de maior propor¢do da inércia total no
conjunto de dados, seguida pela segunda dimenséo e assim sucessivamente. Cada
categoria de cada variavel em ambas as dimensdes € expressa por um ponto no
grafico de dispersdo bidimensional, sendo que a proximidade dos pontos revela as
associacOes (Greenacre, 2010; Sourial et al., 2010). Dessa forma a ACM foi utilizada
para identificar padrées implicitos de correspondéncias entre o perfil e preferéncias
dos tutores com implicagdes relacionadas ao uso dos corantes artificiais. O programa
Statistica versao 7.0 (2004) foi utilizado para a analise de dados.

N&ao foi possivel aplicar uma analise estatistica robusta aos dados referentes
as empresas, pois a amostra foi pequena e as principais perguntas, por serem abertas

e variadas, nao permitiram agrupamentos ou clusters.
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3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1. Respostas dos tutores

3.1.1. Perfil dos tutores, caes e manejo alimentar

Com base nos dados coletados dos 4111 tutores de todo o Brasil, o perfil do

porte e da idade dos caes dos respondentes se mostrou misto e esta detalhado na

Figura 1.
A Porcentagem de cées B Porcentagem de caes de
pertencentes a cada porte acordo com a idade
13,74%
33,03%
35,88%

= Mini até 4 kg mAté 12 meses
m Pequeno de 5 a 10 kg mladanos

Médio de 11 a 25 kg 4 a9 anos

Grande 26 kg ou mais ® 9 ou mais

Figura 1 — Distribuicdo percentual do porte (A) e idade (B) dos cées que participaram da pesquisa.

A regido que teve maior numero de participantes foi a Sudeste, contabilizando
62,39% do total de respostas, seguida pela regido Sul com 23,45%; regido Nordeste
com 7,13%; regido Centro-oeste com 4,86% e Norte com 2,16% das respostas.
Primeiramente a diferengca entre as regides pode ter ocorrido pela facilidade de
divulgacdo do material onde se encontrava a sede do estudo, favorecendo a regiao
Sudeste. Além disso, a regido Sudeste contabiliza quase a metade da populacéo de
animais de estimacdo (47,40%) do pais, além da maior densidade populacional
humana comparada a outras regides. O Nordeste apresenta 21,40% da populacao
desses animais; o Sul 17,60%; Centro-Oeste com 7,20% e Norte com 6,30% (Instituto
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Pet Brasil, 2019). O desenvolvimento do Sudeste, ligado a questdes histérico-
politicas, também culminou no grande desenvolvimento do setor pet, além de possuir
melhor indice de desenvolvimento humano (IDH) e acesso a internet comparado a
outras regides (TIC Domicilios, 2019; IBGE, 2020), o que justifica a predominancia de
tutores dessa regido, ja que obtivemos as respostas através do meio on-line.

A regido a que pertencem os tutores esteve relacionada (P<0,05) com a
condicdo reprodutiva dos caes e o tipo de alimentacdo fornecida, mas néo foi
encontrada uma relacédo (P>0,05) com a classificacdo da racdo oferecida aos cées
(Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncias relativas (%) e relacéo das regides brasileiras com o perfil
reprodutivo e a qualidade do alimento extrusado oferecido aos céaes.

Caracteristicas Regides X2 P valor
Norte Nordeste Centro- Sudeste Sul
oeste
Castrado* 118,51 <,0001
Nao 1,31 4,09 2,68 20,80 8,10
Sim 0,85 3,04 2,19 41,60 15,35
Tipo do alimento* 54,44  <,0001
Racao 1,26 4,55 3,09 43,08 15,45
Caseiro 0,27 0,44 0,22 5,52 1,00
Misto 0,63 2,14 1,56 13,79 7,01
Classificacédo” 7,28 0,8386
Standard 0,32 0,89 0,60 7,12 3,44
Nao sabem 0,34 1,34 0,84 11,96 4,84
Premium 0,84 2,86 1,94 23,89 9,01
Super premium 0,55 2,13 1,63 18,48 6,96

*4111 tutores. *3805 tutores. P valor significativo (P<0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Do total, 58,87% dos cées eram fémeas e destas 40,67% eram castradas. Ja
0s machos representaram 41,13%, sendo 22,35% castrados. Mais de 56% do total de
castrados se encontram no Sudeste e Sul. Ndo encontramos nenhum estudo com o
objetivo de estimar o nimero de caes castrados no Brasil, apenas um antigo relatorio
de pesquisa desenvolvido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
gue trabalhou com uma amostra regional (IBGE, 2007). Nossos resultados podem ter
sofrido um viés de resposta, pois a forma de coleta de dados pode ter selecionado
pessoas que possuem acesso a internet e consequentemente, mais informacoes.
Também pode haver maior conscientizacdo dos tutores em relacdo ao controle

populacional dos animais nos dias atuais. As fémeas tém maior representatividade na
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castracdo, uma cirurgia eletiva, por apresentarem estros com corrimento
serossanguinolento e modificagbes comportamentais, problemas de saude
reprodutiva mais complexos que os machos e o destino dos filhotes, que se tornam
uma responsabilidade para o tutor (Houlihan, 2017).

Sobre o tipo de alimentagédo fornecida aos cées, grande parte dos tutores
(67,43%) disseram fornecer apenas o alimento completo extrusado aos animais, ou
seja a racao; 7,44% dos tutores eram adeptos a alimentacdo caseira e 25,13%
alimentam os cédes de forma mista. Em todas as regifes estudadas, a racdo sem
misturas € o tipo de alimentacdo predominante. Considerando os 3805 respondentes
gue ofereciam somente racdo ou alimentacéo mista, 19,32% declararam n&o saber a
classificacdo da racdo que esta diretamente ligada a qualidade do produto (se era
standard, premium ou super premium); 12,38% mencionaram que a racao era
standard; 38,55% ofereciam racao premium e 29,75% dos tutores afirmaram que a
racdo era super premium.

Com esses dados, podemos observar que os donos de caes buscam se
informar sobre o alimento oferecido aos seus animais. O consumo de alimentos para
cdes e gatos cresceu acentuadamente nos ultimos anos, tanto pela facilidade de
oferta ao animal, quanto pela preocupacéo das pessoas, que optam por oferecer um
alimento nutricionalmente completo, balanceado e diferenciado, a fim de garantir que
seus animais tenham uma vida longa e de qualidade, além dos tutores serem cada
vez mais exigentes e influenciados pela humanizacéo, espelhando suas preferéncias
nos animais (Baquero et al., 2018).

A classificacdo da racdo esteve relacionada (P<0,05) com o tipo de

embalagem, o manejo alimentar e a frequéncia de uso de petiscos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Frequéncias relativas (%) e relacdo das variaveis referentes a qualidade
do alimento extrusado com o manejo nutricional aplicado pelos tutores

dos cées.
Categorias Classificacdo X2 P valor
N&ao Standard  Premium Super
sabem premium
Aquisigao do alimento extrusado® 208,64  <,0001
Granel 491 2,00 4,42 1,00
Embalagem lacrada 14,40 10,38 34,14 28,75
Arragoamento” 168,34  <,0001
Recomendacéao 4,15 2,94 10,88 13,77
A vontade 15,16 9,43 27,67 15,98
Frequéncia de petiscos industrializados” 55,54 <,0001
Nunca 6,25 4,49 10,41 7,20
Quinzenal 4,26 2,84 9,07 5,62
Semanal 3,94 2,34 9,80 8,07
Diario 4,86 2,71 9,28 8,86

*3805 tutores. P valor significativo (P<0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Ainda em relacdo aos 3805 tutores que ofertam racdo, a maioria (87,67%)
compra o alimento extrusado sempre com a embalagem lacrada e 12,33% declararam
gue compram racgao a granel. Observa-se que a propor¢ao de tutores que compram a
granel diminui quando o produto é de melhor qualidade. A compra fracionada muitas
vezes € a alternativa para tutores com dificuldades financeiras e a falta de instrucéo
ou de conhecimento sobre nutricdo afeta os consumidores, que ndo sabem que ao
adquirir alimentos a granel, além da perda de qualidade devido a oxidacfes, ha maior
risco de contaminacdes por bactérias e fungos, perda de informagcdes importantes
como lote e validade do produto, além da possibilidade do alimento extrusado ser
falsificado (Cappelli et al., 2016). Ter em maos a embalagem do produto permite
conferir detalhes importantes como a composicao, valor nutricional, instrugdes para
transicdo alimentar e forma de arragoamento, além de meios que permitem a
rastreabilidade da ragéo e segurancga alimentar (Cappelli et al., 2016).

Quase dois tercos dos tutores (68,25%) revelaram que fornecem a ragédo a
vontade, seja observando se o céo € glutdo ou de pouco apetite ou quando veem o
comedouro vazio; 31,75% disseram que seguem as recomendacdes da embalagem.
O arragoamento ad libitum se traduz na falta de controle da quantidade de alimento
gue o animal ingere por dia, elevando as chances de tornar o cdo obeso, como citado
no estudo de Heuberger et al. (2016) que avaliaram 214 cades de tutores do meio-

oeste rural estadunidense e observaram que a dieta ad libitum estava
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significativamente associada ao sobrepeso ou obesidade nos cées. Estudos indicam
que o fornecimento de alimento acima do necessério esta relacionado com o nivel
socioecondémico do tutor, sendo que pessoas com rendas mais baixas ou menor grau
educacional s8o comumente tutores acima do peso com caes também acima do peso
(Courcier et al., 2010). Estas informacdes servem de alerta para o Brasil, pois ha 60%
da populagcdo com mais de 18 anos com sobrepeso (Governo do Brasil, 2020).
Segundo Suarez et al. (2012) os tutores que estdo acima do peso se atentam mais a
precos, promocdes, ao contrario dos tutores com peso normal, que se baseiam pela
qualidade dos alimentos. Ainda, pessoas que tem caes castrados necessitam
controlar cuidadosamente a nutricdo dos seus animais, jA que a castracdo predispde
a obesidade, devido a alteracdes hormonais e metabdlicas, fazendo com que os
animais diminuam o comportamento exploratério e aumentem o apetite (Houlihan,
2017). Nao s6 o consumo de nutrientes € extrapolado, predispondo a obesidade,
como também o consumo de aditivos, como o0s corantes artificiais, que podem
comprometer a saude (Stevens et al., 2015). Além disso, a qualidade da ra¢do no
comedouro € afetada ao ser exposta ao ambiente por muito tempo devido a altas
temperaturas, umidade, incidéncia solar, insetos, fungos, etc. (Cappelli et al., 2016).

Ainda referente a alimentos industrializados para animais de companhia,
28,36% dos tutores nunca fornecem petiscos para o céo; outros 21,79% oferecem
esporadicamente, a cada quinze dias. A opcao de fornecer petisco uma a trés vezes
na semana (semanal) apareceu entre 24,15% e 25,70% d&o petiscos de cinco a sete
dias na semana (diario), ou seja, metade dos respondentes fornecem petiscos com
alta frequéncia aos seus cdes. Muitos proprietarios superestimam a quantidade de
alimento seco que os caes devem ingerir, assim 0s animais tendem a apresentar
sobrepeso ou obesidade, situagao verificada no estudo de Yam et al. (2017), na qual
38% de 174 caes da Gra-Bretanha estavam com o peso acima do recomendado, e a
provavel razao € o fornecimento diario de petiscos, guloseimas e restos de alimentos
humanos. Atrelado a isso, existe a possibilidade da ingestdo dos produtos coloridos
artificialmente (racdo mais petiscos), extrapolarem o limite de ingestdo recomendada
de cada corante, similar ao que acontece com crian¢as que ingerem altas dosagens
de corantes artificiais ao consumir cereais, doces e produtos lacteos diariamente
(Stevens et al., 2015).
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3.1.2. Percepcéo geral dos corantes e efeitos na saude

Para analisar associacdes entre as questdes que envolviam corantes artificiais,
foi realizada a ACM, que gerou duas dimensdes principais e juntas explicam 27,95%
da variancia total dos dados. A primeira dimenséo foi responsavel por 15,83% da
inércia (autovalor: 0,29) e a segunda por 12,11% (autovalor: 0,22).

Entre os 4111 tutores que fornecem racédo para alimentar os cées, quase a
metade (49,72%) disseram preferir as marrons e 41,86% mencionaram que ao
comprar o alimento séo indiferentes a cor. A preferéncia pelas cores vermelha e verde
somadas (coloridas) foi de apenas 0,97% dos respondentes. Foi observado grupos de
correspondéncias (P<0,05) entre os tutores que sao indiferentes (D1) a coloracdo do
alimento extrusado com os que optam pela racdo standard (Q1) ou ndo souberam
informar a classificacdo da qualidade da racéo (Q2), representados pelos pontos em
azul céu na Figura 2. Os tutores que preferem alimento colorido (D3) também estao
relacionados aos que ndo souberam informar a classificacdo da racédo (Q2), em azul
escuro. Ja os que preferem a coloracdo marrom (D2), apresentam associacdes
significativas (P<0,05) com os que fornecem racao de qualidade premium (Q3) ou
super premium (Q4), sinalizados em azul claro.

De forma geral, a preferéncia dos consumidores muda de acordo com cada
pais e habitos culturais, por exemplo, tailandeses apresentam interesse por racdes
amarelas e com formato de 0sso0s, ja tutores estadunidenses gostam de racfes com
cores e formatos diferenciados (Di Donfrancesco et al., 2014; Koppel et al., 2018).
Baquero et al. (2018) em seu estudo com consumidores poloneses afirmou que a cor,
a forma e o tamanho dos kibbles foram as principais caracteristicas de aceitacéo do
produto pelo consumidor, sendo que este tem preferéncia por racées de cores marrom
dourado a marrom médio, mas desprezam as marrons de tonalidade muito escura ou
claras. Além disso, a cor vermelha pode ser percebida como um alimento falso, e ao
mesmo tempo que € atrativa aos olhos, também passa a mensagem de cautela ou
alerta. Os resultados deste trabalho mostram que cores mais chamativas parecem ser
a base para escolha do alimento completo para cdes, quando a pessoa nao tem

conhecimento sobre a qualidade do produto.
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Ao serem questionados sobre a compra de uma ragdo com ou sem corantes
artificiais, porém de mesmo preco, a grande maioria dos respondentes (93,99% dos
4111 respondentes) optaram pela racdo sem corantes. Do total, 5,35% disseram nao
ter preferéncia e apenas 0,66% escolheriam racdes coloridas artificialmente. Houve
grupos de correspondéncias (P<0,05) para as pessoas que comprariam racdes
coloridas artificialmente por opcéo (V1) com tutores que ndo souberam identificar a
qualidade do alimento extrusado (Q2) e se relacionam com os que ja escolhem
rotineiramente racdes coloridas (D3), apresentados em pontos de cor rosa na Figura
2. Ja os tutores que optariam pela racdo sem corante (V2), como esperado,
apresentam associa¢des com 0s que ja escolhem alimentos de cor marrom (D2) em
lilds (P<0,05). Os que se abstiveram da escolha (V3) apresentam associacdo com 0s
tutores que fornecem racéo standard (Q1) ou ndo souberam informar a qualidade do
produto (Q2) com os que sé&o rotineiramente indiferentes a cor no momento da compra
da racéo (D1), marcados em roxo.

A aparéncia influencia a intencdo de compra pelos tutores quando o produto &
novo no mercado, mas o nivel de conhecimento e os ideais dos diferentes grupos de
consumidores também influencia no momento da escolha. Quando a marca ou
embalagem do produto é retirada, as caracteristicas visuais atraentes sdo associadas
a precos mais altos e, consequentemente, dao a ideia de melhor qualidade da racao,
mesmo que esta ndo apresente a melhor qualidade e a cor é o primeiro parametro
considerado pelos consumidores menos informados na sele¢cdo e compra de produtos
(Di Donfrancesco et al., 2014, Martins et al., 2016).
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Figura 2 — Mapa perceptual da relacdo entre a classificagdo do alimento extrusado com a
preferéncia de cores dos kibbles e a escolha de produtos com ou sem corantes.
Cores iguais indicam correspondéncia. Classes: Q1 standard, Q2 nédo sabe, Q3
premium, Q4 super premium; cor dos kibbles: D1 sem preferéncia, D2 marrom, D3
colorida; escolha de alimento extrusado completo de mesmo prec¢o: V1 com corante, V2
sem corante, V3 tanto faz.

Boa parte dos tutores (85,14%) acreditam gue 0S seus caes nao se importam
com a cor do alimento e somente 14,86% dos tutores acham que 0s animais se
importam. Entre os que acham que a cor € importante para o cédo (C2), foi observado
grupos de correspondéncias (P<0,05) com aqueles que ndao souberam informar a
qualidade do alimento (Q2), preferem racdes coloridas (D3), optariam por racdo com
corantes (V1) ou seriam indiferentes a cor (V3) ao serem indagados pela preferéncia
de compra de racdes com o mesmo preco, apresentados em verde na Figura 3.

De acordo com Di Donfrancesco et al. (2014), quando os tutores se sentem
atraidos pela aparéncia e cor do produto, eles também acham que seu céo ira gostar.
Isso estd atrelado & humanizacdo dos cées e marketing das empresas que atribuem
qualidades humanas aos cées e transferem as preferéncias do humano para o cao
(Tesfom e Birch, 2010; Dodd, 2019). A cor contribui para criar expectativas afetivas e
ha uma tendéncia mundial em achar que cores especificas ou intensas estao
relacionadas a determinados sabores por questdes psicofisicas, como a analogia de
racao vermelha e carne, por exemplo. Produtos com cores diversas estimulam o maior
compra ou consumo do alimento, enquanto produtos com uma unica cor padrao

promovem a sensacao de saciedade ou tédio sensorial em humanos (Spence, 2015).
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Sobre mudancgas nos padrdes de coloracéo do alimento extrusado, 62,10% dos
tutores nunca adquiriram um alimento com cores diferentes do que costumam
comprar, porém 37,90% disseram ja ter comprado rac6es com coloracao alterada. Os
tutores que nunca observaram alteracdes na coloracao do produto (F1) apresentaram
correspondéncias (P<0,05) com os tutores sem preferéncia de cor da racao (D1),
representados na cor salméo na Figura 3. J& os que adquiriram ragdo com alteracdes
na coloracédo (F2), tem respostas associadas com os tutores que preferem alimentos
de cor marrom (D2) e com os que afirmam que os cées se importam com a cor do
alimento (C2), demarcados em laranja.

Na nossa pesquisa, ndo encontramos trabalhos sobre erros de aplicacao de
corantes em ragdes e petiscos, ou alteracdes na coloracdo que podem ocorrer devido
a troca de ingredientes de base. Em um estudo de Prado e Godoy (2007), que
avaliaram diversos alimentos para consumo humano no Brasil, como balas e cereais,
observaram que dentre as trés marcas de cereais matinais, todas estavam
inadequadas e tinham os limites de corante extrapolados até duas vezes mais que 0

recomendado pela legislacéo.
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Figura 3 — Relacéo entre a opinido dos tutores sobre o impacto das cores para o cao e alteracdes
na coloracéo do alimento.
Cores iguais indicam correspondéncia. Classificacdo: Q2 ndo sabem; cor dos kibbles:
D1 sem preferéncia, D2 marrom, D3 colorida; escolha de alimento de mesmo preco: V1
com corante; V3 tanto faz; alteracdo na coloracdo: F1 ndo observou, F2 observou; cor
importa para o cdo: C2 sim.
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Quase a totalidade dos tutores (96,52%) acreditam que corantes artificiais
fazem mal a salude e apenas uma pequena parcela (3,48%) acha que o aditivo ndo
causa problemas. Houve correspondéncias significativas (P<0,05) entre os que
acham gue o corante ndo causa problemas (M1) com os que nao tem preferéncia de
cor do extrusado (D1) ou optam pelos coloridos (D3), se abstiveram da resposta (V3)
ou comprariam rag0es coloridas (V1) ao serem questionados sobre preferéncia de
compra entre o alimento com ou sem corante de mesmo preco; e também com o grupo
gue nunca observou alteracbes na saude dos cédes, ap0s o0 consumo de corantes
artificias (S1), representados na Figura 4 pelos pontos na cor ouro.

E notavel o questionamento da sociedade quando se aborda o uso de
substancias sintéticas e seus efeitos sobre o organismo. De forma geral, muitos
consumidores atuais ndo se interessam apenas pela aparéncia, cheiro ou atratividade
do alimento, mas se preocupam se estes impactam a saude, qualidade de vida e
longevidade do animal, além de procurar informacdes sobre a nutricdo dos cdes em
sites especificos e redes sociais (Martins et al., 2016).

Foi perguntado aos tutores de cées se alguma vez notaram alteracfes na
salde de seus animais ap0s o consumo de alimentos com corantes e 65,14%
disseram nunca ter observado nada anormal, porém 34,86% dos tutores notaram
alteracbes. Dentre elas estdo vomitos e diarreias (18,20%), alergias (8,05%),
mudancas comportamentais (0,90%) ou todas essas alteracées juntas (7,71%). E
valido esclarecer que nesta pesquisa nao foi realizado nenhum diagnaéstico clinico que
comprovasse a relacdo de causa e efeito, sendo as respostas baseadas apenas na
suposicdo e opinido dos respondentes. Na ACM, foi possivel observar grupos de
correspondéncias (P<0,05) entre os tutores que disseram nunca ter observado nada
anormal apds o consumo de corantes pelos caes (S1) com tutores que alimentam os
cées com ragOes standard (Q1), séo indiferentes a cor do alimento (D1), se mostraram
omissos ho momento da compra em relacéo a racdo com ou sem corantes (V3) e com
0 grupo que nunca observou alteragdes na coloragéo da racao (F1), mostrados em
vermelho na Figura 4. Outra associacgéo foi encontrada (P<0,05) entre o grupo que diz
ter notado alteracdes na saude (S2) com aqueles que oferecem alimentacao caseira

(Q5), escolhem racdes de coloracdo marrom (D2), acreditam que 0s caes se importam
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com a cor do alimento (C2) e com os que relataram ter adquirido produtos com
coloracéo alterada (F2), representados pelos pontos amarelos.

Segundo Baquero et al. (2018), algumas caracteristicas visuais do alimento
extrusado como kibbles de dnica cor, tonalidades marrons, formatos tradicionais e
tamanho médio estéo relacionadas as crencas positivas, como possuir ingredientes
naturais, ter todos os nutrientes necessarios, apresentar abundancia de ingredientes
e fazer bem a saude do cdo. O mesmo acontece com as crencas negativas, na qual
alimentos de muito contraste de cores estdo associadas a comida falsa, alimentos
artificiais e que pode provocar problemas como asfixia e dermatites, ou seja, reagdes
alérgicas.
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w
vi 25
2.0
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D1 F1 D4 10
c2
Q1 = 5 0,5
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0,0
M2 . N ’
Q3 9 e Dimens&o 2 05
Q4 V2 12,11%
b2 F2 S2 -1,0
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1,5 -0,5 0,5 1,5 25 3,5

Figura 4 — Associacdes sobre a posicdo dos tutores em relacdo aos efeitos na saude e alteragcées nos
cées devido aos corantes.
Cores iguais indicam correspondéncia. Classificacdo: Q1 standard, Q5 alimentacdo
caseira; cor dos kiblles: D1 sem preferéncia, D2 marrom, D3 colorida; escolha de
alimento de mesmo preco: V1 com corante, V3 tanto faz; altera¢é@o na coloragdo: F1 néo
observou, F2 observou; cor importa para o cdo: C2 sim; Corante faz mal a satude: M1
nao; AlteracBes apds o consumo de corantes: S1 ndo, S2 sim.

3.1.3. Ranking das marcas mais consumidas no Brasil

Do total de tutores participantes, 3441 aceitaram responder sobre a empresa e
as linhas de racdes oferecidas aos caes. Por meio do proprio questionario foi possivel

fazer um levantamento dos alimentos mais consumidos no mercado brasileiro com
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corantes artificiais em sua composicao e detalhar quais 0s corantes mais comumente
utilizados nas formulagdes. Os alimentos foram classificados de acordo com
especificacdes de qualidade descritas nas embalagens. A partir dos dados foi possivel
fazer uma listagem das dez marcas mais comercializadas de alimento completo, seco
e balanceado, que estdo descritas na Tabela 3. Entre as marcas se encontram

produtos de qualidade premium, premium especial ou high premium e super premium.

Tabela 3 — Marcas de alimento completo extrusado para caes mais consumidas no

Brasil.
Posicdo / Consumidores Empresa/ Marca
1°/639 PremierPet/ Golden
2° /396 Royal Canin / *
3°/345 PremierPet / *
4° /199 Mars / Pedigree
5°/198 Special Dog / *
6°/128 PremierPet / PremieR
7°/115 Nestlé Purina / Dog Chow
8°/112 Adimax / Magnus
9°/104 Hills / *
10°/75 Affinity / Gran Plus

* Ndo especificada.

Foram citadas 167 marcas de racfes no questionario e nao foram encontradas
a composicao de 16 racdes que ndo constavam no catalogo ou site das empresas. No
total, 47 marcas apresentaram corantes artificiais nas formulacdes, sendo que em
cinco marcas (VB Alimentos-Fino Trato, Kowalsky-Pop Dog, Hercosul-Apolo, VB
Alimentos-Dog Fit e Fort Brain-linha ndo especificada), ndo foi possivel encontrar os
corantes especificados nos ingredientes. Dentre as ragdes coloridas artificialmente,
quatro estdo no ranking (Pedigree, Special Dog, Dog Chow e Magnus). No geral, as
47 marcas de ragOes coloridas foram classificadas com base nas informagdes dos
préprios produtos como premium especial com 4 linhas, 29 premium e 18 como
standard, considerando que algumas empresas produzem a mesma marca com
diversas linhas de qualidade, assim foram contabilizadas mais de uma vez.

Dos 2738 tutores que fornecem petiscos, 1527 informaram a marca. Os dez

petiscos mais consumidos estdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4 — Marcas de petiscos industrializados para cdes mais consumidas no

Brasil.

Posicao / Consumidores

Empresa/ Marca/Linha

1°/ 484
2° /147
3°/131
4° /82
4°/82
5°/64
6°/49
7°/48
8°/31
9°/30
100/ 29

Mars / Pedigree / *

Mars / Pedigree / Biscrok
Keldog / Kelco

Nestlé Purina / Doguitos
PremierPet / *

Nestlé Purina / Dog Chow
Nestlé Purina / *
PremierPet / Golden
Adimax / Magnus

Mars / Pedigree / Dentastix
PremierPet / Cookies

* Nao especificada.
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No total foram citadas 90 marcas de petiscos, entre as quais 11 n&o foram

encontradas a composicao e 33 continham corantes artificiais nas formulacées, porém

16 marcas nao declararam quais o0s corantes utilizados. Entre o0s petiscos que utilizam

corantes, 7 marcas estdo no ranking (Biscrok, o Keldog, Doguitos, Dog Chow e

Magnus e alguns produtos da Pedigree e da Nestlé Purina).

Com base nos produtos citados pelos consumidores, foi elaborada uma

listagem com os corantes mais utilizados nas racdes e petiscos para caes (Tabela 5).

Tabela 5 — Corantes artificiais mais utilizados em pet foods brasileiros.

RacOes* Petiscos*
Produtos Corante Produtos Corante
32 Amarelo tartrazina 10 Vermelho allura
28 Amarelo crepusculo Amarelo tartrazina

15
14
14
12
7

8
Vermelho Bordeaux 7
Vermelho allura 4
Azul indigotina 3
Vermelho ponceau 2
Azul brilhante 2

Amarelo crepusculo
Azul indigotina
Vermelho Bordeaux

Vermelho ponceau, azul brilhante

Laranja e verde musgo

*Em menor representatividade encontramos ainda verde, verde folha, verde musgo, verde 3, marrom

ht e laranja.
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3.2. Respostas das empresas

3.2.1. Perfil das empresas

Das empresas contatadas, apenas 34 responderam ao questionario. Os
funcionarios responsaveis pelas empresas que concordaram em responder ao
questionario desempenham diferentes cargos entre eles analistas, consultores
técnicos, diretores, coordenadores, formuladores, gerentes, nutricionistas, gestores
de qualidade, proprietarios, responsaveis técnicos, sbécios administradores,
supervisores e zootecnistas.

As empresas da regido Sudeste foram as mais participativas, com 50% de
respostas, seguida pela regido Sul com 44,12%, ja as regides Centro-oeste e
Nordeste tiveram participacdo de apenas 2,94% cada. Mesmo com a garantia do
anonimato e perguntas pouco invasivas, foi observada a resisténcia do setor em
colaborar com a pesquisa, 5 empresas se recusaram a participar, justificando que
seus dados sao estratégicos e privados, assim nao tendo permisséo para divulga-los
e as demais ndo deram retorno.

A consolidacdo dos segmentos basicos e estratégicos, como metallrgico,
quimico e alimenticio na regido Sudeste foi motivada e favorecida por questdes
histérico-politicas e grandes investimentos econémicos, que se iniciaram ainda na
metade da década de 70. Devido ao desenvolvimento gerado pelas industrias, oferta
de emprego e tecnologia, encontramos alta densidade populacional e obviamente de
cdes e gatos nessa regiao, que por sua vez da suporte e permite a expansao do setor

alimenticio para os animais de companhia (De Araujo, 1999; IBGE, 2020).

3.2.2. Informacgdes técnicas de producéo

Considerando as 34 empresas participantes, 16 mencionaram gque produzem
alimentos com corantes artificiais, sendo que 6 destas empresas fabricam mais da
metade de seus produtos com este aditivo. Sobre a qualidade das linhas produzidas
com corantes, grande parte é standard (81,25%); 75% fabricam alimentos premium e
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56,25% das empresas trabalham com produtos de linhas econémicas, considerando
que as empresas podem trabalhar com mais de uma linha de qualidade.
Com base nas respostas das empresas, 0s corantes mais utilizados nas

formulacdes estdo na Tabela 6.

Tabela 6 — Corantes mais utilizados pelas empresas de alimentos para cdes no Brasil.

% de uso Corante
93,75 Amarelo crepusculo
87,50 Amarelo tartrazina
62,50 Vermelho allura
56,25 Vermelho ponceau
50,00 Marrom HT
31,25 Vermelho Bordeaux
25,00 Azul indigotina
18,75 Azul brilhante
18,75 Verde solido
6,25 Amarelo quinoleina

Nesta pesquisa, 0 pre¢co dos corantes apresentou grande variagdo, com valor
minimo de R$12,00/kg até R$176,00/kg, porém os pre¢cos mais mencionados ficaram
entre R$45,00 e R$58,22/kg. Por isso 0s proprios representantes tiveram respostas
pouco conclusivas sobre o impacto que o preco do aditivo tem no valor final do
alimento, ja que 38,24% dos respondentes acreditam que o corante é um ingrediente
caro; 23,53% acham que os corantes nao sao caros e 38,24% nao souberam informar.

Tais valores contrastantes estdo ligados a qualidade do corante que sera
escolhido de acordo com a qualidade da racdo e ao pais de exportacdo. O Brasil,
apesar de produzir corantes, ndo é autossuficiente e por isso importa corantes
sintéticos e lacas (Zanoni e Yamanaka, 2016), principalmente da india, maior
exportador desse tipo de material e também dos Estados Unidos. O valor de
importacao é em torno de US$7,40 ou R$39,73 o quilograma (COMEX, 2020).

No questionario, uma das perguntas estava relacionada a quantidade, em
gramas de corante por tonelada de racéo, que é habitualmente usada nas formulacdes
de cada empresa. Os valores citados vao desde 100g/ton até 4.000g/ton, com

quantidades muito variadas, sendo em média 700g/ton.
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N&o ha limites definidos ou restricdes para inclusdo de corantes artificiais na
alimentacdo animal (MAPA, 2015). A legislacédo vigente e manuais de formulacao
apresentam apenas recomendacoes de uso do aditivo em alimentos processados a
base de cereais em torno de 0,019 para cada 100g de produto acabado, o que também
€ recomendado para producdo de pet food (Compéndio Brasileiro de Alimentacéo
Animal, 2013; CNS, 1988). Porém, os corantes permitidos e a quantidade limite
desses aditivos sdo contraditorios, pois a Resolucéo da Diretoria Colegiada n° 60, de
05 de setembro de 2007 (ANVISA, 2007) regulamenta o uso de aditivos e limites
mMAaximos para cereais e produtos a base de cereais, sendo permitido apenas 0 uso
do vermelho 40, azul brilhante e amarelo crepusculo em dose de 0,02g/100g de
produto acabado para humanos (ANVISA, 2007). De certa forma, os alimentos para
animais de companhia poderiam se enquadrar nessa legislacdo também. Mas, de fato,
nossa pesquisa mostra que em meédia as quantidades de corante aplicados nos
alimentos para caes estdo acima das recomendacdes de uso da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2007), pois ao invés 0,01%, estdo com 0,07% de
aplicacao.

Por isso, perguntou-se as 16 empresas que utilizam corantes artificiais, se elas
realizam algum teste ou andlise para conferir a quantidade do aditivo no produto final
e a maioria (87,50%) responderam ndo, afirmando que o calculo do corante ja esta
vinculado a férmula do pet food; somente 12,50% responderam sim.

Na legislacdo brasileira existem apenas recomendacdes de uso de corantes
artificiais (CNS, 1988) e como nao ha valores limites, ndo € comum a realizacdo de
testes para verificar as dosagens. As empresas néo foram questionadas sobre quais
métodos utilizam para quantificar os corantes, mas geralmente € utilizada a
eletroforese capilar, mais simples e versétil; a cromatografia ibnica menos demorada
e aplicavel a misturas complexas ou cromatografia liquida de alta eficiéncia, capaz de
detectar com seletividade as baixas concentracdes de corantes na amostra (Prado e
Godoy, 2003 e 2007; Matrtins et al., 2016).
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3.2.3. Posicionamento da industria sobre o uso de corantes artificiais

Sobre a reducéo de corantes nos produtos, 18,75% das empresas disseram
gue nao ha intencdo em deixar de utilizar o aditivo, pois os produtos ja tém um padréo
visual e modifica-los pode gerar a rejeicdo pelos clientes, além de alguns
consumidores ainda fazerem analogias da cor da ragdo com a composicao,
principalmente para alimentos com vegetais. A maioria dos respondentes (81,25%)
sdo favoraveis a reducdo de corantes no alimento extrusado, justificando seu
posicionamento de diversas formas: alguns citam que ha forte apelo de marketing e
pressdo dos consumidores por alimentos mais saudaveis; outros mencionam o risco
de contaminacdo por metais pesados quando sdo empregados corantes na
formulacéo; pelo simples motivo de que os corantes ndo trazem beneficios para o
animal, além de elevar custos na empresa por ser um ingrediente muitas vezes caro
e outros citam que o tempo operacional pode ser menor e a producgéao facilitada ao
evitar o uso de corantes no processo de fabricacao.

O marketing por meio do apelo visual das cores, umas das estratégias mais
utilizadas pela industria, se justifica por ser um fator de impacto na compra de um
produto (Spence, 2015). Porém muitos consumidores diminuiram a compra de
alimentos com corantes artificiais devido a preocupacdo associada aos riscos,
contaminacdo e efeitos colaterais, preferindo por exemplo, 0s corantes naturais por
trazerem alguns beneficios a saude. A sociedade, hoje mais critica e bem informada,
ndo se deslumbra apenas com o visual ou requisitos organolépticos e exige das
industrias produtos “limpos”, naturais e saudaveis (Andrade et al., 2013; Carocho et
al., 2014; Martins et al., 2016). Para garantir a demanda de mercado, as empresas
se moldam ao novo cenério, renovam formulagdes, produtos e estratégias de vendas,
por isso vé-se uma grande parte das empresas entrevistadas com a intencédo de
mudancas.

As empresas mencionaram algumas vantagens e desvantagens sobre o0 uso
de corantes artificiais, porém do total, 11,76% das empresas ndo souberam opinar
sobre os proés e contras do aditivo. Mais da metade das empresas (58,82%) acredita
gue ha vantagens, principalmente de marketing, ja gue os consumidores muitas vezes

compram pela aparéncia do produto para agradar a si mesmos. Segundo 0s
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respondentes, ragcdes com farindceos e carne mecanicamente separada deixam o
produto com uma coloragdo parda, que ndo condiz com a cor da matéria prima, assim
recebem corantes para melhorar o acabamento do kibble, padronizar aspectos fisicos
ou para se assemelharem ao ingrediente in natura, principalmente vegetais. Porém
29,41% das empresas afirmam que ndo ha nenhuma vantagem, pois isso € um habito
cultural do passado, e em geral os consumidores atuais S&0 mais conscientes e
exigentes.

Especificamente sobre as desvantagens, 85,29% das empresas acreditam que
0s corantes ndo devem ser usados, por ndao apresentarem nenhuma funcionalidade
para os caes e existem contradicdes no meio cientifico relacionados a possibilidade
de causar ou nao efeitos colaterais no organismo. Também ha rejeicdo de
consumidores mais conscientes que buscam algo mais natural, além de muitos
julgarem que racdes coloridas tem baixa qualidade. Os respondentes citam que a
urina e fezes de caes que consomem ragdes vermelhas muitas vezes séo confundidas
com sangue, causando panico nos tutores o que pode comprometer a imagem da
empresa perante o mercado. Outras desvantagens mencionadas sao o alto custo do
aditivo, estrutura ou espaco extra para armazenamento, dificuldade produtiva, ja que
qualquer erro na dosagem traz grandes alteraces na aparéncia fisica e, ligado a isso,
existe o risco de sabotagem interna. Apenas 2,94% das empresas creem que nao
existe desvantagens, e argumentaram dizendo que 0s consumidores que compram
racdes com corantes geralmente ndo sabem o motivo do uso e nem sobre 0s possiveis
maleficios, por isso, estados com IDH menor e as classes C e D ainda preferem racfes
coloridas.

Mesmo que existam vantagens de se aplicar corantes nos alimentos, como a
melhoria do acabamento do extrusado para aumentar a comercializagéo, principal
ponto que ainda cativa as industrias (Yamjala et al. 2016), isso ndo é suficiente para
manter o uso desse aditivo. Em pleno século 21, gracas a facilidade e rapidez para se
obter informagbes, ocorreram mudancas no comportamento de compra dos
consumidores, principalmente das geracdes Y e Z, que s&o mais cautelosas e
exigentes em relagdo aos esclarecimentos por parte da industria sobre os aditivos
alimentares (Budac, 2015). Como ha preocupacdo com a alimentacao e discordancia

sobre o efeito dos aditivos na saude, as pessoas preferem evita-los, o que faz a
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industria considerar as desvantagens do uso de corantes artificiais (Carocho et al.,
2014; Coultate e Blackburn, 2018).

O ponto mais impactante em relacdo a dualidade do consumo de corantes
artificiais € o comprometimento da saude. Quase a metade dos respondentes
(47,06%) acredita que os corantes podem afetar mesmo o0s animais saudaveis;
26,47% acham que os corantes s6 comprometem a salude se o cdo ja estiver
debilitado por outros problemas; 14,71% disseram que corantes podem afetar a saude
somente em altas dosagens; 8,82% ndo souberam informar e apenas 2,94%
acreditam que corantes nao fazem mal ao organismo.

O setor industrial tem acesso as pesquisas cientificas sobre aditivos,
ingredientes, prés e contras para a saude citados em diversos artigos (Demirkol et al.,
2012; Doguc et al., 2015 e Feketea e Tsabouri, 2017). Além disso, a ideia de produto
artificial, sintético e as crencas negativas que os corantes artificias passaram a ter na
sociedade, também sdo percebidos pela industria (Baquero et al., 2018). De forma
geral, diversos fatores estdo contribuindo para a diminui¢cdo gradativa dos corantes
artificiais em alimentos para animais de companhia, seja por premissas cientificas,

pressao dos consumidores ou questdes técnicas mencionadas pela propria industria.

4. CONCLUSOES

No geral, boa parte dos tutores e empresas estdo evitando alimentos com
corantes artificiais. Os tutores ndo se deixam ater apenas pelo impacto visual das
cores da racao, ja que acreditam que esses aditivos trazem prejuizos a saude e por
isso preferem alimentos de coloragdo marrom. Por presséo dos consumidores, melhor
qualidade do extrusado e marketing, as empresas se mostraram dispostas a modificar
seus produtos para que tenham apelo mais natural e saudavel. Por outro lado, existem
consumidores que ainda optam por produtos coloridos e acreditam que 0s corantes
nao afetam a saude. Para atender esse mercado, parte das empresas continuam a

producao de alimentos extrusados com corantes artificias.
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CAPITULO 3 - Azo corante vermelho ponceau 4R: efeitos sobre o

comportamento e preferéncia alimentar de caes

RESUMO - Corantes séo utilizados para conferir ou restaurar a cor dos
alimentos, a fim de dar ao produto final um melhor acabamento visual. Ha4 décadas os
corantes artificiais sdo suspeitos de causar alteragcbes comportamentais em ratos e
humanos, mas ha poucos relatos sobre efeitos no comportamento e sobre a
preferéncia alimentar de caes. Portanto, o0 objetivo desde trabalho foi avaliar o efeito
do azo corante vermelho ponceau 4R sobre o comportamento de céaes, assim como a
preferéncia alimentar desta espécie em relagcdo ao aditivo. Para o experimento
comportamental, participaram da pesquisa 12 caes adultos da raca Beagle (machos
= 6, fémeas = 6, com 3 anos de idade e 12,20 kg de peso vivo em média). Os caes
foram alocados em trios nas baias, de forma que em cada baia tivesse os trés
tratamentos. Estabeleceram-se trés dietas com a mesma formulagéo, diferindo
apenas na dosagem do aditivo, sendo o tratamento controle com 0% de corante, 0 T1
com 0,05% e o0 T2 com 0,20% de corante. O periodo de adaptacédo durou 17 dias, no
qgual os animais receberam apenas a racdo controle. Durante 21 dias os cdes foram
alimentados com as dietas testes (n=4) e filmados sete horas por dia para as
avaliacbes comportamentais. Foram consideradas as categorias comportamentais
excitacdo, descansos (frequéncia e duracédo); interagir (frequéncia e duracgao);
sacudir, cocar, vocalizar, urinar, comportamentos indicativos de ansiedade,
comportamentos agonisticos e primeiro cdo a iniciar o comportamento agonistico.
Apds um més, repetiu-se o experimento por questdes de controle ambiental,
mantendo-se 0s cdes Nos mesmos tratamentos. Empregou-se o teste da cruz elevada
no inicio e fim da primeira bateria. Para o teste de preferéncia, participaram 20 cées
de racas multiplas, de ambos os sexos, com um a dois anos de idade e peso entre 3,5
kg até 40 kg. Os tratamentos foram organizados em trés desafios, cada qual com duas
dietas. Foi anotada qual dieta o cdo aproximou o focinho pela primeira vez, qual foi
ingerida primeiro, além do registro do consumo. Os resultados mostraram que o
tratamento com 0,20% do corante apresentou maior frequéncia (P<0,05) para o
comportamento cocar e o tratamento 0,05% mostrou aumento dos comportamentos
ansiosos e vocalizagbes. O teste da cruz elevada mostrou resultados significativos
(P<0,05) para o tratamento com 0,20% do aditivo, com menor nimero de entrada e
menor tempo de permanéncia em brago aberto, comportamento indicativo de
ansiedade. O teste de preferéncia apresentou maiores frequéncias de escolha pelos
cées para racdo sem corante, seguida do tratamento com 0,05% de corante para
primeira ingestdo e consumo (P<0,05). Conclui-se que o corante vermelho ponceau
4R altera o comportamento de cées, podendo comprometer de forma negativa o bem-
estar dos animais, além de ser menos apreciado pelos cées, ao ser adicionado ao
alimento extrusado.
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1. INTRODUCAO

Os corantes alimentares sédo aditivos sensoriais com a funcdo de atribuir
coloracdo especifica aos alimentos para melhorar a aparéncia do produto final,
transmitir ideias sobre a composicéo e sabor. Esse tipo de aditivo ndo tem o propdsito
de nutrir o organismo (NRC, 2006; Yamjala et al., 2016; ANVISA, 2018). De maneira
simplificada, os corantes séo classificados como natural, organico e artificial. Nessa
Gltima categoria estdo os azocorantes, amplamente utilizados nos mais diversos
setores da industria, inclusive para alimentacdo animal, pois apresentam uma gama
de cores intensas, resistentes ao calor e estaveis ao processamento, além do menor
custo, quando comparado aos naturais (Ahlstrom et al, 2005; Yamjala et al., 2016).

Os corantes utilizados em alimentos completo e petiscos tem a finalidade de
atrair a atencao dos tutores e estimular sensagdes e sentimentos, mas ndo em caes,
ja que as cores tém pouca influéncia na escolha dos alimentos para esta espécie e
acredita-se que os caes tém a visdo parecida com a de humanos dalténicos, que ndo
diferenciam o vermelho do verde (Bourgeois, 2004; Beaver, 2009). Diferente dos
humanos, no qual a visdo é um sentido dominante, o principal sentido dos caes é o
olfato, que permite a percepcao de varias caracteristicas relacionadas ao alimento,
como contaminantes, gordura oxidada e proteinas, sendo usado para a tomada da
deciséo sobre o que comer ou hdo comer (Houpt et al.,1978; Zanatta et al., 2016).

Apesar das vantagens industriais, 0s azocorantes sao responsaveis por causar
alteracdes bioquimicas no organismo, comprometendo a saude (Stevens et al., 2013;
Mohamed et al., 2015; Feketea e Tsabouri, 2017). Por exemplo, o vermelho ponceau
4R ou E 124, quimicamente conhecido como 2-hidroxi-1-(4-sulfonato-1-naftilazo)-
naftaleno-6,8-dissulfonato de trissodio, foi responsabilizado pela reducdo de
hemoglobina e hemacias em estudos em longo prazo, com altas dosagens em ratos
e suinos (Gaunt et al., 1967; Gaunt, et al., 1969); aumento da atividade pro6-
inflamatoria em culturas de células humanas em diferentes dosagens (Leo et al, 2018),
desenvolvimento de urticaria, bronco-constricdo e agravamento de dermatites
atopicas em criangcas em um curto experimento com baixas dosagens (Ibero et
al.,1982); susceptibilidade a histamina em criancas que receberam dosagens

consideradas normais em curto prazo (Stevenson et al., 2010); além de problemas
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comportamentais relacionados a perda da capacidade de localizacdo espacial e
movimentos coordenados, diminuicdo da motivagdo e ansiedade em estudos com
ratos que receberam altas dosagens de corante em longo prazo (Tanaka, 2006a;
Doguc et al., 2015).

As organizagfes especializadas em saude e alimentos buscam embasamento
cientifico para assegurar dosagens seguras, mas a extrapolacdo da ingestdo de
corantes foi observada em criancas, por consumirem num mesmo dia, muitos
alimentos coloridos artificialmente, levando a sintomas de hiperatividade, desatencao,
impulsividade entre outros (McCann et al., 2007; Stevens et al., 2015).

O E 124 tem seu uso proibido nos Estados Unidos, Canada, Japéo, Suécia,
Finlandia e Noruega, mas é amplamente utilizado pela indUstria de varios paises da
Unido Europeia, assim como no Brasil, que recomenda a dose diaria aceitavel (DDA)
de 4 mg/kg de peso corporal para humanos, de acordo com as limitagdes impostas
pela FAO e OMS (ANVISA, 1965; Konig, 2015; EFSA, 2018; FDA, 2018). No Brasil,
as recomendacOes de uso de corante para o pet food sédo em torno de 0,01g para
cada 100g de produto acabado (Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal, 2013;
CNS, 1988), mas é comum a utilizacdo de dosagens mais altas. Ao considerar a dose
de 0,05% de corante no produto, um cdo de 12 kg podera ingerir pelo menos 10 mg
de corante/kg de peso corporal, mais que o dobro da recomendacao para humanos.

Muitos tutores fornecem mais alimentos do que 0 necessario para a mantenca
de seus animais, além de excederem a quantidade de petiscos (Zanatta et al. 2016).
Se os alimentos fornecidos aos cées apresentarem corantes artificiais, existe a
possibilidade de extrapolacdo do consumo do aditivo. Outro ponto que deve ser
avaliado é o fato do alimento extrusado ser um alimento completo, logo o cdo comera
esse alimento todos os dias e os tutores podem manter o mesmo produto por anos,
contribuindo para a alta ingestdo de corantes de forma recorrente. Porém, ndo ha
estudos com cées sobre ingestdo ou preferéncias de corantes e possiveis alteracbes
na saude dessa espécie, apés o consumo regular deste aditivo.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do corante vermelho
ponceau 4R (E 124) sobre o comportamento de cées adultos, incluindo a avaliagao
das preferéncias desta espécie em relacdo ao alimento completo extrusado com o

corante em questéo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estudo comportamental

2.1.1. Aprovacéo do projeto

O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias (UNESP/FCAV) sob o protocolo numero 007955/18.

2.1.2. Local e animais

O estudo foi conduzido no Laboratério de Pesquisas em Nutricdo e Doencas
Nutricionais de Caes e Gatos Professor Doutor Flavio Prada, na UNESP/FCAV em
Jaboticabal/SP.

Todos os céaes utilizados no experimento nasceram no laboratério e eram
mantidos no local até os cinco anos de vida para estudos nutricionais e
comportamentais. Apés foram disponibilizados para adocdo responsavel.

Participaram da pesquisa doze cdes adultos sadios da raca Beagle, com
aproximadamente 3 anos de idade e peso de 12,20 + 1,35 kg. Os céaes eram de ambos
0S sexos, sendo seis fémeas castradas, todas irmas e seis machos inteiros, sendo
dois grupos composto por trés irmdos cada grupo. Os animais passavam
regularmente por checkup veterinario e estavam em boas condi¢cdes de saude, sendo

todos vacinados e desverminados.

2.1.3. Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e os animais
foram alocados em quatro baias, onde cada baia comportava trés cdes, que foram
agrupados levando-se em consideracao a afinidade entres os animais. Assim, havia
uma baia somente com fémeas, outra somente com machos, a terceira com duas

fémeas e um macho e por fim, a dltima, com dois machos e uma fémea. Os céaes
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foram divididos ao acaso entre os tratamentos e em cada baia havia um céo de cada
tratamento, mantido até o final do experimento. Em cada tratamento haviam quatro
cées que foram considerados as unidades experimentais (n=4).

O experimento ocorreu em duas baterias, ou seja, com repeticdo. Em cada
bateria os cées tiveram adaptacdo de 17 dias, em que todos consumiram a dieta
controle (sem corantes), a fim de estabilizar os parametros bioquimicos, se
habituarem aos cades companheiros de baia e a nova rotina de manejo. Ja o periodo
experimental teve duracéo de 21 dias, no qual os animais receberam as dietas testes.
Ao término da primeira bateria, os cdes se mantiveram nos mesmos trios e foram
alimentados com uma dieta comercial sem corantes artificiais durante um més. Apés,
iniciou-se a segunda bateria do experimento da mesma forma que a primeira bateria,
mantendo os cdes com seus respectivos tratamentos e mesmos trios de afinidade,
que foram trocados de baias. A realizacdo do estudo em duas etapas foi necessaria
para minimizar efeitos ambientais de dificil controle, como chuvas, calor, frio, etc., que
podem afetar o repertério comportamental dos animais.

Para o estudo foi utilizada uma racédo de formulacédo basal classificada como
premium. As racdes foram produzidas na Fabrica de Racdo da UNESP/FCAV. Foi
realizada a analise bromatoldégica da racdo pelo Laboratério de Alimentos e
Alimentagdo Animal (LANA) do Departamento de Zootecnia da UNESP de
Jaboticabal/SP. A energia bruta foi determinada em bomba calorimétrica IKA modelo
C 2000. Exceto a analise de energia bruta, todas as andlises laboratoriais (matéria
seca, proteina bruta, fibra bruta e cinzas) foram conduzidas em duplicata e o extrato
etéreo em hidrdélise acida em triplicata, a fim de se obter coeficiente de variagdo menor
que 5%, conforme as recomendacdes da AOAC (1995). A composicdo quimica da

racao e a listagem dos ingredientes utilizados estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Composicao quimica e basica das racfes experimentais.

Itens Controle* 0,05%* 0,20%*
Matéria seca 105°C (%) 92,08 93,42 93,29
Umidade (%) 8,11 7,55 6,93
Proteina bruta (%) 22,52 20,92 20,17
Extrato etéreo (%) 15,56 15,40 15,26
Fibra bruta (%) 3,84 3,41 3,82
Cinzas (%) 9,53 9,82 9,18
Energia bruta kcal/kg 4501 4252 4401

*Ingredientes do alimento basal: milho integral moido (50,16%), farinha de visceras de aves (20%),
farelo de soja 45% (13,12%), gordura de aves (9,12%), fibra de cana-de-agucar (3%); palatabilizante
liguido de figado de aves (2%); premix mineral e vitaminico (0,5%); sal comum (0,5%); cloreto de
potéssio (0,5%); fosfato bicélcico (0,39); cloreto de colina (0,28%), DL metionina (0,15%); calcério
(0,15%); antifangico Moldisap (0,10%); antioxidante Banox (0,04%).

Utilizou-se a mesma formulacdo basal para todos os tratamentos, apenas

diferindo nos niveis do corante, considerando que a racdo controle, também usada

para adaptacdo dos animais, ndo continha nenhum tipo de corante (natural ou

artificial) em sua composicéo, para evitar que os dados fossem mascarados.

Assim, foram estabelecidos trés tratamentos da seguinte forma:

controle > alimento extrusado, completo e balanceado produzido sem corantes;
T1 - alimento com 0,05% de corante vermelho ponceau 4R, quantidade utilizada
em média pelas industrias. O tratamento continha 145mg de corante/1000kcal de
energia metabolizavel. Em média, a dose de consumo do corante por quilo de peso
corporal para as fémeas foi de 7,09 mg/kg/dia e para os machos foi 10,54
mg/kg/dia;

T2 - considerando que 0,10% de corante ainda € comumente utilizado pelas
industrias, estipulamos o dobro da dose (0,20%) para representar erros passiveis
de ocorrer na coloracao do pet food ou excessos, para acomodar a ampla diferenca
na necessidade energética e consumo alimentar de cdes em funcdo da raca,
ambiente e realizacdo de exercicio. Foi estimada a quantidade de 562mg de
corante/1000kcal de energia metabolizavel. Em média, a dose de consumo do
corante por quilo de peso corporal para as fémeas foi de 27,94 mg/kg/dia e para

os machos foi 42,25 mg/kg/dia. Os tratamentos estao apresentados na Figura 1.
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Figura 1 — Dietas testes produzidas para o experimento.

O corante vermelho ponceau 4R (E124) utilizado no experimento foi produzido

na Iindia. Na Tabela 2 esta o laudo do corante fornecido pela empresa.

Tabela 2 — Certificado de andlise do corante vermelho ponceau 4R fornecido pela

empresa*.
Caracteristicas Especificacao Resultado
Aparéncia fisica P6 Cumpre
Conteudo total de corante corrigido para
amostra seca a 105°C por 2 horasg P 82 86,600
Perda ou secagem a 135°C 10 11,50
Cloreto e sulfato (calculado como sal de
s6dio) 8 7,20
Matéria insoluvel em agua 0,200 0,064
Extratos de éter combinados 0,200 0,12
Corantes subsidiarios 1,000 0,01
Intermediarios de tintura 0,500 0,19
Chumbo (Pb) 2,000 0,1
Arsénico (As) 3,000 0,05
Mercurio (Hg) 1,000 0,005
Cadmium (Cd) 1,000 0,005
Metais pesados 40,000 0,10

*Kolorjet Chemicals PVT. LTD.

Para confirmar a andlise de metais pesados no corante utilizado, o aditivo foi
encaminhado para andlise de espectrometria de absorcéo atbmica em forno de grafite
(GFAAS) no Laboratério de Bioanalitica e Metaloprotedémica (LBM) do Departamento

de Ciéncias Quimicas e Biolégicas da UNESP de Botucatu-SP.
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Inicialmente, a andlise de metais pesados do corante comercial vermelho
ponceau puro, ou seja, conforme é comercializado ainda sem diluicdo, mostrou que o
produto continha apenas o elemento quimico cadmio na quantidade de 0,0368 ppm,
nao sendo detectado nenhum dos outros metais analisados como o chumbo, arsénio,
aluminio e cromo. Segundo o Decreto brasileiro n® 55871, de 26 de margo de 1965
(ANVISA, 1965), que discorre sobre os limites maximos permitidos dos contaminantes
inorganicos em corantes, a tolerancia maxima para o cadmio € de 1 ppm. Sendo
assim, o corante amostrado se encontra dentro dos valores permitidos por lei em
relagdo aos metais pesados, mesmo na forma pura e em teoria ndo oferece riscos a
saude, j& que ainda sera diluido na massa quando for aplicado em alimentos para
cdes. Em geral, esse metal pesado apresenta pouco risco, jA que sua
biodisponibilidade é baixa (Kim et al., 2018), mas o excesso de alimentos coloridos
artificialmente ou o consumo prolongado como ocorre com céaes, podem trazer
problemas a saude em longo prazo, relacionados ao acumulo de metais pesados no

organismo (Lindino et al., 2008).

2.1.4. Manejo dos animais

Tanto durante a adaptacdo, quanto no periodo experimental, a racdo foi
fornecida aos cées de forma controlada, a fim de manter o peso corporal. Foram
seguidas as recomendacdes do National Research Council (NRC, 2006) para estimar
as necessidades energéticas dos animais, considerando os calculos para caes adultos
em manutencdo (necessidade energética = 100 kcal/dia x peso corporal %7 para
fémeas castradas e 145 kcal/dia x peso corporal °7® para machos inteiros).

Os trios de cées foram mantidos em baias com solarios. Cada baia tinha 2,25
m?2, e 3,75 m? para cada solario. A racéo foi fornecida em comedouros individuais uma
vez por dia, para padronizar 0 manejo e evitar que os cées, inclusive os que nao
estavam no experimento, ficassem ansiosos ou estressados por ver os demais
comendo. A refeigéo tinha duragédo de 20 minutos, sempre servida as 10:30 horas da
manha. Os animais se alimentaram nas proprias baias sob supervisdo, e apés a
alimentacdo os comedouros eram retirados do local. Cada baia continha trés tigelas

para agua, fornecida ad libitum e reposta duas vezes ao dia.
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Todos os dias, no inicio da manha, as baias eram higienizadas. Entre as 8:00
e 10:00 horas, os céaes, divididos em dois grupos fixos, por vez eram liberados para o
recreio por uma hora aproximadamente para um piquete com gramado sombreado e

enriquecimento ambiental social e fisico, sempre sob monitoria.

2.1.5. Avaliacbes comportamentais nas baias

Através de cameras de video (Intelbras IP minidome Full HD VIP 1220 D) foi
realizada a observacédo da dindmica dos caes na area em que ficaram instalados (canil
coletivo), conforme mostra a Figura 2. A filmagem ocorreu das 11 até as 18 horas,
totalizando 7 horas de gravacéo por dia, durante todos os dias da fase experimental.
Esse horério foi escolhido porque de manha era realizada a limpeza das baias e o
recreio, que poderiam comprometer as gravacdes. Além disso, o cronograma de
filmagem foi baseado em observacgdes preliminares e no ciclo circadiano dos cées,
gque ao final do expediente até a manhd do dia seguinte realizam poucos
comportamentos como dormir, ingerir Agua e urinar, por isso devido a esses fatores,
o melhor periodo para gravagfes era o da tarde. Para o estudo foram utilizadas as
filmagens a partir do segundo até o quinto dia e do décimo sétimo até o vigésimo
primeiro dia de cada bateria, totalizando 1008 horas de observacédo, considerando
cada uma das quatro baias, além da area interna e externa (solario) do canil. As

imagens foram gravadas em HD externo.

Figura 2 — Baias cobertas do canil experimental (A) e solarios com parte do piquete de recreacgao

(B).
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Etogramas descritos por Altmann (1974), Palma (2005) e Parthasarathy &
Crowell-Davis (2006) foram utilizados como base para observar os comportamentos,
com rota de coleta animal-focal e rota de amostragem continua para todas as
ocorréncias dos comportamentos especificos. O programa Behavioral Observation
Research Interactive Software 7.7 (Boris, 2016) foi utilizado como auxilio para o
registro dos comportamentos dos cées. Foram computadas a frequéncia e a duracao

das categorias comportamentais descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Etograma das categorias comportamentais e variaveis avaliadas.

Categoria Descricdo do comportamento Variavel
Comportamental
Comportamentos Anda em circulos ou em vai e vem, ou bate as
indicativos de patas dianteiras na parede/grade por mais de Frequéncia
ansiedade duas vezes seguidas ou tripudia.
Balanca o corpo todo de um lado para outro de
Sacudir forma répida (sem ter se molhado ou se cogcado Frequéncia

antes, sem estar deitado ou rolando no chéo).

Agressao: ataca outro cdo, com tentativas de
mordidas ou mordendo. Ameaca: rabo em forma
de gancho balancando a ponta com patas
estiradas, corpo rigido e altivo, ou pelo ericado, ou
Comportamentos encara outro céo, ou late mostrando os dentes.

. T " Frequéncia
agonisticos Briga: cdes mostram dentes com os labios
tensionados e se mordem de forma reciproca,
podendo ser um de frente para o outro, ou ainda
se abracam em pé ou ficam um por cima do outro
no chao.
Cauda entre as patas, ou cdo com movimentos
Comportamentos ) .
L lentos/vagarosos, sutis e cabeca baixa, tentando A
indicativos de . . Frequéncia
medo se isolar dos outros, ou desvia cabecga/olhar com
as orelhas levemente tensionadas para tras.
Sentado ou deitado (esticado ou enrolado, ou de a
L . : . ~ Frequéncia
Descanso/ocio barriga para cima) podendo dormir ou ndo em ~
e duracéo

gualguer postura por mais de 2 minutos.

Brinca com outro cdo, dando mordiscadas leves
ou tocando o outro com a pata ou focinho, ou Frequéncia

Interagir . ~ ~
9 ainda pulando no outro, podendo lamber o c&o, e duragéo
mesmo que nao seja reciproco.
Esfrega partes do corpo no chéo ou grade, rola ou
usa qualquer pata para arranhar o corpo de forma a
Cocar quaq pata p P Frequéncia

rapida (incluindo os olhos e orelhas) duas vezes
ou mais. Lamber né&o foi considerado cocar.




71

Pula, d4 um giro no préprio eixo com o rabo altivo,
Excitacéo monta em outro céo, ou balanga cauda e quadril Frequéncia
juntos rapidamente.

Emite sons por meio de latidos em sequéncia ou
latido Unico, choraminga, ou uiva. Foi considerada
Vocalizar a contagem do evento, considerando que entre Frequéncia
cada evento deve haver mais de 30 segundos sem
0 c&o latir.

Expele liquido (urina) pelos 6rgdos genitais para

Urinar - S Frequéncia
se aliviar ou demarcar o territorio.
Expele bolo alimentar digerido (fezes) pelo anus, a
Defecar . . Frequéncia
com o corpo na posicao de cocoras.
Ingestéo de fezes Abocanhar as fezes, podendo ou ndo mastiga-las A
Frequéncia

(coprofagia) e engoli-las.

Adaptado de Altmann (1974), Palma (2005) e Parthasarathy & Crowell-Davis (2006).

2.1.6. Teste da cruz elevada

Ao inicio e final da primeira bateria, foi realizado o teste da cruz elevada (Lister,
1987), para verificar se ocorreram mudancgas em relacdo ao nivel de ansiedade dos
animais. O teste da cruz elevada, também conhecido como labirinto em cruz, é um
método ja validado utilizado para estudar os efeitos de agentes ansioliticos e
ansiogénicos nos animais, principalmente em ratos e camundongos. O aparato em
formato de cruz é elevado ao chédo, geralmente confeccionado de madeira, pintado de
cor neutra, com quatro bracos ou passarelas de tamanhos iguais, sendo dois fechados
por paredes laterais e dois abertos. O teste ndo requer nenhuma privacdo ou
treinamento prévio dos animais. A logica do teste é que pequenos roedores tenham
tendéncia de se manterem proximos a superficies, colocando-se em contato e
evitarem locais altos, respectivamente tigmotaxia e acrofobia, mas ao mesmo tempo
apresentam motivacdes para explorar novos ambientes; 0 mesmo pode ocorrer em
outras espécies. O labirinto simula uma situacdo de conflito para o animal, que
apresenta comportamentos de verificagdo de risco, motivacao e ansiedade, medidos
pelo nimero de entradas e permanéncia nos bragos da cruz. A permanéncia ou maior
namero de entrada nos bracos fechados esta relacionada a maior ansiedade (File,
2001).
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A cruz elevada utilizada foi construida de madeira com tamanho proporcional
aos caes de racas pequenas e médias, como a raca Beagle. O desenho do aparato
com as medidas se encontra na Figura 3. O tempo maximo de permanéncia de cada
céo na cruz elevada foi trés minutos por animal. O teste ocorreu sempre apos as 17
horas e tinha duragao total de 01:30 hora, contabilizando todos os cées. Os resultados
destes testes também foram gravados em videos. A ordem dos caes foi sorteada para
cada teste, intercalando-se as baias em que o0s cdes estavam e o0s tratamentos. A
Figura 4 mostra 0 momento do teste com um dos cdes do experimento. Entre cada
animal testado, o aparato era limpo com uma solucéo de agua destilada e &lcool etilico
puro a 5%. Para cada céo, e em cada teste, foi calculado o niumero de entradas nos
bracos abertos (BA) e fechados (BF) da cruz, assim como o tempo de permanéncia
nos bracos. Para calcular a porcentagem de entrada e permanéncia nos bragos

abertos (BA) utilizaram-se as seguintes formulas:

e 99 entrada em BA = n° de entrada nos BA x 100/ totais de entradas nos BA + BF

e % permanéncia em BA = tempo nos BA x 100/ totais de tempo nos BA + BF

50 cm
50 cV

65 cm

50 cm

150 cm

150V
100 cm

50 em

Figura 3 — Modelo da cruz elevada adaptada para cées utilizada no experimento.
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Figura 4 — Céo na cruz elevada no momento do teste.

2.1.7. Andlise estatistica

Foram plotados os residuos brutos e padronizados para determinar as
distribuicbes de todas as varidveis comportamentais dependentes, apresentando
distribuicdo logaritmica normal. Para cada uma das variaveis foram ajustados modelos
mistos generalizados (GLMM) por meio do procedimento PROC GLIMMIX no software
estatistico Statistical Analysis System verséo 9.4 (SAS, 2015). Em todos os modelos
foi incluido tratamento como efeito fixo e o efeito aleatdrio do céo foi considerado como
medida repetida dentro de cada dia de avaliacdo. A analise buscou diferengas entre
os tratamentos a nivel de significancia de 5%. Nao foi considerado efeito de sexo,
devido ao baixo numero de cé@es no estudo. As variaveis defecar, ingerir fezes
(coprofagia) e comportamentos indicativos de medo apresentaram baixas ocorréncias
no decorrer dos dias do estudo com os cées, por este motivo o modelo estatistico ndo
convergiu.

No teste da cruz elevada as variaveis apresentaram distribuicdo normal. Foram
ajustados modelos mistos generalizados (GLMM) por meio do procedimento PROC
GLIMMIX no software estatistico Statistical Analysis System versao 9.4 (SAS, 2015),
para comparar os diferentes tratamentos a 5% de probabilidade. Para essa analise foi
considerado como efeito fixo o tratamento, o efeito aleatdrio do céo foi considerado
como medida repetida dentro de cada dia de teste (dia pré-inicial e dia final do

experimento).
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2.2. Estudo sobre a preferéncia

2.2.1. Aprovacéao do projeto

O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro Universitario Filadélfia (UniFil) sob o protocolo nimero 039/2018 e parecer
namero 004/2019.

2.2.2. Local e animais

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo, Alimentos e Alimentacdo
Animal do Hospital Veterinario na Fazenda Experimental da UniFil em Londrina/PR.

Os caes utilizados no experimento foram comprados e alguns adquiridos por
doacdes, sendo todos de responsabilidade do laboratério. Para serem habilitados para
0s testes, 0s animais passaram por uma pré-avaliacdo, que consistia em observar se
nao apresentavam nenhum vicio de consumo como voracidade excessiva por
alimento, dificuldade para distinguir diferentes alimentos, vicio em algum sabor ou
textura especificos da racdo, conforme as recomendacdes de Aldrich and Koppel
(2015). Os cées também eram treinados especialmente para testes de preferéncia de
alimentos. Os animais ficavam no local por até trés anos para estudos de preferéncia
alimentar e ap6s eram disponibilizados para adocao responsavel.

Foram utilizados 20 c&es adultos sadios, de ambos os sexos, com um a dois
anos de idade e de diversas racgas, sendo cinco Spitz Aleméaes, oito caes Rottweiler,
dois Pastores Alemées e cinco cdes Sem Raca Definida, com pesos variando entre
3,5 a 40 kg. Todos apresentavam boas condi¢cdes de saude, eram vacinados,

desverminados e recebiam atendimento veterinario regularmente.
2.2.3. Delineamento e tratamentos
Os caes foram considerados as unidades experimentais (n=20). As duplas de

foram alojadas em baias de acordo com a afinidade e se mantiveram assim até o final

do experimento.
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O periodo de adaptacao de 5 dias foi necessario para acostumar os animais a
rotina experimental. Nesse periodo os cdes foram alimentados com uma ragao
comercial sem corantes na formulacao.

O experimento durou 6 dias e a cada dois dias dois tratamentos foram
confrontados por meio dos desafios.

Os seguintes tratamentos foram testados:

e controle > alimento extrusado, completo e balanceado produzido sem corantes;
e T1-> alimento com 0,05% de corante;
e T2 > alimento com 0,20% de corante.
Assim, definiu-se os seguintes desafios:
e controle x T1;
e controlexT2e
e T1XxT2.

2.2.4. Manejo dos animais

Durante todo o periodo a racéo foi fornecida aos cdes de forma controlada.
Seguiu-se as recomendacodes do National Research Council (NRC, 2006) para estimar
as necessidades energéticas a partir dos calculos para cdes adultos em manutencao
(necessidade energética = 130 x peso corporal %75),

As baias com area de 12m? possuiam solarios e uma area coberta que servia
como abrigo. Em cada abrigo era disponibilizado um estrado de madeira que servia
de cama. Toda a baia era cimentada. A agua foi fornecida ad libitum durante todo o
experimento, sendo reposta duas vezes ao dia.

Cada cao tinha dois comedouros individuais, identificados com o nome do
animal e obrigatoriamente apresentavam a mesma cor e formato, para que nao
interferissem na escolha. Os dois comedouros eram colocados simultaneamente na
baia do animal no momento dos testes.

Antes de iniciar os testes, as baias eram divididas com o auxilio de um prototipo
de madeira, para isolar os caes. A racao foi fornecida duas vezes por dia, pela manha
as 08 horas e a tarde as 17 horas, horéario habitual que os cées recebiam a refeigéo,

gue durava 20 minutos. Os animais se alimentaram nas proprias baias sempre sob
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supervisao para a coleta dos dados. Ao final de cada dia, eram contabilizadas para
cada céo as sobras de cada tratamento desafiado.

Todos os dias no inicio da manha as baias eram higienizadas. No final do dia,
a partir das 17:30 horas, os caes eram liberados em grupos de afinidade em um

piguete com gramado alto por 30 minutos aproximadamente, sob monitoria.

2.2.5. Testes de preferéncia

Foram realizados dois testes de preferéncia, o de primeira escolha e o de
aceitacdo. Para estes testes foram seguidas as recomendacdes de NRC (2006) e
Zanatta et al. (2016). Todos os caes participaram de todos os desafios propostos.

O teste de primeira escolha gerou 80 observacdes por desafio (dois dias, quatro
refeicdes). Para cada desafio foram oferecidos dois comedouros, A e B, cada qual
com uma racao teste, seguindo-se a ordem dos desafios. Realizou-se um sorteio para
saber qual racéo iria em qual comedouro, A ou B e em cada refei¢cao a disposi¢cao dos
comedouros foi invertida. A frequéncia da escolha da ragédo em cada refeigéo foi obtida
a partir do registro do primeiro comedouro escolhido por cada céo, tanto pela primeira
aproximacgéo com o focinho quanto pela ingestéo da racao (Figura 5).

Figura 5 — Cdo no momento da escolha das ra¢6es durante o teste de preferéncia.
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Como a primeira escolha nem sempre resulta na ingestao da dieta, foi realizado
um segundo teste de preferéncia. Para o teste de aceitagdo ou de consumo, a
guantidade fornecida foi 0 necessario para manutencéo de caes adultos, acrescida de
30%, para que restassem sobras e fosse contabilizado o consumo das racdes testes

ao final de cada dia dos desafios propostos (NRC, 2006).

2.2.6. Andlise estatistica

As variaveis primeira aproximacdo do comedouro com o focinho e primeira
ingestéo de racao nao apresentaram distribuicdo normal e foram avaliadas pelo teste
de Wilcoxon-Mann-Whitney a 5% de probabilidade.

A varidvel consumo apresentou distribuicdo normal, avaliada pelo teste de
Cramér von Mises e foi analisada pelo teste t de Student pareado a 5% de
probabilidade, a partir da relacéo de ingestéo entre as racdes A e B de no minimo 0,50
ou 50%.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software estatistico
Statistical Analysis System SAS 9.4.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudo comportamental

3.1.1. Avaliac6es comportamentais nas baias

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos para
as variaveis cocar, vocalizar e comportamentos indicativos de ansiedade,
apresentadas na Tabela 4. Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos (P>0,05) para as categorias comportamentos agonisticos,
primeiro cdo a iniciar 0 comportamento agonistico, excitacdo, descansar (numero e
duracdo dos descansos), interagir (nUmero e duragdo das interagcdes), urinar e

sacudir.
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Tabela 4 — Alteracbes comportamentais em decorréncia dos niveis de ingestao do
corante vermelho ponceau 4R pelos cées.

Comportamentos Controle 0,05% 0,20% P valor
Cocar* 10,72b £6,1 11,50b £5,3 15,50a+6,9 0,03
Indicativos de ansiedade* 1,04b+1,4 283a+3,0 0,33b+0,5 0,002
Vocalizar* 13,11ab+ 7,7 1553a+7,4 11,51b+8,1 0,03

a-b médias seguidas por letras mindsculas nas linhas diferem entre si, apresentando P valor
significativo (P<0,05) pelo procedimento GLMM do SAS. Média + desvio padrdo. *Frequéncia.

Para o comportamento cocar, o tratamento com 0,20% de corante apresentou
a média mais alta, comparada aos demais tratamentos, que nao diferiram entre si
(Tabela 4). Apesar de néo terem sido encontrados trabalhos especificamente com
cdes, h4 décadas existem relatos de dermatites e urticarias em outras espécies,
devido ao potencial pseudoalérgico de corantes, principalmente tartrazina e corantes
artificiais vermelhos (Stevenson et al, 1986; Hannuksela e Haahtela, 1987; Lemoine e
Tounian, 2018).

Algumas pesquisas mostram reacgdes alérgicas ao corante vermelho ponceau,
como o estudo de lbero et al., (1982), que desafiou 25 criancas de até 12 anos
sensiveis a antigenos alimentares, por meio da ingestéo de diferentes corantes apos
48 horas de exclusdo das suas dietas de rotina. Mais da metade (57,89%) das
criancas apresentaram reacdes positivas para 0s corantes por meio da analise de
imunoglobulina E (IgE) e teste especifico para alergias (RAST). Quatro individuos
apresentaram urticaria ou angioedema, broncoconstricdo, ou piora da dermatite
atopica mostrando reacao ao vermelho ponceau nas doses de 1 e 10 mg. Em outro
estudo realizado por Ehlers et al. (1998), os pesquisadores avaliaram 16 pacientes
humanos com antecedentes de urticaria crénica, que receberam por trés semanas
uma dieta livre de pseudoalérgenos. ApdOs este periodo, foram expostos a diversos
aditivos alimentares e 75% voltaram a apresentar urticaria induzida, sendo que o teste
de IgE mostrou que o principal causador do problema foram os corantes, dentre eles
o vermelho ponceau. Sotan e Shehata (2012) observaram que ratos ficaram com a
pele avermelhada e irritada, facilmente perceptivel por serem de pelagem branca,
apos a alimentacdo com mix de corantes misturado ao suco de frutas por 13 semanas.
Os corantes sdo considerados pseudoalérgenos por se acoplarem as proteinas

transportadoras do trato gastrointestinal e ativar o sistema imunolégico por meio
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das células T; ainda provocam a liberagé@o de granulos e citocinas pelos mastécitos, o
que faz elevar os niveis de IgE, induzindo a liberacdo de histamina e leucotrienos
(Stevens et al., 2013; Feketea e Tsabouri, 2017). No presente estudo, néo foi avaliado
nenhum indicador inflamatério ou alérgico.

Os comportamentos indicativos de ansiedade apresentaram uma meédia de
frequéncias mais alta para o tratamento com 0,05% do corante vermelho ponceau, em
comparacao ao tratamento controle e ao tratamento com 0,20% de corante, sendo
gue esses dois ultimos tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 4).

Ao contrario do resultado encontrado no presente estudo, Doguc et al. (2012)
em sua pesquisa com 40 ratos, forneceram aos animais uma mistura em niveis
aceitaveis de corantes, desde a pré-gestacdo até trés meses de vida dos filhotes e
observaram que o grupo experimental apresentou maior atividade locomotora, maior
exploracdo e menor ansiedade no teste do campo aberto, comparado ao grupo
controle. A hip6tese mais aceita e de que as aminas aroméaticas livres, produto das
azoredutases de bactérias anaerdbicas no intestino, entram na corrente sanguinea e
induzem a producédo de espécies reativas ao oxigénio ou ROS (Walker, 1970; Chung
et al, 1978; Demirkol et al. 2012; Stevens et al, 2013). O ROS que chega ao cérebro
ataca a membrana lipoproteica do neurdnio, prejudicando as sinapses nervosas e a
acao dos neurotransmissores, além de elevar os niveis de malondialdeido (MDA),
devido a degradacao dos &cidos graxos no tecido (Chaudhary et al., 2014; Mohamed
et al., 2015). A degradacdo ocasionada nos neurdnios pode alterar a liberacdo de
dopamina, o neurotransmissor responsavel pela sensacdo de humor e prazer. Além
do mais, o0 aumento do estresse oxidativo e nitrosativo, também est4 relacionado a
transtornos de ansiedade a niveis moleculares na regido do hipocampo cerebral
(Hassan et al, 2014). Fora isso, 0 ROS em altos niveis por um periodo prolongado
leva a destruicdo da enzima 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), uma limitante
associada a biossintese de serotonina, dopamina, adrenalina e noradrenalina. A
atividade reduzida da BH4 esta relacionada as perturbagdes comportamentais como
ansiedade, depresséo e irritabilidade em criangcas com Transtorno do Déficit de
Atencao e Hiperatividade (TDAH) (El Sisi et al., 2015; Lopresti, 2015). Ainda, alguns
corantes como a tartrazina, o azocorante mais estudado, agem como agente quelante,

responsavel por se ligar a metais como o zinco disponivel no sangue, induzindo ao
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aumento da excrecdo desse mineral via sistema urinario e podendo levar a
deficiéncias (Ward, 1990; Ward, 1997). A deficiéncia de zinco esta relacionada a
comportamentos ansiosos e depressivos, letargia, agressividade e isolamento social
(Hagmeyer et al, 2015). Apesar de ndo terem sido avaliados resquicios do corante
inalterado ou metabolitos na urina dos cédes do presente estudo, € possivel que
alteracdes metabolicas devido a ingestdo do corante vermelho ponceau 4R tenham
acontecido, causando a diferenca no comportamento dos cades avaliados. Futuras
pesquisas devem incluir avaliacbes metabdlicas para serem relacionadas com o
comportamento dos caes.

O comportamento vocalizar apresentou maior média de frequéncia para o
tratamento com 0,05% de corante em relacédo ao tratamento com 0,20%, sendo que
ambos nao diferiram do grupo controle. Podemos notar que para as categorias
vocalizagdo e comportamentos indicativos de ansiedade, os tratamentos apresentam
respostas similares. Nao foram encontrados na literatura cientifica trabalhos que
avaliassem alteracfes na vocalizacao de animais expostos a corantes artificiais, mas
sabe-se que cées estressados ou ansiosos por motivos variados, como separacdo do
tutor, ambientes empobrecidos, causas fisiolégicas e neuroldgicas, por exemplo,
passam a apresentar maior frequéncia de vocalizacdo, comportamentos repetitivos,
caminhada em circulos, ingestao de fezes e ficam mais tempo em écio (Beerda et al,
1997, Beerda et al, 1999).

Existem algumas possibilidades para explicar o aumento das vocalizacdes e
dos comportamentos indicativos de ansiedade, observados no tratamento com 0,05%
de corante. Essas categorias podem estar de fato relacionadas e o aumento
observado no tratamento com a dosagem intermediaria (0,05%), mas ndo no
tratamento com alta dosagem (0,20%), pode ter envolvido caes com alguma variagao
individual ou animais mais sensiveis ao corante (EFSA, 2008), mesmo em baixas
dosagens e néo existe relatos na literatura de um efeito linear dos azocorantes. Outra
possivel explicacdo € o baixo nUmero de animais por tratamento, que implica em um
alto desvio padrao amostral e pode afetar o poder estatistico do modelo aplicado,
atenuando o encontro de diferencas estatisticas e favorecendo o erro estatistico do
tipo Il (aceitamos a hipdtese nula, sendo ela falsa). Alem do mais, muitos trabalhos

envolvem a tartrazina, o azocorante mais estudado (Ward, 1990; Ward, 1997; Tanaka,
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2006b; Kamel e El-lethey, 2011), ou a misturas de diversos corantes (Doguc et al.,
2012; Doguc et al., 2015), mas foram encontrados poucos trabalhos especificamente

com o vermelho ponceau 4R, o que dificulta as interpretacdes dos resultados.

3.1.2. Teste da cruz elevada

Foram encontradas diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos para
as variaveis frequéncia e porcentagem de entradas em braco aberto, tempo e
porcentagem de permanéncia em braco aberto (Tabela 5). Ndo houve diferenca
estatistica significativa (P>0,05) para as varidveis niumero de entrada e tempo de

permanéncia em braco fechado.

Tabela 5 — Indicadores de ansiedade referente ao teste da cruz elevada.
Variaveis Controle 0,05% 0,20% P valor

Entradas em brago ¢ 50 4 59 487a+27 1370+ 2.6 0,03
aberto (freq.)

Entradas em braco g1 750 1187 772024220 1632b+307 00007
aberto (%)

Permanéncia em 5 g, 1952  6974a+403 12.86b+260 0017
braco aberto (seg.)

Permanéncia em 0,0007

brago aberto (%) 80,88a+23,6 87,49a+17,5 17,72b+33,7

a-b Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo procedimento GLMM do SAS (P<0,05).
Média + desvio padréo.

Tanto a frequéncia de entradas no braco aberto da cruz, quanto a respectiva
porcentagem, que leva em consideracao a formula de propor¢éo de entrada em braco
aberto e fechado da cruz elevada, mostram que o tratamento controle e com 0,05%
de corante n&o diferiram estatisticamente entre si e apresentaram maior frequéncia
de entrada pelos cdes em brago aberto, quando comparado ao tratamento com 0,20%
do aditivo, que apresentou menores valores para essas variaveis.

De acordo com o teste, evitar entrar ou evitar permanecer nos bragos abertos
da cruz € um indicativo de ansiedade nos animais (Lister, 1987; File, 2001) e é
possivel observar isso no presente estudo com caes. No geral, diversos estudos
avaliam a ansiedade por meio de testes comportamentais, como o conduzido por

Kamel e El-lethey (2011), que avaliaram o efeito da tartrazina diluida em agua nas
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concentracbes 0,0%, 0,1% e 2,5%, oferecida para ratos por 16 semanas. Foi
constatado que as maiores dosagens apresentaram efeito significativo, com aumento
da entrada dos animais nos bracos fechados da cruz elevada. Ja o estudo conduzido
por Doguc et al. (2015), apresentou o efeito contrario. Os pesquisadores alimentaram
filhotes de ratos desde a gestacdo, com um mix de corantes, entre eles o vermelho
ponceau, em niveis sem efeitos adversos observaveis na literatura. Foi relatado no
teste de campo aberto, que o comportamento dos ratos de permanecerem proOXimos
as superficies verticais ou paredes foi significativamente maior no grupo experimental
em relagdo ao grupo controle, um indicativo do efeito ansiolitico dos corantes.

Umas das justificativas citadas pelos pesquisadores é a alteracdo no
metabolismo da serotonina, neurotransmissor responsavel pelo equilibrio do humor,
ansiedade e depressdo. Descobriu-se que 0 azocorante tartrazina diminui a
capacidade de funcionamento bioquimico da vitamina B6, importante no metabolismo
da serotonina e do triptofano, este por sua vez origina a 5- hidroxitriptofano (5-HTP),
gue eleva o neurotransmissor serotonina no cérebro, fechando o ciclo. Ainda a
serotonina pode modular a via dos neurotransmissores dopamina e noradrenalina,
assim, qualquer disfuncdo no sistema da serotonina, pode levar a transtornos
comportamentais. Segundo Doguc et al. (2012), o mix de corantes e 0 sexo dos
animais podem afetar a atividade locomotora e 0o comportamento de exploracao,
sendo associados aos diferentes hormonios e vias de neurotransmissores, assim
como em diferentes espécies, mas ndo se sabe ao certo quais alteracées bioquimicas
ou fisiologicas estdo envolvidas. Além disso, ndo foram encontrados estudos
especificos sobre a bioquimica do corante vermelho ponceau, mas por ser um

azocorante assim como a tartrazina, pode apresentar similaridades fisiologicas.

3.2. Estudo sobre a preferéncia

No teste preferéncia das rac¢des, houve diferenca significativa (P=0,0035) para
a variavel primeira aproximagdo do comedouro com o focinho apenas para o desafio
entre os tratamentos 0,05% e 0,20%. Ja para a variavel primeira ingestéo da racao,
em todos os desafios testados, houve diferenca significativa (P<0,05). Nos desafios

com a ragdo controle, esta foi a preferida com maiores frequéncias de escolhas
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comparada ao tratamento com 0,05% de corante (P=0,0004) e ao 0,20% do aditivo
(P<0,001). J4 o desafio que confrontou ambos os tratamentos com as rac¢des coloridas
com o vermelho ponceau, o tratamento com 0,05% de corante teve maior frequéncia

de escolha (P<0,001), como apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Teste de preferéncia baseado na primeira aproximac¢ao do comedouro com
o focinho e primeira ingestao de racéo pelos cées.

Desafios Controle 0,05% 0,20% P valor Valor Z
Primeira aproximag¢ao do comedouro com o focinho

C x 0,05% 2,1 1,7 - 0,2605 1,1486
C x 0,20% 2,1 - 1,85 0,3657 0,9285
0,05% x 0,20% - 2,52 1,45b 0,0035 2,8742
Ingestao

C x 0,05% 2,55a 1,15b - 0,0004 3,3938
C x 0,20% 3,15a - 0,65b <,0001 49112
0,05% x 0,20% - 3,00a 0,95b <,0001 4,4590

a-b Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Wilcoxon Mann-Whitney (P<0,05).

Na avaliacdo do consumo das ra¢des, também houve resultados significativos
para todos os desafios testados (P<0,05). Os resultados foram similares ao teste de
primeira ingestao, com a ragao controle sendo a mais consumida em comparagao aos
outros dois tratamentos confrontados (P<0,05). No desafio com ambas as racbes com
o corante estudado, a mais consumida foi a 0,05%, com menor dosagem do corante

(P=0,0186), conforme esta na Tabela 7.

Tabela 7 — Consumo das racfes testes pelos cdes com base na relacdo de ingestao
dos tratamentos em cada desafio.

Desafios Controle 0,05% 0,20% P valor DP
C x 0,05% 0,67a 0,33b - 0,0049 0,24
C x0,20% 0,79a - 0,21b <,0001 0,22
0,05% x 0,20% - 0,67a 0,33b 0,0186 0,29

a,b Relacdo de ingestdo seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de t de Student
(P<0,05). DP € o desvio padrdo médio de cada desafio.

Para a primeira aproximacéo do comedouro com o focinho, apenas o terceiro
desafio (0,05% x 0,20%) corroborou com a primeira ingestao e o consumo das racdes
testes, mas no geral, para os demais desafios, a primeira ingestao refletiu

adequadamente a ideia da ragdo mais consumida, se mostrando complementares.
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A sugestdo para explicagdo dos resultados da primeira aproximacao do
comedouro com o focinho, € de que os cdes ainda ndo conheciam todos os
tratamentos, por isso ficaram divididos ou confusos nos primeiros testes. Segundo a
literatura, o teste de dois comedouros € o melhor para avaliar novos produtos ou fazer
andlises competitivas, inclusive relacionadas ao aroma do alimento, mas se o0s
produtos desafiados possuem perfis semelhantes, pode haver conflito nas escolhas
(Aldrich e Koppel, 2015). Porém, com base nos resultados apresentados, os caes
parecem detectar de alguma forma o vermelho ponceau, jA que as racdes testes
diferiam apenas na dosagem do corante. O teor de umidade, apesar de ser um dos
fatores mais impactantes na escolha dos alimentos pelos cées (Miller e Hansen, 1975;
Murakami et al., 2018), apresentavam valores muito préximos entre os tratamentos
(Tabela 2), o que dificilmente afetaria a escolha.

Em teoria, os corantes tém apenas uma funcdo sensorial, ou seja, sao
utilizados para melhorar o aspecto visual da ragcéo para o consumidor humano. Esse
tipo de aditivo ndo atribui sabor ou odor aos alimentos e ndo tem carater nutricional,
assim ndo sdo necessarios na aceitacdo do alimento pelo cdo (NRC, 2006; Yamjala
et al., 2016). Ainda, de acordo com a literatura e apesar de opinides contraditérias,
aceita-se a ideia de que caes sao dicromatas e enxergam apenas 0 comprimento de
onda média, com 555 nm (verde amarelado) até o comprimento de onda curto, com
429 nm (azul), por isso ndo diferenciam o vermelho do verde, ao invés disso,
enxergam tonalidades de cinza, semelhante a humanos com deuteranopia e isso
induz a pensar que as cores preferidas por esta espécie sdo o azul e o amarelo. Neitz
et al.,, 1989; Beaver, 2009, Siniscalchi et al., 2017). Segundo Bourgeois (2004), as
cores tém pouca influéncia na escolha dos alimentos pelos cdes. Assim, 0s cdes nao
enxergariam as ragdes como vermelhas e ndo poderiam escolher pela coloragao.

Vérios testes foram aplicados a cdes como para detectar preferéncias entre
tipos carneos, acucares, carboidratos, proteinas e gorduras (Houpt e Smith 1981;
Ferrel, 1984, Hall et al., 2018), mas né&o foi encontrado nenhum estudo sobre a
deteccdo ou preferéncia de corantes artificiais por animais ou preferéncia de cor de
alimento por cdes. Os canideos tém a cavidade nasal em formato de espiral, o que
aumenta o contato das moléculas com o epitélio sensorial e permite que consigam

detectar concentracdes de odores de 1 a 2 partes por trilhdo (Horowitz, 2009; Craven
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et al, 2010; Horowitz et al., 2013). E o olfato o principal sentido que leva os cées a
escolherem e consumirem determinado alimento (Houpt et al., 1978; Hall et al, 2017),
e quando sofrem anosmia, perdem boa parte da capacidade de escolha (Houpt et al,
1982). Esse fato leva a acreditar que no presente estudo os corantes podem ter sido

detectados pelo olfato.

4. CONCLUSOES

Podemos concluir que o corante artificial vermelho ponceau 4R provocou
alteracdes comportamentais que podem comprometer o bem-estar dos animais, além

dos cées manifestarem clara preferéncia pelo alimento sem o azo corante em questao.
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CAPITULO 4 — Consideracdes finais

Atualmente os tutores se mostram mais preocupados com a saude, nutricdo e
bem-estar de seus caes, fato que pode ser observado com os dados desta pesquisa,
como o numero consideravel de caes castrados, escolha de alimentos extrusados de
boa qualidade, racéo proveniente de embalagem fechada e escolha de produtos sem
corantes artificiais. E notavel que existem perfis diferentes de tutores: um mais critico,
com preferéncia pela cor da racdo, atento a qualidade do alimento e as alteracGes
tanto em relacéo a colora¢éo do produto quanto a satde dos caes; e outro perfil menos
criterioso, que nao soube a qualidade do alimento fornecido aos cées, se mostrou
indiferente as cores do extrusado, nunca observou altera¢cdes nos alimentos ou na
saude dos animais e acredita que corantes artificiais ndo fazem mal a saude. As
empresas, apesar de ainda utilizarem aditivos colorantes para melhorar a aparéncia
dos alimentos extrusados e petiscos, tém intencdo de evita-los em suas formulacdes
e citam desvantagens como 0 custo desnecessario, a imagem de produtos artificiais
e de baixa qualidade, rejeicdo crescente por consumidores e efeitos colaterais na
saude.

Em relagéo ao experimento laboratorial, os caes que receberam a ragdo com o
corante artificial vermelho ponceau 4R (E124) apresentaram alteracOes
comportamentais referentes a coceiras, comportamentos indicativos de ansiedade,
vocalizacbes e o aditivo apresentou efeito ansiogénico nos animais. Foi possivel
observar que os caes tém preferéncia pelo alimento sem corante, ou com dosagem
mais baixa do aditivo, quando s6 existem opcfes com o corante e pela concisédo das
respostas, 0s caes parecem detectar o azocorante no alimento, provavelmente pelo
olfato. Porém sdo necessarios estudos mais aprofundados e com maior nimero de
individuos para melhor esclarecimento dos resultados de algumas variaveis, ja que a
diferenca encontrada pode estar vinculada a sensibilidade individual dos cées ou
baixo n amostral.

O debate sobre os efeitos dos corantes na saude se estende por décadas, mas
ainda existem questfes para serem estudadas e compreendidas, principalmente
sobre a fisiologia e a bioquimica do aditivo no organismo. Os corantes artificiais sdo

dispensaveis em alimentos extrusados e petiscos para caes, pois ndo apresentam
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nenhuma vantagem para a espécie e podem comprometer o bem-estar dos animais.
A sociedade habituou-se com o0 uso e consumo de corantes impostos pelas industrias,
mas estda mudando seus habitos e determinando uma reformulacéo dos produtos. A
industria pet food, por sua vez, para garantir a seguranca alimentar e a saude dos
seus clientes finais, os cées, deve deixar de usar corantes artificias e instruir os tutores

sobre o motivo da conduta.
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APENDICES

A) Questionario destinado aos tutores brasileiros
1) Em qual estado do Brasil vocé mora?

2) Qual a idade do seu cdo? Se vocé tem mais cées, escolha apenas UM POR VEZ
para participar do questionario,

a) Meu céo tem menos de 6 meses de idade,

b) Meu céo tem entre 6 meses até 1 ano de idade,

c) Meu céo tem entre 1 ano a 2 anos de idade,

d) Meu céo tem entre 2 a 4 anos de idade,

e) Meu céo tem entre 4 a 7 anos de idade,

f) Meu céo tem entre 7 a 9 anos de idade,

g) Meu céo tem entre 9 a 12 anos de idade,

h) Meu cdo tem mais de 12 anos de idade,

3) Qual o peso aproximado do seu cao, em quilogramas?

4) O cao é:
a) Fémea
b) Macho

5) O céo é castrado?
a) Nao
b) Sim

6) Que tipo de alimentacao vocé costuma oferecer ao seu cao?

a) Racdo somente,

b) Sobras de comida somente,

¢) Racgéao e sobras de comida,

d) Alimentacdo natural (essa alimentacdo € preparada por zootecnista ou
veterinario, especificamente para cada cdo de acordo com a condicéo fisica e saude
do animal),

7) Se o seu cdo consome ragéo, vocé sabe dizer qual a marca? Se sim, por favor, nos
informe qual a marca,

8) Na embalagem da racéo esté escrito que € um produto premium ou super premium?
a) Nao,
b) N&o sei dizer,
c) Sim, esta escrito que € premium,
d) Sim, esta escrito que é super premium,

9) Vocé costuma comprar racéo vendida:
a) De forma avulsa: compra a quantidade que quer do produto,
b) Em embalagem fechada,
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10) Sobre a quantidade de racdo que deve ser fornecida ao cao diariamente:

a) Vocé segue a risca o que diz na recomendagcdo da embalagem ou a
recomendacdo do médico veterinario/zootecnista, de acordo com 0 peso e o biotipo
do seu céo,

b) Vocé fornece uma certa quantidade de racédo baseando-se na observacao e
no habito alimentar do seu céo,

c) Vocé deixa uma boa quantidade disponivel para o cdo comer e sempre repde

guando o vé o potinho vazio,

11) Ao comprar uma racéo, vocé tem preferéncia pela cor do alimento?
a) Nao tenho preferéncia,
b) Prefiro as de cor marrom,
c) Prefiro as de cor vermelha,
d) Prefiro as de cor verde,

12) Qual a quantidade de racdo que vocé fornece para o seu cao por dia? (Isso inclui
todas as refeicdes em 24 horas), Vocé pode usar algum copo de vidro parecido com
estes modelos, para ajudar a medir:

a) Menos de 1 copo (menos de 105 gramas),

b) 1 copo (107 a 117 gramas aproximadamente),

c) 2 copos (214 a 234 gramas aproximadamente),

d) 3 copos (321 a 351 gramas aproximadamente),

e) 4 copos (428 a 468 gramas aproximadamente),

f) 5 copos ou mais (535 a 585 gramas aproximadamente),

13) Qual a frequéncia que vocé fornece petiscos industrializados ao seu cao?
a) Nunca forneco,
b) 1 vez a cada 15 dias ou mais dias,
c) 1 vez por semana,
d) 3 vezes por semana,
e) 5 vezes por semana,
f) Todos os dias,

14) Vocé sabe me informar qual(is) a(s) marca(s) de petiscos vocé fornece? Se sim,
por favor, nos informe qual(is),

15) Entre uma ragdo com e outra sem corante artificial com o mesmo preco, vocé
escolheria:

a) Com corante,

b) Sem corante,

c¢) Tanto faz,

16) Vocé acha que os cées se importam com a cor da racédo ou do petisco?
a) Nao, para os caes ¢é indiferente a cor,
b) Sim, eles podem ter preferéncia pela cor da ragéao,

17) Alguma vez vocé ja comprou ragdo ou petisco que aparentavam estar mais
coloridas, com a coloragéo mais forte que o normal?
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a) Nao,
b) Sim,

18) Vocé notou alguma alteragdo na saude do seu cdo apOs ele consumir algum
alimento com corante?

a) Nao,

b) Notei a presenca de vomitos e/ou diarreia,

c) Notei reacdes alérgicas,

d) Notei mudancas comportamentais,

e) Notei reagbes alérgicas, mudanc¢as no comportamento, vémitos e diarreia,

19) Vocé acredita que corantes artificiais possam fazer mal a sadde do seu animal de
estimacao?

a) Nao,

b) Sim,

B) Questionario destinado as empresas no Brasil
1) Em qual estado brasileiro localiza-se a sede da empresa?

2) Quais sao as linhas que vocés produzem, que utilizam corantes artificiais na
composicdo? Pode marcar mais de uma alternativa se pertinente,

a) Econdmica,

b) Standard,

c) Premium,

d) Super Premium,

3) Quais os corantes artificiais sdo empregados na formulacdo das racdes? Pode
marcar mais de uma alternativa se pertinente,

a) Amarelo crepusculo,

b) Amarelo de Quinoleina,

c) Azorrubina,

d) Azul brilhante,

e) Azul Patente V,

f) Bordeaux S,

g) Eritrosina,

h) Indigotina,

i) Marrom HT,

J) Negro Brilhante BN,

k) Ponceau 4R,

[) Tartrazina,

m) Verde sdlido,

n) Vermelho 40,

4) O corante artificial € um item impactante (caro) no preco final do pet food?
a) Nao,
b) Sim,
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5, Qual o preco, em média, do quilo de cada corante artificial que a empresa utiliza?

6) Qual a quantidade (gramas/tonelada de racdo) em meédia, que a empresa usa de
cada corante artificial? Nao precisa citar marcas comerciais,

7) Qual o objetivo da industria ao fazer uso dos corantes artificiais no pet food?

a) Melhorar a aparéncia do produto final (pet food) para promover vendas ao
consumidor humano,

b) Marcar as racdes com cores que referenciam e fortalecem a ideia da
composicdo da racao (por exemplo: a racdo verde simboliza vegetais; a vermelha
carne, etc),,

c) Diferenciar formulagdes,

d) Ter maior aceitabilidade do produto pelo céo,

8) Existe alguma vantagem, por exemplo, econdmica, marketing ou outra qualquer,
em fazer uso dos corantes artificiais nas racdes para caes?

9) Ha alguma desvantagem, por exemplo, custo, rejeicdo pelo consumidor ou outra
qualquer, em fazer uso dos corantes artificiais nas racées para cdes?

10) A empresa faz alguma andlise laboratorial para confirmar se a quantidade de
corante presente no produto final (pet food) estd de acordo com a recomendacao de
uso?
a) Nao, pois a quantidade dos corantes é calculada ja na formulacdo da racao,
b) Sim, para averiguar se ocorreu tudo certo durante o processamento da
racao,

11) O consumo de corantes artificiais pode provocar algum efeito sobre a satde do
céo?

a) Nao,

b) N&o sei,

c) Somente em altas dosagens,

d) Somente se o cao ja apresentar a saude debilitada ou for sensivel ao corante
artificial,

e) Sim, pode afetar a saude de cées saudaveis também.



