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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 |
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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 cdes e a

preferéncia dos animais em relagéo ao corante citado.
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4. CONCLUSOES

Podemos concluir que o corante artificial vermelho ponceau 4R provocou
alteragbes comportamentais que podem comprometer o bem-estar dos animais,
além dos caes manifestarem clara preferéncia pelo alimento sem o azo corante em

guestéo.
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