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Resumo 
Introdução: O colágeno é a proteína mais abundante dos tecidos conjuntivos, essencial 
para integridade estrutural, cicatrização e remodelação. Alterações em sua deposição 
associam-se a diversas patologias. Técnicas histológicas, com uso das colorações de 
Tricrômico de Masson e Sirius Red, permitem identificar fibras colágenas e compreender 
processos fisiológicos e patológicos nos tecidos. Objetivo: Sintetizar as principais técnicas 
histológicas utilizadas na análise do colágeno tecidual descritas na literatura. Materiais e 
métodos: Revisão integrativa da literatura, realizada por busca bibliográfica, em maio de 
2024, nas bases SciElo, Lilacs e PubMed. Foram incluídos artigos publicados, entre 2019 e 
2023, que cumpriram os critérios de seleção previamente definidos. Resultados: 4578 
registros foram identificados. Destes, 25 artigos foram elegíveis para análise. Houve um 
maior número de estudos publicados em 2020, com predomínio da língua inglesa. O 
modelo de estudo e tecido da amostra se apresentaram heterogêneos nas publicações. 
Relativo à natureza da técnica histológica, a maioria dos autores utilizou de análise 
conjunta, seguida, respectivamente, da morfometria e morfologia. As colorações 
teciduais mais empregadas foram Sirius Red, seguida do Tricrômica de Masson. 
Conclusão: Observou-se uma considerável diversidade quanto ao tipo de amostra, tecido 
avaliado e método de análise, sem um predomínio ou preferência clara. 

Palavras-Chave: Colágeno; Histologia; Técnicas de Avaliação. 

 

 
Abstract 

Introduction: Collagen is the most abundant protein in connective tissues, essential for 
structural integrity, healing, and remodeling. Alterations in its deposition are associated 
with various pathologies. Histological techniques, using Masson's Trichrome and Sirius 
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Red stains, allow the identification of collagen fibers and understanding of physiological 
and pathological processes in tissues. Objective: To summarize the main histological 
techniques used in tissue collagen analysis described in the literature. Materials and 
methods: Integrative literature review, conducted through a bibliographic search in May 
2024 in the SciElo, Lilacs, and PubMed databases. Articles published between 2019 and 
2023 that met the previously defined selection criteria were included. Results: 4,578 
records were identified, of which 25 were eligible for analysis. A greater number of studies 
were published in 2020, with a predominance in English. The study design and sample 
tissue were heterogeneous across publications. Regarding the nature of the histological 
technique, most authors used conjoint analysis, followed by morphometry and 
morphology, respectively. The most commonly used tissue stains were Sirius Red, 
followed by Masson's Trichrome. Conclusion: There was considerable diversity in the 
sample type, tissue evaluated, and analysis method, with no clear predominance or 
preference. 
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1. Introdução 

Os tecidos conjuntivos desempenham 
um papel essencial na manutenção da 
integridade estrutural e funcional de 
órgãos e sistemas no corpo humano. 
Esses tecidos são compostos por 
diferentes tipos de células e uma matriz 
extracelular rica, que contém fibras 
proteicas e moléculas da substância 
fundamental essenciais para a 
arquitetura e funcionalidade dos tecidos. 
Entre as fibras presentes na matriz 
extracelular, o colágeno destaca-se como 
a proteína mais abundante e de maior 
relevância estrutural. O colágeno é 

responsável por proporcionar resistência 
aos tecidos, que está associada ao 
empacotamento compacto das cadeias 
alfa na hélice tripla, além de participar de 
processos biológicos vitais, como 
cicatrização de feridas, regeneração 
tecidual e remodelamento em resposta a 
injúrias ou doenças.1,2 

O colágeno está presente em quase 
todos os tipos de tecidos conjuntivos, 
incluindo derme, tendões, ligamentos, 
cartilagem, ossos, vasos sanguíneos e na 
matriz intersticial de vários órgãos. Sua 
distribuição contribui para a função 
específica e a estrutura de cada tecido, 
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ajustando-se conforme as necessidades 
biomecânicas e estruturais locais. Na 
derme, por exemplo, o colágeno é 
essencial para a resistência, enquanto 
nos ossos, confere força.3,4 O colágeno 
também compõe a membrana basal, 
oferecendo suporte estrutural e 
facilitando a comunicação celular. 3,4 

Apresenta-se em diversas formas, como 
fibras, fibrilas e redes, dependendo do 
tipo e da função tecidual. O colágeno 
fibrilar, principalmente o tipo I, é o mais 
comum e está organizado em feixes 
longos e resistentes, predominando na 
pele (derme), tendões e ossos. Já o 
colágeno tipo III, também fibrilar, está 
presente em órgãos ricos em vasos 
sanguíneos, como fígado e baço, nestes 
proporciona suporte estrutural e 
mantém a integridade dos tecidos.5,6 

Na cicatrização de feridas, o colágeno 
tipo III é inicialmente depositado para 
formar uma matriz provisória que 
permite a infiltração celular e o reparo 
tecidual. Com o tempo, esse colágeno é 
substituído pelo tipo I, que confere maior 
resistência mecânica à área reparada.7 
Alterações na síntese, deposição ou 
remodelação do colágeno estão 
associadas a várias condições 
patológicas, como fibrose, cirrose 
hepática, doenças cardiovasculares e 
processos tumorais. Em condições de 
fibrose, a superprodução e acúmulo de 
colágeno levam à rigidez e perda de 
função dos tecidos. Em contraste, a 
degradação excessiva dessa proteína 
pode resultar em fraqueza tecidual e 
maior suscetibilidade a lesões.8  

O colágeno não apenas mantém a 
integridade estrutural dos tecidos, mas 
também desempenha um papel 
fundamental na sinalização celular, 
regulação de processos inflamatórios e 
remodelamento tecidual. Sua presença e 

variações são indicadores importantes de 
processos patológicos, além de ser 
fundamental em diagnósticos e 
prognósticos de diversas condições 
clínicas.6 

Para a análise de colágeno em estudos 
histológicos, diversas técnicas de 
coloração são utilizadas, cada uma com 
propriedades específicas para destacar a 
organização e a quantidade de fibras de 
colágeno em diferentes tipos de tecido. A 
coloração de Tricrômico de Masson 
permite diferenciar colágeno de outros 
componentes teciduais, é útil para 
identificar a extensão e o padrão de 
deposição de colágeno em situações 
patológicas, como na fibrose.9 Já a 
técnica de Sirius Red, quando associada 
à microscopia de polarização, é 
amplamente utilizada para evidenciar 
fibras colágenas, distinguindo entre 
colágeno tipo I e III com base na 
birrefringência.10 

Essas técnicas de coloração são 
essenciais para avaliar a deposição e 
remodelação do colágeno em condições 
normais e patológicas, oferecendo 
informações sobre o estado de saúde e a 
qualidade dos tecidos. A análise 
histológica do colágeno auxilia na 
compreensão de processos como 
cicatrização e fibrose, além de ser um 
indicador importante na avaliação 
prognóstica de doenças.9,10 Portanto, o 
presente estudo tem como objetivo 
realizar uma revisão integrativa da 
literatura para sintetizar as principais 
técnicas histológicas na análise de 
colágeno tecidual descritas nas 
publicações científicas atuais. 

 

2. Metodologia 

Este trabalho consiste em uma revisão 
integrativa da literatura, que é um 
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delineamento utilizado para coletar, 
identificar, analisar e sintetizar 
publicações relacionadas a um assunto 
específico.11 

 

SELEÇÃO DA AMOSTRA 

A seleção da amostra deu-se por meio do 
acesso às bases de dados: Scientific 
Electronic Library Online (SciELO) e US 
National Library of Medicine (PubMed), 
no mês de maio de 2024.  

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

Como critério de inclusão, foram 
selecionadas publicações originais, em 
português ou inglês, de 2019 a 2023 
(cinco anos), utilizando os descritores 
relacionados ao colágeno em 
combinação com técnicas de coloração e 
métodos de avaliação, aplicados com o 
operador booleano AND: “Collagen AND 
Picrosirius Red OR Trichrome Stain; 
Collagen AND Evaluation Reports; 
Collagen AND Critique; Collagen AND 
Critiques; Collagen AND Effectiveness; 
Collagen AND Theoretical; Collagen AND 
Evaluation Index; Collagen AND 
Evaluation Methodologies; Collagen AND 
Evaluation Methodology; Collagen AND 
Evaluation Report; Collagen AND 
Evaluation Research; Collagen AND 
Evaluation; Collagen AND Qualitative; 
Collagen AND Quantitative; Collagen 
AND Evaluations; Collagen AND Indexes; 
Collagen AND Methodologies; Collagen 
AND Methodology”. 

Os critérios de exclusão foram 
estabelecidos para artigos que não 
abordassem a natureza da técnica de 
análise tecidual do colágeno ou que não 
a indicasse de forma clara, artigos não 
acessíveis gratuitamente na íntegra, 
além de documentos do tipo capítulos 
de livros, teses, dissertações, cartas aos 

editores e todos os tipos de revisões, 
fossem elas narrativas, integrativas, de 
escopo ou sistemáticas.  

 

ANÁLISE DOS ARTIGOS 

Os artigos localizados nas bases de dados 
foram selecionados por dois avaliadores 
independentes (HRSDC e APAT), que 
avaliaram os títulos e resumos das 
publicações identificadas, aplicando os 
critérios de elegibilidade. Em situações 
de incerteza ou desacordo, um terceiro 
revisor foi consultado para decidir se o 
estudo deveria ser incluído ou não 
(GBM). 

 

3. Resultados 

Foi identificado um total de 4578 
registros a partir das buscas, 612 pelo 
SciELO e 3966 pelo PubMed. Após a 
aplicação dos critérios de inclusão e 
exclusão, 40 registros foram selecionados 
para leitura do resumo, e destes, 30 
eleitos para a leitura completa.  Ao final, 
foram incluídas 25 referências completas 
que estavam relacionadas ao tema e 
cumpriram os critérios de seleção 
previamente definidos. A Figura 1 ilustra 
o processo de seleção dos artigos, 
enfatizando o uso das palavras-chave de 
busca e a aplicação dos critérios de 
inclusão e exclusão conforme delineado 
na metodologia, seguindo os princípios 
da estratégia PRISMA 2020.12 

Os quadros 1, 2 e 3 incluem informações 
como ano de publicação, idioma, autoria, 
amostra, tecido avaliado, coloração 
empregada na análise do colágeno, a 
técnica de análise (morfológica, 
morfométrica ou ambas) e a 
metodologia utilizada na análise do 
colágeno. 
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Figura 1 - Fluxograma de seleção e inclusão dos artigos adaptado do Preferred 
Reporting Items for Systematic review and Meta-Analyses.12 

  

Quadro 1 - Artigos incluídos na revisão integrativa sobre as técnicas histológicas de 
análise morfológica do colágeno. 

Autor/Ano/Idioma 
Amostra/ 
modelo 

de estudo 
Tecido avaliado 

Coloração para 
análise do 
colágeno 

Metodologia para análise do 
colágeno 

Garcia et al13, 
2023, 

Português 

12 ratos 
Wistar 

Região de furca 
do primeiro 

molar inferior 
esquerdo 

Sirius red 
 

Microscópio de luz polarizada, 
para descrição do 

comportamento das fibras 
colágenas periodontais na 

região interradicular 

Martini et al14, 
2023, 
Inglês 

 

30 dentes 
caninos 

humanos 
saudáveis 

Dentina 
radicular 

 

Tricrômico de 
Masson e Sirius 

red 

Microscópio de luz polarizada, 
para 

avaliação microscópica da 
integridade das fibras 

colágenas, por escores. 

Total de estudos encontrados nas 
bases de dados (n= 4.578): 

 
SciELO (n= 612) 

PubMed (n= 3.966) 

Registros removidos antes da triagem: 

Estudos duplicados removidos (n = 3.096) 

Registros analisados (n = 1.482) Registros excluídos (n= 74): 
 

Pelo idioma (n= 57) 
Pelo ano (n= 17) 

Estudos selecionados para leitura 
do resumo (n = 40) Estudos excluídos por diferença de objetivos (n = 10) 

Estudos eleitos para leitura 
completa na íntegra (n = 30) 

Estudos excluídos após leitura completa (n= 5): 
 

Técnica empregada não foi histologia (n = 3) 
Não ficou clara a técnica usada (n=2) 

Estudos incluídos na revisão (n = 25) 

Id
en

tif
ic

aç
ão

 
El

eg
ib

ili
da

de
 

In
cl

us
ão
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Silva et al15, 2023, 
Inglês 

16 ratos 
Wistar 

machos 

Dorso dos 
animais a partir 

da borda de 
mini prótese e 
profundidade 

abaixo do plano 
muscular, 

incluindo o 
músculo 

panículo carnoso 

Hematoxilina-
Eosina 

e 
Sirius red 

Microscopia de luz para 
avaliação descritiva da 
deposição de colágeno 

Benedik et al16, 
2020, 

Português 

 
07 

mulheres 
(mamas 

irradiadas 
e não 

irradiadas 
em um 
mesmo 

paciente) 

Tecido capsular 
e músculo 

peitoral maior 
foram colhidas 

na região de 
maior retração 

cicatricial na 
mama irradiada; 

e na porção 
inferomedial 

próximo ao sulco 
submamário da 

mama não 
irradiada 

Hematoxilina-
Eosina 

e Tricrômico de 
Masson  

Microscopia de luz: avaliados 
aspectos quantitativos (por 

escore) e qualitativos 
(descritivo) da derme, 

panículo adiposo e cápsula do 
implante. 

 
 

Lassaigne et al17, 
2020, Inglês 

19 cães 
adultos 

Tendões do 
tubérculo maior 

do úmero 

Hematoxilina-
Eosina 

e Tricrômico de 
Masson 

Microscopia de luz: descrição 
das fibras de colágeno  

Fonte: autoria própria (2024). 

 

Quadro 2 - Artigos incluídos na revisão integrativa sobre as técnicas histológicas de 
análise morfométrica do colágeno. 

Autor/Ano/Idioma 
Amostra/ 
modelo de 
estudo 

Tecido avaliado 
Coloração 
para análise 
do colágeno 

Metodologia para análise do 
colágeno 

Berger et al18, 
2021, 

Inglês 

60 ratos 
Wistar 

Margem costal 

póstero-
inferior, na 
linha média 

Sirius red 

 

Microscópio de luz polarizada: 
Porcentagem de colágeno 
tipo I e III 

Flores et al19, 2021, 

Inglês 

11 pacientes 
com peri-
implantite 

Tecido mole 
peri-implantar 

Tricrômico de 
Masson 

Quantificação de fibras de 
colágeno, que foi expressa 
como uma porcentagem da 
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área total avaliada 

Zhang et al20, 
2021, 

Inglês 

20 
pacientes 
com HCV 

submetidos 
a 
transplante 
de fígado 

Biópsias de 05 
diferentes 
regiões 
geográficas de 
fígados 
cirróticos 

Tricrômico de 
Masson 

Quantificação de toda a área 
de fibrose por porcentagem 
(machine learnig) 

Pereira et al21, 
2021, 

Inglês 

08 cutias 
machos 

(8 meses 
de idade) e 
08 preás-
amarelos 
machos (8 
meses de 
idade) 

Margem da 
orelha 

 

Tricrômico de 
Gomori 

 

 

 

Densidade das fibras de 
colágeno através de 
porcentagem da área do 
colágeno, a partir da 
microscopia de luz 

 

Barbosa et al22, 
2020, 

Inglês 

24 ratos 
Wistar 
machos 

Dorso cutâneo Sirius red 
Avaliação de densidade das 
fibras de colágeno por 
birrefringência (luz polarizada) 

Bi X et al23, 2020, 

Inglês 

09 
pacientes 
com HOCM 
submetidos 
à cirurgia 

do septo 
ventricular 

Miocárdio 
septal 

Tricrômico de 
Masson 

Determinação da fração de 
volume do colágeno, a partir 
extensão da fibrose miocárdica 

Miles et al24, 2020, 

Inglês 

29 
pacientes 
com morte 
não 
cardíaca 

Análise de 06 
regiões do 
coração 

Sirius red 
Quantificação da 
porcentagem de colágeno 

Rezende et al25, 
2020, 

Português 

24 coelhos 
brancos 
machos 

Pele na região 
das linhas 
médias dorsal 
torácica e 
lombar 

Sirius red 

Microscópio de luz: Cálculo da 
área e a porcentagem de 
colágeno presente em cada 
ferida 

Microscópio eletrônico: 
diâmetro (nm)e densidade das 
fibrilas de colágeno (µm2) 
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Bedoya et al26, 
2019, 

Português 

08 equinos 
machos 

Pele Sirius red 

Quantificação de colágeno por 
segmentação de cor e por 
contagem de pontos (391, 588 
e 792 pontos de interseção) 

Stasi et al27, 2019, 

Inglês 

Pacientes 
com 
doença 
hepática 
crônica 
relacionada 
ao HCV 

143 amostras 
de biópsia 
hepática 

 

Sirius red 

 

 

Porcentagem da área total e 
de colágeno 

Costa et al28, 2019, 

Inglês 
24 cães Pele 

Tricrômico de 
Masson e 
Sirius red 

Porcentagem de deposição do 
colágeno cutâneo por área de 
campo. Utilização de luz 
polarizada para o sirius red 

Fonte: autoria própria (2024). 

Quadro 3 - Artigos incluídos na revisão integrativa sobre as técnicas histológicas, com 
associação de análises morfológicas e morfométricas do colágeno. 

Autor/Ano/ 
Idioma 

Amostra/ 
modelo de 
estudo 

Tecido 
avaliado 

Coloração 
para análise 
do colágeno 

Metodologia para análise do 
colágeno 

Dantas et 
al29, 2023, 

Inglês 

75 ratos Wistar 

machos 

Dorso da 
língua dos 
ratos 

 

Sirius red 

 

 

Morfologia: descrição do padrão de 
deposição e a espessura das fibras 
colágenas 

Morfometria: porcentagem da área 
total de colágeno em relação à área 
total do tecido 

Bhadravathi 
et al30, 2023, 
Inglês 

50 pacientes 
com lesões 
odontogênicas 

Epitélio e 
conjuntivo 
da lesão 

Sirius red 

Morfologia: birrefringência por luz 
polarização correspondente à 
maturação das fibras 

Morfometria: medida da espessura 
do feixe de colágeno  

Jordão et 
al31, 2022, 

Inglês 

40 mulheres 
adultas 
saudáveis 

 

Região pré-
auricular 
próxima à 
inserção 
capilar 

Sirius red 

Morfologia: microscópio de luz 
polarizada com diferenciação entre 
fibras de colágeno tipo I e III, e de 
fibras novas e antigas 

Morfometria: quantificação das 
fibras colágenas  
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Carvalho-
Júnior et 
al32, 2021, 
Inglês 

12 coelhos 
adultos 
machos 

Dorso 
Sirius red 

 

Morfologia: microscopia de luz 
polarizada identificando a presença 
de fibras de colágeno tipo I e tipo III 

Morfometria: densidade média dos 
dois tipos diferentes de fibras de 
colágeno 

Casagrande 
et al33, 2021, 
Inglês 

34 ratos 
Wistar 
machos 

Tendão de 
Aquiles 

Hematoxilina-
Eosina 

e 

Sirius red 

 

Morfologia: microscópio óptico, com 
pontuação aritmética final da 
cicatrização, com descrição da 
organização da matriz extracelular 

Morfometria: porcentagem de área 
ocupada pelas fibras vermelhas e 
amarelas (colágeno I) e verdes 
(colágeno III), com luz polarizada 

Leite et al34, 
2020, 
Português 

60 ratos 
machos 

Dorso 

Hematoxilina-
Eosina 

e 

Tricrômico de 
Gomori 

Morfologia: microscopia de luz, com 
análise por escore (deposição de 
matriz extracelular) 

Morfometria: determinação da 
densidade das fibras colágenas 
neoformadas 

Sanz-Martín 
et al35, 2019, 
Inglês 

20 pacientes 
Palato e área 
da 
tuberosidade 

Tricrômico de 
Masson e 
Sirius red 

Morfologia: microscopia de luz, com 
análise descritiva 

Morfometria: porcentagem da área 
de colágeno 

Simões et 
al36, 2019, 
Inglês 

20 fetos 
humanos 

Articulação 
do quadril 

Tricrômico de 
Masson, Sirius 
red e 
Safranina-O 

Morfologia: microscópio de luz 
polarizada, para distinção das fibras 
colágenas  

Morfometria: percentual da 
densidade da matriz extracelular 

Cunha et 
al37, 2019, 
Inglês 

60 ratos 
Wistar 
machos 
adultos 

Dorso 

Tricrômico de 
Masson e 
Sirius red 

 

Morfologia: microscopia de luz 
polarizada, diferenciação entre fibras 
de colágeno tipo I e III 

Morfometria: densidade óptica da 
área ocupada pela deposição de 
colágeno 

Fonte: autoria própria (2024). 

A amostra incluiu 25 artigos originais (5 
em português, 20 em inglês), distribuídos 
entre 2019 e 2023: seis (24%) em 2019, 

sete (28%) em 2020, seis (24%) em 2021, 
um (4%) em 2022 e cinco (20%) em 2023. 
Sete estudos analisaram 
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especificamente o colágeno, enquanto 18 
o utilizaram apenas metodologicamente. 

Os modelos foram heterogêneos: tecidos 
humanos (n=11), ratos (n=8), coelhos (n=2), 
cães (n=2), equino (n=1), preá (n=1) e 
cutias (n=1). Os tipos de tecidos avaliados 
incluíram língua, região de furca do 
primeiro molar, dentina, dorso, tecido 
epitelial e tecido conjuntivo de lesões 
odontogênicas, região pré-auricular, 
margem costal, pele, tendões, tecidos 
moles peri-implantados, margem da 
orelha, fígado, tecido capsular, coração, 
palato, tuberosidade e articulação de 
quadril (Quadros 1, 2 e 3). 

A distribuição dos estudos em relação à 
natureza da técnica, incluiu a análise 
morfológica (Quadro 1), a análise 
morfométrica (Quadro 2), e 9 foram 
mistos, no qual utilizaram morfologia e 
morfometria (Quadro 3).  

A coloração mais usada para avaliação do 
colágeno foi a Sirius Red, seguida do 
Tricrômico de Masson. As descrições das 
colorações utilizadas pelos autores 
podem ser encontradas nos quadros 
descritivos (Quadro 1, 2 e 3). Os Quadros 
também descrevem as metodologias 
empregadas para análise morfológica e 
morfométrica do colágeno. 

No geral, a técnica morfológica baseou-
se em realizar a descrição das fibras do 
colágeno, e diferenciar os tipos das fibras 
através das cores, a partir da 
birrefringência de luz polarizada. A 
técnica da morfometria mostrou uma 
maior diversidade de aplicações, a partir 
da avaliação do cálculo da porcentagem 
da área de ocupação do colágeno em 
relação ao tecido, seja por segmentação 
de cor a partir dos softwares 
automatizados ou por contagem de 
pontos a partir de grades com pontos de 
inserção. Apesar de não estar evidente na 

metodologia de todos os estudos que 
avaliaram a densidade das fibras de 
colágeno, geralmente essa análise 
acontece por birrefringência, que 
determina a fração de volume do 
colágeno. 

 

4. Discussão 

O colágeno, principal componente da 
matriz extracelular dos tecidos 
conjuntivos, desempenha um papel 
crucial na estrutura e funcionalidade dos 
tecidos.38,39 A realização desta revisão 
integrativa sobre técnicas histológicas de 
análise do colágeno tecidual se justifica 
pela importância crescente da análise do 
colágeno em diversas áreas das ciências 
biológicas e médicas, especialmente no 
contexto do reparo tecidual, doenças 
fibrosantes e engenharia tecidual, as 
quais fornecem informações valiosas 
sobre a organização, densidade e tipos 
de fibras colágenas.40 

A importância desta revisão está em 
proporcionar uma visão ampla sobre as 
técnicas histológicas atualmente 
empregadas na análise do colágeno 
tecidual, por meio da integração das 
evidências científicas disponíveis. 

O estabelecimento da análise da 
literatura científica no período dos 
últimos cinco anos, ou seja 2019 a 2023, 
nas línguas portuguesa e inglesa, se deu 
no intuito de identificar as tendências 
emergentes, novas abordagens e 
avanços metodológicos, numa 
perspectiva internacional sobre as 
práticas atuais de análise histológica do 
colágeno. 

Como observado nos resultados 
apresentados, os estudos selecionados 
apresentaram grande heterogeneidade 
nos modelos de estudos e nos tipos de 
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tecidos avaliados, o que está diretamente 
ligado à variabilidade biológica 
disponível, questões metodológicas e aos 
objetivos específicos do estudo. Embora 
Silva et al., (2020)41, destaque que há um 
debate acirrado acerca da necessidade 
de políticas públicas que estimulem o 
desenvolvimento e a adoção de técnicas 
alternativas ao uso de animais na esfera 
do ensino, pesquisa e indústria, é válido 
ressaltar que a utilização de diferentes 
tipos de tecido e de regiões anatômicas 
amplia a representatividade e a validade 
dos achados. Essa abordagem aumenta 
a solidez científica das conclusões e sua 
aplicabilidade em cenários clínicos 
diversos, promovendo avanços no 
entendimento e no manejo de condições 
biológicas e patológicas.42 

Quanto às colorações mais empregadas 
atualmente para análise do colágeno nas 
técnicas histológicas, se destacam 
Tricrômico de Masson e Picrosirius, ou 
Sirius Vermelho,43,44,45 devido à sua 
capacidade de visualizar o colágeno com 
maior precisão.28 Isso justifica os 
resultados desta revisão, no qual, nos 
estudos avaliados, teve-se o maior 
emprego da coloração de Sirius Red, 
seguida da Tricrômica de Masson.  

Embora esses dois corantes possuam 
boa afinidade para fibras de colágeno 
devido às interações base-ácido44, a 
principal diferença entre as colorações 
de Sirius Red o Tricrômico de Masson 
reside na especificidade das fibras de 
colágeno que cada uma demonstra.45 O 
Sirius Red em uma maior afinidade por 
colágeno fibrilar, particularmente os 
tipos I e III, devido à sua estrutura 
química alongada que proporciona um 
contraste mais específico para essas 
fibras, já que presença de aminoácidos 
básicos nas moléculas do colágeno 
reagem fortemente com esse corante 
ácido, o que promove maior 

birrefringência.46,47  

Por outro lado, o Tricrômico de Masson 
se baseia no uso de corantes em 
soluções ácidas, envolvendo etapas 
específicas: coloração dos núcleos com 
hematoxilina; coloração dos citoplasmas 
com um corante vermelho; diferenciação 
dos tecidos com o uso de ácido 
fosfotúngico ou fosfomolíbdico para 
promover contraste; e coloração final das 
fibras colágenas com azul ou verde.48 No 
entanto, ainda que o Tricrômico de 
Masson tenha a capacidade de corar 
uma variedade de componentes da 
matriz extracelular, ele não é tão 
específico para os distinguir os tipos de 
colágeno.28 Além disso, as colorações 
tricrômicas mostram uma tendência a 
desbotamento.28 

De acordo com Montes e Junqueira 
(1991)46, embora outras colorações 
tenham sido utilizadas ao longo do 
tempo, ficou evidente que elas 
apresentam limitações na intensidade da 
coloração gerada, o que pode resultar 
em insuficiência na marcação das 
estruturas e prejudicar a análise do 
colágeno. 

As técnicas morfológicas e 
morfométricas são amplamente 
utilizadas na análise do colágeno, e 
proporcionam abordagens 
complementares para avaliar sua 
distribuição e quantidade em diferentes 
tecidos. A técnica morfológica consiste 
em métodos qualitativos que utilizam 
colorações histológicas específicas, como 
o Sirius Red para identificar e visualizar as 
fibras colágenas por meio de 
microscopia, revelando aspectos 
estruturais e organizacionais do 
colágeno no tecido.  Tratando-se da 
técnica morfométrica, esta é quantitativa 
e envolve o processamento digital de 
dados ou estatística de imagens 
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histológicas, permitindo a mensuração 
de parâmetros como a densidade, área e 
volume ocupado pelo colágeno no 
tecido estudado, fundamental para 
correlações mais precisas em estudos 
comparativos e experimentais.49 

A análise morfométrica faz a utilização de 
ferramentas digitais como o plugin 
OrientationJ para ImageJ/FIJI, que 
permite uma análise automatizada e 
padronizada das propriedades isotópicas 
e de orientação das fibras colágenas. 
Essa abordagem reduz a subjetividade 
da análise manual, ampliando a 
confiabilidade dos resultados.50 Ademais, 
os resultados apontam para a 
heterogeneidade dos modelos de estudo 
e tipos de tecido analisados, desde 
tecidos humanos até modelos animais, 
essa variabilidade de metodologias é 
fundamental para aumentar a 
generalização dos achados e promover 
avanços significativos na compreensão 
do papel do colágeno em condições 
normais e patológicas.41,42 

Embora não tenha sido o objetivo da 
presente revisão analisar e discutir quais 
tipos de softwares foram utilizados nos 
estudos selecionados, diversos foram 
citados: ImageJ, ZEN 2, ImagePro Plus, 
Halo, Gimp2, Visiopharm, NIS-Elements, 
Axiovision, Zeiss KS300 e ImageTool. Essa 
diversidade dificulta a comparação de 
resultados, visto as diferenças nas 
versões e configurações de cada 
software, além das múltiplas técnicas de 
análise utilizada. A informação, no 
entanto, é interessante para aqueles que 
pretendem escolher um método de 
análise futura.  

Em relação às técnicas utilizadas para a 
análise do colágeno vistas neste estudo, 
observou-se que os resultados 
encontrados reforçam a importância da 
combinação de técnicas morfológicas e 

morfométricas para a análise do 
colágeno tecidual, permitindo uma 
compreensão mais abrangente de sua 
organização estrutural e funcional em 
diferentes contextos. Adicionalmente, a 
predominância do uso das colorações 
Sirius Red e Tricrômico de Masson nos 
estudos analisados demonstra a robustez 
dessas técnicas na caracterização do 
colágeno.45,46,47 

O uso combinado das técnicas de 
análises morfológicas e morfométricas, 
observada na maioria dos estudos 
incluídos (44%), demonstra um avanço 
significativo. De acordo com Costa et al., 
(2019)28 e Sharum et al., (2021)45, a 
integração de descrições qualitativas e 
quantitativas precisas fornece uma visão 
mais detalhada das alterações 
estruturais teciduais, especialmente em 
condições de cicatrização e fibrose. A 
microscopia de luz polarizada é, 
frequentemente, empregada nessas 
técnicas, e fundamental para evidenciar 
variações no padrão de birrefringência e 
na orientação das fibras colágenas.43,51 

Como limitação do presente estudo, 
embora esta revisão da literatura 
apresente uma série de informações 
relevantes, a considerável 
heterogeneidade nos parâmetros 
analisados, a saber: amostra, tecido, 
coloração, metodologia, e aqui também 
se inclui o tipo de software, a partir das 
evidências cientificas dificulta 
determinar uma técnica de maior 
precisão para o emprego da análise do 
colágeno tecidual. 

 A combinação de técnicas morfológicas 
e morfométricas, aliada ao emprego de 
tecnologias de análise digital, torna-se 
essencial para estudos sobre colágeno, 
contribuindo para uma abordagem mais 
abrangente e detalhada das interações 
teciduais em diferentes contextos 
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biológicos. 

 

5. Conclusões 

Com base na análise realizada nesta 
revisão integrativa, baseada apenas em 
artigos originais, ficou evidente a falta de 
padronização das técnicas histológicas e 
histoquímicas para análise de colágeno 
tecidual. Embora a maior parte da 
amostra tenha sido composta por 
estudos em humanos, observou-se uma 
considerável diversidade quanto ao tipo 
de amostra, tecido avaliado e método de 
análise, sem um predomínio ou 
preferência clara. 

Dessa forma, há de se considerar a 
complexidade metodológica na 
abordagem para a avaliação do colágeno 
tecidual, e por isso, a sumarização das 
técnicas encontradas a partir deste 
artigo permite que seja possível uma 
maior disseminação de conhecimento 
permitindo uma melhor escolha por 
outros autores em pesquisas futuras.  
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