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RESUMO

Introducdo: A suplementacio oral de coligeno tem sido investigada como estratégia para suporte a
aparéncia da pele, embora os efeitos clinicos sejam geralmente modestos. Em dermatologia estética, a
magnitude e o padrio temporal das altera¢des sio relevantes.

Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementa¢io oral com oligopeptideos de coligeno na aparéncia de
rugas faciais em mulheres de 45-60 anos.

Métodos: Ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado por placebo com 102 mulheres. As
participantes receberam oligopeptideos de coligeno (2,5 g/dia) ou placebo durante 12 semanas. A inten-
sidade das rugas foi o desfecho primario, avaliado por meio de imagens digitais padronizadas. A densidade
dérmica e os sinais Opticos associados ao coligeno foram analisados como desfechos exploratérios.
Resultados: Observou-se redugio significativa na intensidade das rugas no grupo ativo na semana 8.
A reducio ji era observavel na semana 4, sem significancia, e os valores permaneceram numericamente
inferiores na semana 12. O placebo apresentou variagdes discretas. Os parametros exploratdrios apresen-
taram aumentos numéricos, sem significancia estatistica.

Conclusdo: A suplementacio com oligopeptideos de coligeno associou-se a reducio da intensidade
das rugas, com efeito precoce e manutenc¢io parcial ao longo do tempo, indicando beneficio estético
mensuravel.
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ABSTRACT

Introduction: Oral collagen supplementation has been investigated as a strategy to support skin appearance,
although clinical effects are generally modest. In aesthetic dermatology, both the magnitude and temporal pattern of
changes are relevant.

Objective: To assess the effects of oral supplementation with collagen oligopeptides on facial wrinkle appearance in
women aged 45-60 years.

Methods: A randomized, double-blind, placebo-controlled clinical trial was conducted in 102 women. Participants
received collagen oligopeptides (2.5 g/day) or a placebo for 12 weeks. Wrinkle intensity was the primary endpoint,
assessed using standardized digital imaging. Dermal density and collagen-related optical signals were analyzed as
exploratory outcomes.

Results: A significant reduction in wrinkle intensity was observed in the active group at week 8. A reduction was
already apparent at week 4, although not statistically significant, and values remained numerically lower at week
12. The placebo group showed minor variations. Exploratory parameters showed numerical increases but were not
statistically significant.

Conclusion: Collagen oligopeptide supplementation was associated with a reduction in wrinkle intensity, with an
early effect that was partially maintained over time, indicating a measurable aesthetic benefit.
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INTRODUCAO

O envelhecimento cutaneo é o produto de uma intera-
¢do complexa entre mecanismos bioldgicos intrinsecos, como
programagio genética, flutuagdes hormonais e declinio crono-
logico, e estressores extrinsecos, incluindo exposi¢io a radia¢io
ultravioleta, poluicdo ambiental e fatores comportamentais. Em
conjunto, esses fatores comprometem progressivamente a arqui-
tetura dérmica, levando a reducido da elasticidade, ao afinamento
da derme e a formagio de rugas clinicamente visiveis.! Entre as
diversas manifestacdes do envelhecimento cutineo, a aparéncia
das rugas continua a ser um dos desfechos mais relevantes e per-
ceptiveis na dermatologia estética, servindo como importante
pardmetro para avaliar a eficicia das interven¢des. Dada a natu-
reza multifatorial do envelhecimento cutaneo, intervengdes nu-
tricionais e ingredientes alimentares funcionais capazes de mo-
dular a homeostase da matriz extracelular (MEC) tém recebido
atengio crescente como estratégias complementares para a ma-
nutencio da satide da pele. Nesse contexto, a capacidade dessas
intervencdes de produzir alteracdes mensuraveis na aparéncia da
pele, particularmente sob condi¢des clinicas controladas, repre-
senta um importante desafio translacional na area.'”

O colageno, a proteina fibrilar predominante da MEC
dérmica, desempenha papel estrutural central na manutenc¢io
da integridade mecanica e da firmeza da pele. Com o avanco
da idade, a sintese de colageno diminui, enquanto sua degrada-
¢do enzimatica se acelera, resultando na fragmentacio das fibras
de colageno e na perda progressiva da resisténcia a tragio. Essas
alteragdes relacionadas a idade na dindmica do coligeno estio
estreitamente associadas a deterioragio clinicamente observavel
da aparéncia da pele, contribuindo para a flacidez cutinea, a re-
ducio do tonus e a formagio de rugas mais profundas.?

Entre as interven¢des nutricionais voltadas a integridade da
MEC, os peptideos de coligeno (PCs) hidrolisado tém recebido
atengio crescente. Derivados da clivagem enzimatica do colageno
tipo I nativo, esses peptideos possuem baixo peso molecular e sio
absorvidos eficientemente apds a ingestio oral. Apds a ingestio,
peptideos especificos derivados do colageno podem ser detectados
no plasma. Relatos indicam que sio capazes de se acumular na
derme, onde se acredita que atuem como mensageiros bioquimi-
cos, potencialmente interagindo com a atividade dos fibroblastos
e favorecendo processos relacionados 8 MEC, conforme sugerido
por estudos experimentais e translacionais.”™

Dados experimentais fornecem plausibilidade biologica
para os mecanismos propostos. Estudos in vitro demonstraram
que os peptideos de coligeno podem aumentar a atividade dos
fibroblastos, elevando a sintese de procolageno tipo I e reduzindo
a expressio ou a atividade das metaloproteinases da matriz (MMP-
1 e MMP-2). Zague et al.” demonstraram que os hidrolisados de
colageno promoveram a deposi¢io de proteinas da MEC em fi-
broblastos provenientes tanto de pele protegida do sol quanto de
pele fotoenvelhecida, com efeitos mais pronunciados sob estresse
induzido por radiacio UV, sustentando um possivel papel mo-
dulador dos peptideos derivados do colageno em condi¢des de

desafio dérmico. Peptideos de baixo peso molecular que contém
hidroxiprolina sio particularmente relevantes, pois demonstraram
interagir com vias associadas aos fibroblastos e modular processos
associados a MEC, fornecendo uma justificativa estrutura-fun¢io
baseada principalmente em modelos experimentais, relevante para
a interpretacio de aplicacdes de alimentos funcionais.”®

Mais recentemente, Zague et al.” ampliaram esses acha-
dos ao integrar evidéncias moleculares e clinicas. Em um en-
saio clinico randomizado que envolveu 85 mulheres, a ingestdo
didria de oligopeptideos de colageno (Col-OP, 2,5 g/dia) foi
associada a melhorias na firmeza e na elasticidade da pele em
comparagio com o placebo, enquanto a hidratagio apresentou
melhora consistente, embora sem significincia estatistica. Anali-
ses complementares de expressio génica indicaram a regula¢io
positiva de componentes da matriz extracelular (procolageno I,
decorina e biglicano) e de TIMP-1, juntamente com regula¢io
negativa de MMP-1 e versicano, fornecendo suporte em nivel
molecular para uma modulagio coordenada de vias relacionadas
a matriz dérmica, que pode contribuir para os efeitos clinicos
observados.’

Em conjunto, esses resultados reforcam a plausibilidade
biologica dos peptideos de colageno como potenciais modula-
dores da homeostase da MEC e da qualidade geral da pele. Ainda
assim, inconsisténcias entre os estudos, decorrentes de diferencas
nos perfis peptidicos, nos regimes de dosagem e nos desenhos
metodologicos, tém levado a uma variabilidade substancial nos
desfechos clinicos relatados. Meta-analises recentes enfatizam a
necessidade de formula¢des padronizadas e de ensaios rigorosa-
mente controlados para confirmar a eficicia e caracterizar mais
detalhadamente, em vez de estabelecer de forma definitiva, a
base molecular dos efeitos observados.” !

Diante da necessidade de avaliagdes objetivas baseadas
em imagens e de biomarcadores dérmicos capazes de captar de
forma sensivel altera¢des relacionadas 3 MEC in vivo, este estudo
testou a hipdtese de que a suplementacdo oral didria com oli-
gopeptideos de coligeno (2,5 g/dia por 12 semanas) promoveria
uma redu¢io mensuravel na intensidade das rugas faciais, com
énfase especial no padrio temporal da resposta, em comparagio
com o placebo.Varia¢cdes na densidade dérmica e em marcadores
opticos relacionados ao colageno foram avaliadas como desfe-
chos complementares e exploratdrios, com o objetivo de susten-
tar a plausibilidade biologica e fornecer uma avaliacio integrada
das alteracdes estruturais e Opticas relacionadas a pele, e nio de
estabelecer efeitos mecanisticos definitivos.

MATERIAIS E METODOS

Substancia de Teste

O produto investigacional consistiu em oligopeptideos
de colageno de grau alimenticio (Col-OP; detalhes do fabrican-
te omitidos para fins de revisio cega), fornecidos na forma de
p6 e derivados de coligeno bovino tipo I por meio de hidrélise
enzimatica controlada. O produto investigacional foi fornecido
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em sachés de dose tnica, cada um contendo 2,5 g de Col-OP,
a serem dissolvidos em 4gua antes da ingestdo oral. O place-
bo também foi fornecido na forma de pd, em sachés idénticos,
e apresentava aparéncia, sabor e textura correspondentes para
manter o cegamento. A mistura peptidica resultante apresentava
peso molecular médio de aproximadamente 4 kDa, com cerca
de 40% dos fragmentos abaixo de 1 kDa. O perfil peptidico
do Col-OP foi caracterizado analiticamente, confirmando uma
distribui¢io reprodutivel de oligopeptideos derivados do cola-
geno de baixo peso molecular, compativel com as especificagdes
de um hidrolisado padronizado de colageno bovino tipo I. Esse
nivel de caracteriza¢io fisico-quimica foi considerado suficien-
te para os objetivos da presente investigacdo clinica. Embora as
sequéncias de peptideos individuais sejam proprietarias, estudos
anteriores demonstraram que peptideos derivados do colageno
de baixo peso molecular podem alcangar a corrente sanguinea
apds a ingestdo oral'? e tém sido associados a2 modulacio de vias
relacionadas a MEC, incluindo a atividade dos fibroblastos ¢ o
equilibrio MMP/TIMP.”? Essas observagdes prévias fornecem
plausibilidade bioldgica, mas nio devem ser interpretadas como
evidéncia mecanistica direta no contexto do presente ensaio cli-
nico.

O placebo consistiu em um po6 isocalérico e organolepti-
camente idéntico, composto por maltodextrina e sem peptideos
de coliageno. O placebo apresentava aparéncia, sabor e textura
correspondentes para assegurar o adequado cegamento das par-
ticipantes ¢ dos investigadores. Ndo foram incluidos compostos
bioativos, aromatizantes ou outros excipientes funcionais com
potencial atividade biologica.

Desenho do estudo e participantes

O protocolo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Sio Francisco, localizada em Bragan-
¢a Paulista, Sio Paulo, Brasil (CAAE n° 70137923.4.0000.5514;
parecer n° 6.123.303, emitido em 16 de junho). Todas as volun-
tarias forneceram consentimento informado por escrito antes da
inclusio no estudo. O estudo foi conduzido de acordo com os
principios da Declaragio de Helsinque e as diretrizes de Boas
Praticas Clinicas (GCP — Good Clinical Practice), em confor-
midade com todos os requisitos regulatorios nacionais aplicaveis.
Este foi um ensaio clinico unicéntrico, randomizado, duplo-cego
e controlado por placebo. Foram selecionadas e randomizadas 102
mulheres com idade entre 45 e 60 anos, representando os fototipos
de Fitzpatrick I aV (49 para o grupo Col-OP e 53 para o grupo
placebo). A sequéncia gerada por computador utilizou probabili-
dade igual de alocagido (1:1), sem blocos ou balanceamento forca-
do do tamanho final dos grupos; portanto, ocorreu por acaso um
pequeno desequilibrio numérico, com 49 participantes alocadas
ao grupo Col-OP e 53 ao grupo placebo. As avaliagdes clinicas
iniciais foram realizadas antes da randomiza¢io para confirmar a
comparabilidade entre os grupos de tratamento.

Os critérios de exclusio incluiram gestacio ou lactacio,
qualquer condi¢io dermatoldgica ativa ou a realizacio de pro-

cedimentos médicos ou estéticos em curso que pudessem afetar
os desfechos. Foi proibido o uso de retinoides topicos, peelings
quimicos ou interveng¢des semelhantes nas 4 semanas anteriores
a avaliacio inicial. Durante todo o ensaio, as participantes foram
instruidas a evitar exposicio excessiva a radiacio UV, bronzea-
mento artificial e produtos dietéticos ou topicos destinados a
efeitos antienvelhecimento. Foi permitido o uso dos produtos
basicos de cuidados com a pele utilizados habitualmente pelas
participantes, limitado a limpadores, hidratantes e filtros solares,
desde que esses produtos ja fizessem parte de sua rotina antes
da inclusio e permanecessem inalterados durante todo o estu-
do. As participantes também foram orientadas a manter habitos
alimentares, métodos contraceptivos e rotinas de cuidados com
a pele consistentes durante o periodo do estudo. A adesio a es-
sas restricoes fol monitorada em cada visita do estudo, e o nio
cumprimento foi definido prospectivamente como critério para
exclusio do estudo.

As participantes foram randomizadas, com probabilidade
de aloca¢io planejada de 1:1, para receber Col-OP ou placebo
durante 12 semanas, utilizando uma sequéncia de randomiza-
¢io gerada por computador. A distribuicio desigual de 49:53
refletiu o uso de randomizac¢io simples e nio resultou de ex-
clusdes segundo critérios de elegibilidade predefinidos. Ambos
os materiais de teste foram fornecidos em sachés idénticos, cada
um contendo uma dose diaria tnica (2,5 g), a ser dissolvida em
agua e consumida pela manhi. A randomiza¢io foi gerada por
computador utilizando uma sequéncia aleatéria predefinida, e
tanto as participantes quanto os investigadores permaneceram
cegos quanto a aloca¢io dos grupos durante todo o estudo. A
ocultagio de alocacio foi assegurada pelo uso de sachés idénticos
e numerados sequencialmente, preparados por um farmacéutico
independente, e a conformidade foi monitorada em cada visita
por meio da contagem sistematica dos sachés e do uso de ques-
tionarios de adesdo padronizados.As visitas do estudo foram rea-
lizadas na avaliagio inicial e nas semanas 4, 8 e 12, sob condi¢des
ambientais controladas.

Avalia¢des

As visitas do estudo foram realizadas no momento inicial
e nas semanas 4, 8 e 12.Todas as avaliacdes instrumentais foram
realizadas sob condi¢des ambientais padronizadas, seguindo pro-
cedimentos operacionais predefinidos.

A intensidade das rugas foi quantificada por meio de
imagens digitais de alta resolu¢do padronizadas, associadas a soft-
ware de analise especifico (Image] 1.47v, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, EUA). Todas as fotografias foram obtidas
sob iluminag¢io controlada, a uma distancia fixa da camera e com
posicionamento facial padronizado, utilizando um imobilizador
mecanico de cabeca. O processamento das imagens foi realizado
por meio de uma macro predefinida, que quantificou o para-
metro Rq (raiz quadrada média da rugosidade — root-mean-s-
quare roughness). A Rq corresponde a raiz quadrada média dos
desvios de altura do perfil dentro da area de anilise e foi utili-
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zado como principal descritor quantitativo da intensidade das
rugas e como desfecho clinico primario do estudo. A densidade
dérmica foi avaliada utilizando um equipamento de ultrassom
de alta frequéncia de 22 MHz, o Ultrascan UC22 (Courage +
Khazaka Electronic GmbH, Colonia, Alemanha). Foram obtidas
trés medidas consecutivas em cada sitio anatomico, sendo poste-
riormente calculada a média, a fim de minimizar a variabilidade
técnica e dependente do operador.

Em paralelo, os sinais opticos relacionados ao colageno
foram estimados indiretamente por espectroscopia de reflectan-
cia difusa (ERD, também conhecida como DRS), utilizando o
espectrofluorimetro FluoroMax-4 (HORIBA Scientific, Edison,
NJ, EUA). O comprimento de onda de excitagio foi definido
em 290 nm, os espectros de emissdo foram registrados entre 300
e 500 nm e todos os espectros foram normalizados em relagio
a0 pico maximo de fluorescéncia do triptofano antes do calculo
da razio. Os espectros foram obtidos em triplicata em cada sitio
anatomico e posteriormente calculada a média, a fim de minimi-
zar a variabilidade relacionada ao instrumento. A razio colage-
no/triptofano foi calculada como um marcador 6ptico explora-
toério e ndo invasivo associado a sinais dérmicos relacionados ao
colageno e nio deve ser interpretada como uma medida direta
da biossintese de coligeno ou da remodelagio estrutural. Com

FIGURA 1: Regides faciais anatomicamente definidas para
espectroscopia de reflectancia difusa (ERD). Foram selecio-
nadas 10 regides faciais padronizadas para captar a variabi-
lidade na formagdo de rugas e na remodelagdo dérmica em
diferentes zonas anatomicamente distintas. Espectros de
fluorescéncia normalizados para coldgeno e triptofano fo-
ram obtidos em cada sitio sob condi¢des padronizadas. Fo-
ram coletados espectros em triplicata e calculada a média
para reduzir a variabilidade local e melhorar a consisténcia
das medicOes. A razdo coldgeno/triptofano resultante foi
utilizada como marcador dptico exploratdrio e serviu de
base para a geracao do mapa de envelhecimento facial apre-
sentado na Figura 4.

base nos valores da razio colageno/triptofano obtidos em 10
regides faciais anatomicamente definidas (Figura 1), foi gerado
um mapa de envelhecimento exploratério. O mapa resultante
(Figura 4) foi apresentado como uma imagem codificada por
cores, com uma escala variando de 0,0 (indicando sinal relacio-
nado ao colageno muito baixo, representado em branco) a 3,0
(indicando sinal relacionado ao colageno muito alto, representa-
do em azul-escuro).

A intensidade das rugas foi definida como o destecho
clinico primario do estudo, com énfase especial em sua evolu-
¢do temporal ao longo do periodo de intervencio. A densidade
dérmica e a razio colageno/triptofano obtida por ERD foram
definidas como desfechos secundirios exploratérios, com a in-
ten¢do de fornecer contexto bioloégico complementar e uma
interpretacio integrada dos achados instrumentais, e nio evi-
déncias mecanisticas definitivas.

Todos os avaliadores foram treinados antes do inicio do
estudo e seguiram procedimentos operacionais padronizados du-
rante todo o periodo do estudo. Os procedimentos de calibragcio
dos instrumentos e de controle de qualidade foram realizados de
acordo com as recomenda¢des dos fabricantes.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados por meio de analise de cova-
riancia (ANCOVA) e modelos lineares de efeitos mistos, incor-
porando grupo, tempo e sua interacido (grupo X tempo) como
fatores fixos e o participante como efeito aleatério. A estrutura
de efeitos mistos foi utilizada para avaliar a trajetoria temporal
geral das respostas ao longo das visitas do estudo, permitindo a
avaliacio dos efeitos do tempo e de possiveis intera¢des grupo
X tempo, além das comparagdes entre os grupos em cada ponto
temporal. Os contrastes entre os grupos foram expressos como
médias ajustadas e estimativas de mudanca em relagio ao basal,
acompanhadas de intervalos de confian¢a de 95% e tamanhos
de efeito padronizados (g de Hedges), a fim de facilitar a inter-
pretagio da magnitude dos efeitos juntamente com sua signi-
ficancia estatistica, com énfase especial no desfecho primario.
Os valores de p foram corrigidos para comparagdes multiplas
dentro de cada desfecho nos diferentes pontos temporais pelo
método de Holm-Bonferroni. Todos os modelos incluiram os
valores basais como covariaveis, quando apropriado.

As premissas dos modelos, incluindo normalidade, ho-
moscedasticidade e independéncia dos residuos, foram avaliadas
por meio de procedimentos diagndsticos convencionais, como a
inspecdo das distribui¢cdes dos residuos, a avaliagio da homoge-
neidade das variancias e a identifica¢io de observacdes influentes.
Para os desfechos expressos em porcentagem (razio colageno/
triptofano), as distribui¢des dos residuos também foram avaliadas
quanto a assimetria; nio foram identificados desvios substanciais
das premissas dos modelos. Os dados ausentes foram tratados sob
a premissa de auséncia aleatéria (MAR — missing at random). Os
modelos lineares de efeitos mistos foram estimados pelo méto-
do da maxima verossimilhanca restrita, permitindo a inclusio de
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todas as observac¢des disponiveis sem necessidade de imputacio
de dados. Todos os testes estatisticos foram bicaudais, com nivel
de significancia predefinido de oo = 0,05. As analises primarias
seguiram o principio da intenc¢do de tratar, utilizando analise dos
casos disponiveis no ambito da estrutura de efeitos mistos. Fo-
ram realizadas analises de sensibilidade utilizando modelos de
efeitos mistos para confirmar a robustez dos principais achados
da ANCOVA. Todos os procedimentos estatisticos foram defini-
dos a priori, antes do desvendamento dos dados, e aplicados de
forma consistente a todos os desfechos. Todas as analises foram
realizadas utilizando o software R, versio 4.3.1 (R Foundation
for Statistical Computing,Viena,Austria).

Foi realizada uma analise de poder post hoc utilizando
o tamanho de efeito observado para a intensidade das rugas na
semana 8 (g de Hedges = 0,28). Com base no tamanho amostral
final (n = 49 no grupo ativo ¢ n = 53 no grupo placebo), o0 =
0,05 ¢ em um desenho de ANCOVA bicaudal, o poder estatisti-
co alcangado foi estimado em aproximadamente 65% para o ta-
manho de efeito observado. Esse nivel de poder estatistico reflete
a capacidade de detectar efeitos de tratamento modestos dentro
das limita¢cdes impostas pelo tamanho da amostra e é consistente
com as magnitudes de efeito relatadas tipicamente em estudos de
intervencdes nutricionais e estéticas. No entanto, o valor perma-
nece abaixo do limiar convencional de 80%, indicando sensibi-
lidade limitada para detectar pequenas diferencas entre grupos,
particularmente nos desfechos secundarios exploratérios e nas
compara¢Oes realizadas em pontos temporais mais tardios, de-
vendo, portanto, ser interpretado nesse contexto.'

Os tamanhos de efeito esperados para o planejamento
foram derivados de ensaios clinicos randomizados anteriores que
avaliaram peptideos de colageno, incluindo Proksch et al.,"” As-
serin et al." e Zague et al.,” que relataram tamanhos de efeito
entre 0,25 e 0,45 para desfechos relacionados a rugas e elasticida-
de, utilizando doses diarias de 2,5-5 g. Supondo um tamanho de
efeito esperado conservador de 0,30, a0 = 0,05 e poder estatistico
de 80%, estimou-se a necessidade de um minimo de 4550 par-
ticipantes por grupo. O tamanho amostral final do presente estu-
do situou-se dentro dessa faixa recomendada para a detec¢io de
efeitos modestos no desfecho primario, embora se reconheca a
menor sensibilidade para os desfechos secundarios exploratérios
e para pequenas diferencas entre grupos em pontos temporais
mais tardios.

RESULTADOS

Populagdo do Estudo

Das 102 mulheres randomizadas, 49 foram alocadas ao
grupo Col-OP e 53 ao grupo placebo. Essa distribui¢cio de 49:53
refletiu o uso de randomizacio simples gerada por computador,
com igual probabilidade de alocagio e sem balanceamento for-
¢ado por blocos, e nio exclusdes apds a randomiza¢io com base
em critérios de elegibilidade. Quatro participantes (2 de cada
grupo) suspenderam a participagdo antes da visita de 12 semanas,
todas por motivos pessoais nio relacionados ao tratamento ou
a eventos adversos. Nio foram relatados eventos adversos rela-
cionados ao tratamento que levassem a suspensio e nio foram
observados eventos adversos graves durante o periodo do estudo.

TABELA 1: CARACTERISTICAS BASAIS DOS PARTICIPANTES

Caracteristica Ativo (n = 49) Placebo (n = 53) Valor de p
Idade, anos 53 (4) 53 (4) NS
Intensidade das rugas (basal) 8,78 (2,09) 8,41 (2,40) NS
Densidade dérmica (basal) 9,63 (3,38) 10,04 (2,48) NS

Todos os valores sdo apresentados como média (desvio-padrao). NS = ndo significativo.

TABELA 2: Varia¢6es na intensidade das rugas (ANCOVA, MMQ = IC 95%)

Ativo Placebo
Ponto (média dos minimos (média dos minimos A entre grupos Valor de g de Hedges
temporal quadrados e A + IC  quadrados e A + IC (IC 95%) P (IC 95%)
95%) 95%)
Semana 4 —0,066 (0,152 0,01)  —0,002 (<0,09 a 0,08) 0,066 (0,15 2 0,01) 0,08 —0,17 (<0,40 a 0,06)
Semana 8 0,110 (0,17 2a-0,05) 0,025 (0,09 2 0,04) —0,085 (0,141 a —0,028 0,046 0,28 (70,512 ~0,05)
Semana 12070 CO10a7009) 040 01020020 0,055 (-0,1420,02) 0,09 —0,19 (0,422 0,04)

ANCOVA: andlise de covaridncia; IC: intervalo de confianga; MMQ: média dos minimos quadrados. Todos os modelos foram ajustados pelos valores iniciais; valores de A entre grupos
negativos indicam uma maior redugdo da intensidade das rugas no grupo ativo em comparagao com o placebo.
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FIGURA 2: Varia¢des temporais na intensidade das rugas, na densidade dérmica e nos sinais dpticos relacionados ao colageno
durante 12 semanas de suplementacdo. A intensidade das rugas (parametro Rq), a densidade dérmica avaliada por ultrasso-
nografia de alta frequéncia e os sinais épticos relacionados ao coldgeno, expressos como a razdo coldgeno/triptofano obtida
por espectroscopia de reflectancia difusa (ERD), sdo apresentados como variacdo média em relacdo ao valor inicial com in-
tervalos de confianca de 95% nas semanas 4, 8 e 12 para as participantes que receberam oligopeptideos de coldgeno (Col-OP,
2,5 g/dia) ou placebo. Os valores de mudanga em relacdo ao basal sdo apresentados para reduzir a influéncia da variabilidade
basal eilustrar os padrdes de resposta temporal entre as visitas; valores negativos indicam reducao da intensidade das rugas
em relacdo ao basal, sendo que valores menores de Rq correspondem a uma melhora na topografia da superficie cutanea.
A intensidade das rugas foi o desfecho primdrio predefinido e apresentou a maior separagdo entre grupos na semana 8,
quando foi observada uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05, corrigido pelo método de Holm-Bonferroni).
Uma reducdo ja era evidente na semana 4, e os valores permaneceram numericamente menores na semana 12, sugerindo
manutencdo parcial da resposta ao longo do tempo. A densidade dérmica e os sinais épticos relacionados ao coldgeno foram
desfechos exploratérios pré-especificados; embora as diferencas entre grupos para esses parametros ndo tenham atingido
significancia estatistica, ambas as medidas apresentaram padrdes temporais numericamente consistentes e alinhados ao
desfecho clinico primdrio. Em conjunto, esses achados proporcionam uma visdo integrada da trajetdria da resposta ao longo
do tempo, com significancia estatistica observada para a intensidade das rugas e achados exploratdrios nas medidas instru-
mentais complementares.

Nio foram relatados desvios de protocolo relacionados a inges-
tio do produto ou ao uso de tratamentos concomitantes proi-
bidos. Os parametros demograficos e clinicos basais, incluindo
idade, fototipo de Fitzpatrick e gravidade das rugas, foram, de
modo geral, comparaveis entre os grupos, indicando equilibrio
adequado entre eles (Tabela 1). Nio foram observadas diferen-
¢as estatisticamente significativas entre os grupos, no inicio do
estudo, para as principais variaveis demograficas ou clinicas. A
amostra por protocolo incluiu 98 mulheres, e todas as analises
seguiram o principio da intenc¢do de tratar, com analise dos casos
disponiveis no ambito da estrutura de efeitos mistos para medi-
das repetidas. A reten¢io geral no estudo foi alta, com suspensdes
equilibradas entre os bragos de tratamento, corroborando a vali-
dade interna do ensaio.

Intensidade das Rugas

Foi observada uma diferenca entre grupos estatistica-
mente significativa na mudanga da intensidade das rugas em re-
lagdo ao valor basal na semana 8, quando a suplementa¢io com
Col-OP esteve associada a uma redugio da intensidade das ru-

gas em comparacdo com o placebo. Esse ponto temporal repre-
sentou a maijor separag¢io entre os grupos durante o periodo
de intervencdo. Detalhes das mudancas médias ajustadas e das
estimativas dos tamanhos de efeito sdo apresentados na Tabela
2. No grupo ativo, uma tendéncia de redugio ji era evidente
na semana 4, e os valores permaneceram numericamente mais
baixos na semana 12, enquanto as participantes que receberam
placebo apresentaram reducido principalmente na avaliacio final.
Esse padrio temporal é compativel com um inicio precoce da
resposta, seguido por uma diferenca maxima entre os grupos no
ponto temporal intermediario e manutengio parcial do efeito
ao longo do tempo. A Figura 2A apresenta a tendéncia temporal
média e a Figura 3, imagens representativas de uma participante,
ilustrando o padrio qualitativo de reducdo na profundidade das
rugas e na rugosidade da superficie, de forma consistente com os
achados observados no grupo.

Embora o tamanho de efeito padronizado tenha sido pe-
queno (g de Hedges), os valores negativos de A entre grupos
indicam maior reducido da intensidade das rugas no grupo ativo
em comparacio com o placebo. A consisténcia dos efeitos di-
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FIGURA 3: Imagens representativas da intensidade das rugas de uma participante suplementada com Col-OP. Imagens digi-
tais de alta resolu¢do de uma participante representativa na visita inicial (To) e apds 4, 8 e 12 semanas de suplementacao.
A participante foi selecionada com base em uma trajetdria de resposta préxima a mediana do grupo para as variacdes na
intensidade das rugas. As imagens foram adquiridas em condi¢6es padronizadas e processadas utilizando uma macro prede-
finida do ImageJ para calcular o parametro Rq. A representacdo tridimensional da superficie é apresentada com uma escala
topografica codificada por cores (amarelo indica elevacdes e azul-escuro indica vales mais profundos), proporcionando uma
representacdo qualitativa das altera¢des na rugosidade da superficie cutanea ao longo do tempo. Essas imagens tém como
objetivo ilustrar padrées morfoldgicos consistentes com os achados em nivel de grupo e ndo representam uma comparacao
quantitativa.

FIGURA 4: Mapa de envelhecimento facial derivado dos valores da razdo colageno/triptofano (obtidos por espectroscopia
de reflectancia difusa [ERD]). O mapa de envelhecimento foi gerado a partir dos valores médios da razdo colageno/trip-
tofano obtidos nas dez regides faciais anatomicamente definidas apresentadas na Figura 1 para as participantes do grupo
Col-OP. A visualizagdo representa uma integracdo espacial dos sinais dpticos relacionados ao coldgeno, com escala de cores
variando de 0,0 (sinal muito baixo, branco) a 3,0 (sinal muito alto, azul-escuro). Os valores foram normalizados apenas para
fins de visualizacdo, a fim de permitir a comparagdo entre as regides faciais. O mapa tem como objetivo ilustrar padrées de
distribuicao espacial dos sinais dpticos relacionados ao coladgeno e ndo representa uma comparacgdo estatistica nem uma
medida direta do contetido de coldgeno ou da remodelacdo estrutural. Dada a natureza exploratdria desse marcador dpti-
co, a figura deve ser interpretada apenas como uma representacdo qualitativa, complementando as tendéncias temporais
observadas na Figura 2C.
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TABELA 3: Variac6es na densidade dérmica (ANCOVA, MMQ = IC 95%)

Ativo (média dos

Placebo (média dos

fe(;z:)(:)ral minimos quadrados e A minimos quadrados A e(r;t(l;egior/l:)p %% valor de P g (cizl-glgi)g)es
+ IC 95%) e A £ IC 95%)
Semana 4 0,42 0,25 +0.17 0,62 +0,05
(-0,18 a +1,02) (0,32 a +0,82) (-0,65 a +0,99) ’ (-0,15 a +0,25)
Semana 8 +0,48 +0,33 +0,15 0.71 +0,04
(-0,10 a +1,06) (-0,25 a +0,91) (=0,70 a +1,00) ’ (-0,16 a +0,24)
Semana 12 +0,44 +0,36 +0,08 0.82 +0,02

(-0,16 a +1,04)

(-0,22 a +0,94)

(=0,76 a +0,92) (-0,18 a +0,22)

ANCOVA: andlise de covaridncia; ERD: espectroscopia de reflectdncia difusa; 1C: intervalo de confianga; MMQ: média dos minimos quadrados. Todos os modelos foram ajustados
pelos valores iniciais; valores de A entre grupos negativos indicam um maior sinal dptico relacionado ao coldgeno no grupo ativo em comparagdo com o placebo.

TABELA 4: Variagdes na razdo colageno/triptofano (ERD, ANCOVA, MMQ * IC 95%)

Ponto tem- Ativo (A% da MMQ * IC Placebo (A% da MMQ * A% entre grupos Valor g de Hedges
poral 95%) IC 95%) (IC 95%) de p (IC 95%)
Semana 4 +18% (5% a +41%) +6% (—12% a +24%) +12% (—15% a 0,22 +0,12 (0,10 a
+39%) +0,34)
Semana 8 +24% (2% a +50%) +9% (=10% a +28%) +15% (—14% a 0,18 +0,14 (0,08 a
+44%) +0,36)
Semana 12 +30% (=5% a +65%) +12% (=8% a +32%) +18% (—13% a 0,16 +0,18 (0,05 a
+49%) +0,41)

ANCOVA: andlise de covaridncia; ERD: espectroscopia de reflectdncia difusa; IC: intervalo de confianca; MMQ: média dos minimos quadrados. Todos os modelos_foram ajustados
pelos valores iniciais; valores de A entre grupos negativos indicam um maior sinal dptico relacionado ao coldgeno no grupo ativo em comparagdo com o placebo.

recionais em multiplas abordagens analiticas refor¢a a robustez
do padrio temporal observado, apesar da magnitude modesta
das mudangas. Esses achados apresentaram direcio consistente
nas analises de sensibilidade realizadas com modelos lineares de
efeitos mistos, que reproduziram o padrio temporal geral ob-
servado nos resultados da ANCOVA. A magnitude modesta do
efeito provavelmente reflete a variabilidade interindividual nas
caracteristicas basais das rugas e na cinética de resposta. Essa va-
riabilidade costuma ser observada em ensaios clinicos na area
de dermatologia estética que envolvem perfis heterogéneos de
envelhecimento cutineo. Nio foram relatados eventos adversos
relacionados aos procedimentos de imagem nem desconforto
das participantes.

Densidade Dérmica

As avaliagdes ultrassonograficas revelaram pequenos au-
mentos na densidade dérmica ap6ds a ingestio de Col-OP (Figu-
ra 2B). Embora o grupo ativo tenha apresentado valores nume-
ricamente mais elevados em todas as visitas apos a inicial, essas
alteragdes ndo alcancaram significancia estatistica, uma vez que

os intervalos de confian¢a de 95% incluiram zero em todos os
pontos temporais (Tabela 3). Ambos os grupos apresentaram pe-
quenas flutuagdes numéricas ao longo do tempo, sem um padrio
direcional consistente que favorecesse claramente o tratamento
ativo. O tamanho de efeito correspondente foi desprezivel, indi-
cando um efeito detectavel limitado sobre a densidade dérmica
durante o periodo de interven¢io de 12 semanas. As anilises
por ANCOVA e de sensibilidade em modelos de efeitos mistos
produziram resultados consistentes e nio significativos. Obser-
vou-se variabilidade intragrupo entre as visitas, permanecendo
dentro da faixa esperada para medidas de densidade dérmica ba-
seadas em ultrassonografia. Sabe-se que a ultrassonografia de alta
frequéncia estd sujeita a variabilidade dependente do operador
e do sitio avaliado, o que pode contribuir para a variabilidade
das medidas nas avaliacdes dérmicas. De modo geral, os dados
ultrassonograficos nio indicaram alteragdes estatisticamente sig-
nificativas na densidade dérmica durante o periodo do estudo.

Sinais Opticos Relacionados ao Colageno Avalia-
dos por Espectroscopia de Reflectincia Difusa
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As medidas obtidas por ERD, utilizada neste estudo como
um marcador 6ptico indireto e nio invasivo de sinais relaciona-
dos ao colageno, e nio como uma medida direta da biossintese
de colageno ou da remodelagio estrutural, indicaram aumento
numérico das razdes colageno/triptofano no grupo Col-OP em
compara¢io com o placebo (Figura 2C). A razio colageno/trip-
tofano aumentou progressivamente durante toda a intervengio,
atingindo aproximadamente 30% acima do valor inicial na sema-
na 12 no grupo Col-OP, enquanto o grupo placebo apresentou
aumento de aproximadamente 12%. Embora as diferencas entre
grupos nio tenham alcangado significancia estatistica, o padrio
temporal permaneceu consistentemente favoravel em todas as
visitas ap6s a inicial (Tabela 4). Ambos os grupos apresentaram
pequena variabilidade entre as visitas, embora o grupo ativo te-
nha demonstrado um padrio numericamente mais consisten-
te ao longo do tempo. O tamanho de efeito padronizado foi
pequeno, indicando um sinal detectavel limitado nas condigdes
deste estudo. As analises de sensibilidade que utilizaram modelos
de efeitos mistos produziram padroes semelhantes e nio signifi-
cativos, confirmando a consisténcia dos perfis temporais obser-
vados entre as diferentes abordagens analiticas.

A Figura 4 ilustra o mapa de envelhecimento gerado a
partir dos valores médios da razio colageno/triptofano no grupo
Col-OP, fornecendo uma representagio visual complementar da
varia¢io espacial dos sinais opticos relacionados ao colageno; a
escala de cores foi normalizada para fins de visualizacio. Essa re-
presentacdo foi incluida para facilitar a interpretacio qualitativa
dos padrdes espaciais e nio para permitir comparagcdes quanti-
tativas. O mapa reflete os valores médios dentro do grupo ativo
e nio representa uma comparagio estatistica formal. Conside-
rando a natureza exploratéria desse biomarcador Optico, esses
achados devem ser interpretados como exploratorios e comple-
mentares, e nio como evidéncia conclusiva de alteracdes asso-
ciadas a MEC.

DISCUSSAO

Neste ensaio clinico randomizado, duplo-cego e contro-
lado por placebo, a suplementagio didria com oligopeptideos
de colageno padronizados (2,5 g/dia) atingiu o desfecho clini-
co primario predefinido por meio da redugio estatisticamen-
te significativa da intensidade das rugas em comparacio com o
placebo na semana 8. Melhoras ja eram evidentes na semana 4
e permaneceram numericamente favoraveis na semana 12, suge-
rindo inicio precoce seguido de manutencio parcial da resposta.
A densidade dérmica nio apresentou alteragdes detectaveis, en-
quanto os sinais opticos relacionados ao colageno demonstraram
aumentos numéricos consistentes ao longo da suplementagio,
fornecendo suporte complementar para o padrio geral dos acha-
dos clinicos.

Embora o tamanho de efeito observado para a redu-
¢do das rugas tenha sido modesto, a variacio correspondente
na Rq da rugosidade reflete uma modificagio mensuravel da
topografia da superficie cutanea. No contexto da dermatologia

nutricional e cosmética, variacdes dessa magnitude sio relatadas
com frequéncia e podem estar associadas a melhoras perceptiveis
na aparéncia de rugas finas em condi¢des controladas. O perfil
temporal observado, com alteracdes precoces seguidas por uma
diferenga entre grupos mais evidente na semana 8, ¢ compa-
tivel com um padrio de resposta gradual tipicamente associa-
do a suplementac¢do oral. Esses achados sugerem que mudangas
quantitativas relativamente pequenas podem refletir mudangas
dinamicas nas caracteristicas da superficie cutanea que nio sio
plenamente capturadas por desfechos estruturais secundarios em
um periodo de 12 semanas.

Os achados do presente estudo sio, de modo geral, con-
sistentes com estudos experimentais e clinicos anteriores que
investigaram peptideos derivados do coligeno. Evidéncias prove-
nientes de modelos in vitro indicam que esses peptideos podem
modular vias relacionadas a MEC, incluindo a sintese de cola-
geno e a atividade das metaloproteinases da matriz.”® Estudos
clinicos também relataram melhoras em parimetros como elas-
ticidade, hidratag¢io e aparéncia das rugas ap6s 8 a 12 semanas de
suplementacio.”'* No entanto, a magnitude desses efeitos geral-
mente é modesta, refletindo a natureza progressiva ¢ cumulativa
das interven¢des nutricionais em compara¢io com abordagens
procedimentais ou topicas.

Por exemplo, Proksch et al. relataram melhoras na elas-
ticidade da pele com doses entre 2,5 e 5 g/dia, além de efeitos
residuais observados apds a suspensio da suplementacio.” Em
uma analise subsequente, foram observadas redu¢des no volume
das rugas periorbitirias nas semanas 4 e¢ 8, acompanhadas por
aumento dos niveis de procolageno I e elastina. De forma seme-
lhante, Asserin et al. descreveram melhoras na hidratacio da pele,
na densidade dérmica e na organizac¢io da rede de colageno, cor-
roboradas por achados ex vivo."* Em conjunto, esses estudos su-
gerem um padrio temporal no qual mudancas precoces podem
surgir durante o primeiro meés e tornar-se mais evidentes entre
as semanas 8 ¢ 12, o que ¢é consistente com o perfil temporal
observado no presente estudo.

Evidéncias adicionais provenientes de outros contextos
clinicos reforcam a relevancia mais ampla da suplementagcio com
colageno. Um ensaio clinico randomizado de maior duragio
sobre celulite identificou melhoras na ondulacio da pele e na
densidade dérmica, particularmente em individuos com menor
IMC."® Mais recentemente, a suplementa¢do com cartilagem de
peixe hidrolisada foi associada a melhoras em parametros rela-
cionados as rugas e na ecogenicidade dérmica.'® Esses achados
indicam que os efeitos dos peptideos derivados do colageno
podem se estender a diferentes regides anatdmicas e desfechos
estruturais, embora a variabilidade entre os estudos permaneca
substancial.

Nesse contexto, os resultados do presente estudo estio,
de modo geral, alinhados com a literatura, embora a magnitude
das mudangas tenha sido comparativamente menor. Diversos fa-
tores podem contribuir para essa diferenga, incluindo variagdes
na composicio dos peptideos, na dose, nas caracteristicas basais
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das participantes e nas metodologias analiticas. Em especial, a au-
séncia de efeitos estatisticamente significativos sobre a densidade
dérmica contrasta com alguns relatos anteriores.'*!®

Entretanto, deve-se considerar que o presente estudo nio
foi especificamente dimensionado para detectar diferengas nos
desfechos secundarios, em especial aqueles relacionados a des-
fechos estruturais. Além disso, a dura¢io de 12 semanas pode
nio ter sido suficiente para capturar dinamicas mais lentas de
remodela¢io da MEC.

Os achados espectroscopicos devem ser interpretados
como exploratdrios, mas, ainda assim, fornecem contexto biol6-
gico complementar para os desfechos clinicos. Os sinais 6pticos
relacionados ao colageno apresentaram aumento numérico pro-
gressivo durante a suplementagio, atingindo aproximadamente
30% acima do valor inicial apds 12 semanas no grupo ativo, en-
quanto o aumento foi de aproximadamente 12% no grupo pla-
cebo. Embora as diferencas entre os grupos nio tenham atingido
significancia estatistica, o padrio temporal consistente observado
em todas as visitas apds a inicial sugere que alteragdes sutis re-
lacionadas 3 MEC podem acompanhar a redu¢io observada na
intensidade das rugas. Dada a variabilidade inerente as medigdes
Opticas, sio necessarios estudos maiores, que incorporem bio-
marcadores moleculares complementares, como procolageno I,
TIMP-1 ¢ MMPs, para caracterizar melhor a relevancia biol6-
gica desses achados.

Os pontos fortes deste estudo incluem seu desenho ran-
domizado e duplo-cego, o uso de destechos objetivos baseados
em imagens e a aplicagio de um modelo estatistico predefinido
que combina ANCOVA e modelos de efeitos mistos. A inte-
gracio de multiplas modalidades de avalia¢io, incluindo ima-
gens, ultrassonografia e espectroscopia, também proporciona
uma perspectiva mais ampla sobre as alteragdes relacionadas a
pele. No entanto, algumas limitagdes devem ser reconhecidas.
Estas incluem o tamanho amostral moderado para os desfechos
secundirios, o desenho unicéntrico e o uso de métodos proprie-
tarios de processamento de imagens, que podem limitar a com-
parabilidade entre estudos. Além disso, a auséncia de validacio
por biomarcadores diretos restringe a interpreta¢io mecanistica,
enquanto a populagio do estudo, limitada a mulheres de 45-60
anos, pode limitar a generalizagio dos achados.

Do ponto de vista translacional, a convergéncia entre
melhoras clinicas modestas e a plausibilidade biologica existente
justifica investigacdes adicionais em populacdes maiores e mais
diversificadas. Estudos futuros se beneficiariam de periodos de
seguimento mais longos, de metodologias de aquisicdo de ima-
gens padronizadas e da inclusio de desfechos estruturais e mole-
culares validados. Essas abordagens podem ajudar a definir me-
lhor a relacdo entre alteracdes bioldgicas mensuraveis e destechos
clinicamente perceptiveis.

Em suma, a suplementa¢io diaria com oligopeptideos de
colageno por 12 semanas esteve associada a uma redugio peque-
na, porém mensuravel, da intensidade das rugas, atingindo signi-
ficancia estatistica na semana 8. Nio foram observadas alteracdes
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significativas na densidade dérmica, enquanto os sinais Opticos
relacionados ao colageno apresentaram aumento numeérico con-
sistente, sem significancia estatistica.

Esses achados sio consistentes com um perfil de resposta
modesto e dependente do tempo e devem ser interpretados a
luz do tamanho de efeito limitado e da natureza exploratoria dos
desfechos secundérios. E importante destacar que esses achados
complementam nosso estudo clinico randomizado anterior, que
utilizou o mesmo ingrediente a base de oligopeptideos de co-
lageno e encontrou melhoras na firmeza e elasticidade da pele
e na expressio génica relacionada a MEC, ampliando, assim, as
evidéncias clinicas para diferentes desfechos complementares re-
lacionados ao envelhecimento cutaneo. Sio necessarios estudos
adicionais para definir melhor a magnitude, a durabilidade ¢ a
relevancia clinica desses efeitos.

CONCLUSAO

A suplementa¢io didria com um oligopeptideo de co-
lageno padronizado (Col-OP; 2,5 g/dia por 12 semanas) esteve
associada a uma redugido estatisticamente significativa da inten-
sidade das rugas na semana 8 em comparagio com o placebo.
Embora a magnitude da variagdo tenha sido limitada, o padrio
temporal é consistente com uma resposta precoce seguida de
manutencio parcial ao longo do tempo. Nio foram observados
efeitos significativos em relagio a densidade dérmica, enquan-
to os sinais Opticos relacionados ao colageno apresentaram um
aumento numérico consistente que nio atingiu significancia es-
tatistica. Esses achados devem ser interpretados como explorato-
rios e de suporte.

De modo geral, os resultados indicam que a suplementa-
¢do oral de colageno pode contribuir para melhorias mensura-
veis, embora modestas, na aparéncia da pele nas condi¢des deste
estudo. Sio necessarias pesquisas adicionais para definir melhor a
magnitude, a durabilidade e a relevancia bioldgica desses efeitos.

Declaragdo sobre o uso de IA generativa e tecno-
logias assistidas por IA no processo de redac¢io

Durante a preparagio deste manuscrito, os autores utili-
zaram o ChatGPT (OpenAl, GPT-4 ou versio posterior) como
ferramenta de assisténcia por IA para auxiliar no aprimoramento
linguistico e na clareza da expressdo. A ferramenta foi utilizada
exclusivamente para fins de edi¢do, incluindo corre¢io gramati-
cal, reestruturagio de frases e melhoria da legibilidade do texto
em inglés. Nenhuma ferramenta de IA foi utilizada para anilise
de dados, gera¢io de dados, interpretagio dos resultados ou ge-
racido de contetdo cientifico. Todas as saidas foram revisadas e
editadas criticamente pelos autores, que assumem total responsa-
bilidade pela precisdo, integridade e originalidade do manuscrito
final. @
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