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Resumo

Introdugdo: O colageno € a proteina mais abundante dos tecidos conjuntivos, essencial
para integridade estrutural, cicatrizacao e remodelacao. Alteracdes em sua deposicao
associam-se a diversas patologias. Tecnicas histologicas, com uso das coloracdes de
Tricrémico de Masson e Sirius Red, permitem identificar fibras colagenas e compreender
processos fisioldgicos e patologicos nos tecidos. Objetivo: Sintetizar as principais técnicas
histologicas utilizadas na analise do colageno tecidual descritas na literatura. Materiais e
métodos: Revisdo integrativa da literatura, realizada por busca bibliografica, em maio de
2024, nas bases SciElo, Lilacs e PubMed. Foram incluidos artigos publicados, entre 2019 e
2023, que cumpriram os critérios de selecao previamente definidos. Resultados: 4578
registros foram identificados. Destes, 25 artigos foram elegiveis para analise. Houve um
maior numero de estudos publicados em 2020, com predominio da lingua inglesa. O
modelo de estudo e tecido da amostra se apresentaram heterogéneos nas publicacdes.
Relativo a natureza da técnica histologica, a maioria dos autores utilizou de analise
conjunta, seguida, respectivamente, da morfometria e morfologia. As coloracdes
teciduais mais empregadas foram Sirius Red, seguida do Tricromica de Masson.
Conclusao: Observou-se uma consideravel diversidade quanto ao tipo de amostra, tecido
avaliado e método de analise, sem um predominio ou preferéncia clara.

Palavras-Chave: Colageno; Histologia; Técnicas de Avaliacdo.

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 technigues, using Masson's Trichrome and Sirius
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Red stains, allow the identification of collagen fibers and understanding of physioclogical
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: 4578
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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responsavel por proporcionar resisténcia
aos tecidos, que estd associada ao
empacotamento compacto das cadeias
alfa na hélice tripla, além de participar de
processos  bioldogicos  vitais, como
cicatrizacao de feridas, regeneracao
tecidual e remodelamento em resposta a
injurias ou doencas."”

1. Introducgao

Os tecidos conjuntivos desempenham
um papel essencial na manutencao da
integridade estrutural e funcional de
orgaos e sistermas no corpo humano.
Esses tecidos sao compostos por
diferentes tipos de células e uma matriz
extracelular rica, que contém fibras
proteicas e moléculas da substancia
fundamental essenciais para a

O colageno esta presente em quase
todos os tipos de tecidos conjuntivos,

arquitetura e funcionalidade dos tecidos.
Entre as fibras presentes na matriz
extracelular, o colageno destaca-se como
a proteina mais abundante e de maior
relevancia estrutural. O colageno é
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incluindo derme, tenddes, ligamentos,
cartilagem, 0ssos, vasos sanguineos € na
matriz intersticial de varios 6rgaos. Sua
distribuicao contribui para a funcao
especifica e a estrutura de cada tecido,
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ajustando-se conforme as necessidades
pbiomecanicas e estruturais locais. Na
derme, por exemplo, o colageno é
essencial para a resisténcia, enquanto
nos o0ssos, confere forca** O colageno
também compde a membrana basal,
oferecendo suporte estrutural e
facilitando a comunicacédo celular.®#

Apresenta-se em diversas formas, como
fibras, fibrilas e redes, dependendo do
tipo e da funcao tecidual. O colageno
fibrilar, principalmente o tipo |, € o mais
comum e estda organizado em feixes
longos e resistentes, predominando na
pele (derme), tenddes e ossos. Ja o
colageno tipo I, também fibrilar, esta
presente em 0rgaos ricos em vasos
sanguineos, como figado e baco, nestes
proporciona  suporte  estrutural e
mMantém a integridade dos tecidos.>®

Na cicatrizacao de feridas, o colageno
tipo Il é inicialmente depositado para
formar uma matriz provisdria qgue
permite a infiltracao celular e o reparo
tecidual. Com o tempo, esse colageno é
substituido pelo tipo |, que confere maior
resisténcia mecanica a area reparada’’
Alteracdées na sintese, deposicao ou
remodelacao do  colageno  estao
associadas a varias condicoes
patologicas, como  fibrose, cirrose
hepatica, doencas cardiovasculares e
processos tumorais. Em condicdes de
fibrose, a superproducao e acumulo de
colageno levam a rigidez e perda de
funcao dos tecidos. Em contraste, a
degradacao excessiva dessa proteina
pode resultar em fragueza tecidual e
mMaior suscetibilidade a lesées.®

O colageno nao apenas mantém a
integridade estrutural dos tecidos, mas
também  desempenha um  papel
fundamental na sinalizacao celular,
regulacao de processos inflamatorios e
remodelamento tecidual. Sua presenca e

Revista Conexao Ciéncia | Vol. 21 I N° 112026

variacoes sao indicadores importantes de
processos patolégicos, além de ser
fundamental em diagnosticos e
prognosticos de diversas condicoes
clinicas.®

Para a analise de colageno em estudos
histologicos, diversas  técnicas de
coloracao sao utilizadas, cada uma com
propriedades especificas para destacar a
organizacao e a quantidade de fibras de
colageno em diferentes tipos de tecido. A
coloracao de Tricromico de Masson
permite diferenciar colageno de outros
componentes teciduais, é Util para
identificar a extensdao e o padrdao de
deposicao de colageno em situacoes
patoldgicas, como na fibrose® Ja a
técnica de Sirius Red, quando associada
a  microscopia de polarizacao, é
amplamente utilizada para evidenciar
fioras colagenas, distinguindo entre
colageno tipo | e Il com base na
birrefringéncia.’”

Essas técnicas de coloracdao sao
essenciais para avaliar a deposicao e
remodelacao do colageno em condicdes
normais e patologicas, oferecendo
informacodes sobre o estado de saude e a
qualidade dos tecidos. A analise
histolodgica do colageno auxilia na
compreensdo de  processos  CoOmMoO
cicatrizacao e fibrose, além de ser um
indicador importante na avaliacao
prognostica de doencas?®® Portanto, o
presente estudo tem como objetivo
realizar uma revisdo integrativa da
literatura para sintetizar as principais
técnicas histologicas na analise de
colageno tecidual descritas nas
publicacdes cientificas atuais.

2. Metodologia

Este trabalho consiste em uma revisao
integrativa da literatura, que ¢é um
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delineamento utilizado para coletar,
identificar, analisar e sintetizar
publicacdes relacionadas a um assunto
especifico.”

SELECAO DA AMOSTRA

A selecao da amostra deu-se por meio do
acesso as bases de dados: Scientific
Electronic Library Online (SciELO) e US
National Library of Medicine (PubMed),
Nno Més de maio de 2024.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como critério de inclusao, foram
selecionadas publicacdes originais, em
portugués ou inglés, de 2019 a 2023
(cinco anos), utilizando os descritores
relacionados ao colageno em
combinacao com técnicas de coloracao e
meétodos de avaliacao, 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 exclusao  foram
estabelecidos para artigos qgue nao
abordassem a natureza da técnica de
analise tecidual do colageno ou que nao
a indicasse de forma clara, artigos nao
acessiveis gratuitamente na integra,
aléem de documentos do tipo capitulos
de livros, teses, dissertacdes, cartas aos
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editores e todos os tipos de revisoes,
fossem elas narrativas, integrativas, de
escopo ou sistematicas.

ANALISE DOS ARTIGOS

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

3. Resultados

Foi identificado um total de 4578
registros a partir das buscas, 612 pelo
SCiELO e 3966 pelo PubMed. Apds a
aplicacao dos critérios de inclusao e
exclusao, 40 registros foram selecionados
para leitura do resumo, e destes, 30
eleitos para a leitura completa. Ao final,
foram incluidas 25 referéncias completas
gue estavam relacionadas ao tema e
cumpriram 0os critérios de selecao
previamente definidos. A Figura 1 ilustra
O processo de selecao dos artigos,
enfatizando o uso das palavras-chave de
busca e a aplicacdo dos critérios de
inclusao e exclusao conforme delineado
na metodologia, seguindo os principios
da estratégia PRISMA 2020.”

Os quadros 1, 2 e 3 incluem informacoes
como ano de publicacao, idioma, autoria,
amostra, tecido avaliado, coloracao
empregada na analise do colageno, a
técnica de analise (morfologica,
morfométrica ou ambas) e a
metodologia utilizada na analise do
colageno.
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)

Registros removidos antes da triagem:

Estudos duplicados removidos (n = 3.096)

Registros excluidos (n= 74):

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

Estudos excluidos por diferenga de objetivos (n = 10)

Estudos excluidos apos leitura completa (n= 5):

Técnica empregada ndo foi histologia (n = 3)
Nio ficou clara a técnica usada (n=2)

S Total de estudos encontrados nas
& bases de dados (n=4.578):
if:_’ >
T SciELO (n=612)
] PubMed (n= 3.966)
— '
Registros analisados (n = 1.482)
—
)
t . .
g Estudos selecionados para leitura
= do resumo (n = 40) ——»
=
Qo
: !
Estudos eleitos para leitura
completa na integra(n=30) T——»
9 l
2 Estudos incluidos na revisao (n = 25)
©
[=

Figura1- Fluxograma de selecao e inclusao dos artigos adaptado do Preferred
Reporting Items for Systematic review and Meta-Analyses.”

Quadro 1 - Artigos incluidos na revisdo integrativa sobre as técnicas histoldgicas de
analise morfologica do colageno.

AESEN Sl Metodologia para analise do
Autor/Ano/ldioma | modelo Tecido avaliado analise do g 'p
. colageno
de estudo coladgeno
. Microscopio de luz polarizada
. . Regido de furca ° . '
Garcia et al”, o - para descricao do
12 ratos do primeiro Sirius red .
2023, . . . comportamento das fibras
R Wistar molar inferior ) : .
Portugués colagenas periodontais na
esquerdo . ‘
regiao interradicular
o Microscopio de luz polarizada
Martini et al'4, 30 dentes . o P P '
) Dentina Tricrébmico de para
2023, caninos . . L . .
R radicular Masson e Sirius avaliacao microscopica da
Inglés humanos . . .
L red integridade das fibras
saudaveis

coladgenas, por escores.
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Silva et al®, 2023,
Inglés

lo ratos
Wistar
machos

Dorso dos
animais a partir
da borda de
mini protese e
profundidade
abaixo do plano
muscular,
incluindo o
musculo
paniculo carnoso

Hematoxilina-
Eosina
e
Sirius red

Microscopia de luz para
avaliacao descritiva da
deposicao de colageno

Benedik et al'®,
2020,
Portugués

o7
mulheres
(mamas
irradiadas
e nao
irradiadas
emum
mesmo
paciente)

Tecido capsular
e musculo
peitoral maior
foram colhidas
na regido de
mMaior retracao
cicatricial na
mama irradiada;
€ na porgao
inferomedial
proximo ao sulco
submamario da
mama nao
irradiada

Hematoxilina-
Eosina

e Tricrébmico de
Masson

Microscopia de luz: avaliados
aspectos quantitativos (por
escore) e qualitativos
(descritivo) da derme,
paniculo adiposo e capsula do
implante.

Lassaigne et al”,
2020, Inglés

19 caes
adultos

Tenddes do
tubérculo maior
do Umero

Hematoxilina-
Eosina

e Tricrébmico de
Masson

Microscopia de luz: descricao
das fibras de colageno

Fonte: autoria propria (2024).

Quadro 2 - Artigos incluidos na revisdo integrativa sobre as técnicas histolégicas de
analise morfométrica do colageno.

AUESIEY SRl Metodologia para analise do
Autor/Ano/ldioma | modelo de | Tecido avaliado | para  analise col enog P

estudo do colageno 9
Berger ot al® Margem costal . o .

9 " eo atos | Sirius red Microscépio de luz polarizada:
2021, . postero- Porcentagem de colageno
Inalés Wistar inferior, na tipo | e Ili

° linha média
Flores et al®, 2021, | T pacientes | - . | Ticromico de | Quantificacdo de  fibras de

Inglés

com peri-
implantite

peri-implantar

Masson

colageno, que foi expressa
como uma porcentagem da
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area total avaliada

20
gg;ng et al® | com HCV (rjencgeiéeer;:tes Tricrémico  de Quantificacao de toda a area
' submetidos geograficas de | Masson de ﬂb.rose por porcentagem
Inglés a figados (machine learnig)
transplante | ¢jrréticos
de figado
08  cutias
machos
Pereira et al?, (8 | meses Treremico de Depadade dai f,|bras 3e
5021 de idade) e Margemn da | G 4 colageno através e
’ 08 preds- | orelha omori porcentagem da drea do
Inglés amarelos cohlégeno,. a partir da
machos (8 microscopia de luz
meses de
idade)
Barbosa et al” |54 ratos Avaliacdo de densidade das
2020, Wistar Dorso cutaneo | Sirius red fioras de colageno  por
Inglés machos birrefringéncia (luz polarizada)
09
pacientes
: com HOCM . ~ ~
Bi X et al*, 2020, submetidos | Miocardio Tricromico de beterminacao 'da fragao d.e
. - ) ceptal Masson volume do colageno, a partir
Inglés acirurgia b extensao da fibrose miocardica
do septo
ventricular
29
Miles et al?* 2020, | Pacientes Analise de 06 L
com morte | regides do | Sirius red Quantificacdo ) da
Inglés n30 coracio porcentagem de colageno
cardiaca
Microscopio de luz: Calculo da
Pele na regido area e a porcentagem de
Rezende et al® |54 coelhos | das linhas colageno presente em cada
2020, brancos médias dorsal | Sirius red ferida
Portugués machos Toré;ica . Microscopio eletrénico:
ombar

diametro (hm)e densidade das
fibrilas de colageno (um?)
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Bedoya et al*® Quantificacao de colageno por
08 equinos . segmentacao de cor e por
2019, 4 Pele Sirius red 9 ¢ g
A machos contagem de pontos (391, 588
Portugues e 792 pontos de intersecao)
Pacientes
com
; 27 doenca 143  amostras | gjr )
Stasi et al”, 2019, s 2>-e> | Sirius red Porcentagem da area total e
A hepatica de bidpsia de coldgeno
Inglés cronica hepética 9
relacionada
ao HCV
o Porcentagem de deposicao do
Costa et al® 2019 Tricromico de , . )
v v . colageno cutaneo por area de
A 24 caes Pele Masson ® | campo. Utilizacdo de Iuz
Ingles Sirius red Po. a0
polarizada para o sirius red
Fonte: autoria propria (2024).
Quadro 3 - Artigos incluidos na revisdao integrativa sobre as técnicas histoldgicas, com
associacao de analises morfologicas e morfomeétricas do colageno.
Amostra . Coloragao . .
Autor/Ano/ / Tecido ¢ - Metodologia para andlise do
. modelo de . para analise .
Idioma avaliado . colageno
estudo do colageno
Morfologia: descricdo do padrao de
Dantas et deposicao e a espessura das fibras
2 5023 75 ratos Wistar | DOrso da | Sirius red colagenas
al™, ' lingua  dos
Inalas machos ratos Morfometria: porcentagem da area
d total de colageno em relacao a area
total do tecido
Morfologia: birrefringéncia por luz
Bhadravathi | 50 pacientes | Epitélio e polamzac;:'}\o gorrespondente 3
et al*, 2023, | com lesdes | conjuntivo Sirius red maturagao das fibras
Inglés odontogénicas | da lesao Morfometria: medida da espessura
do feixe de colageno
. Morfologia: microscopio de luz
. 40  mulheres | Reégiao  pre- polarizada com diferenciacao entre
Jordao et auricular ‘ ] .
S 2002 adultas He ) . fibras de colageno tipo | e lll, e de
' ’ saudaveis proxima a | Sirius red fibras novas e antigas
Inglés INSerqac . .
d capilar Morfometria:  quantificacao  das

fibras colagenas
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Carvalho-

Morfologia: microscopia de luz
polarizada identificando a presenca

Jdnior ot 12 coelhos Sirius red de fibras de coldgeno tipo | e tipo Il

52 501 adultos Dorso ‘ . o

a ’ "I machos Morfometria: densidade média dos

Ingles dois tipos diferentes de fibras de
colageno
Morfologia: microscépio optico, com

Hematoxilina- | pontuagdo  aritmética final da
Eosina cicatrizacao, com descricao da
Casagrande | 34 ratos . 7303 i
393 ‘ Tenddo de | 4 organizacao da matriz extracelular
et al®, 2021, | Wistar Aquiles ‘

Inglés machos 9 Sirius red Morfometria: porcentagem de area
ocupada pelas fibras vermelhas e
amarelas (colageno 1) e verdes
(colageno lll), com luz polarizada

Hematoxiling- | Morfologia: microscopia de luz, com
Fosina analise por escore (deposicdo de
Leite et al** i lul
"1 60 ratos matriz extracelular)
2020, R Dorso e
Portugués | 19¢NOS S Morfometria:  determinagcdo  da
Tricromico de | densidade das fibras colagenas

Gomori

neoformadas

Sanz-Martin
et al*®, 2019,
Inglés

20 pacientes

Palato e area
da
tuberosidade

Tricrbmico de
Masson e
Sirius red

Morfologia: microscopia de luz, com
analise descritiva

Morfometria: porcentagem da area
de colageno

Simdes et

Tricrbmico de

Morfologia: microscopio de luz
polarizada, para distincao das fibras

e 5019 20 fetos | Articulacao Masson, Sirius | colagenas
'lA "| humanos do quadril red e
Ingles Safranina-O | Morfometria: percentual da
densidade da matriz extracelular
Morfologia: microscopia de luz
60 ratos Tricrébmico de | polarizada, diferenciacao entre fibras
Cunha et Wistar Masson e | de colageno tipo | e lll
Inglés Machos Morfometria: densidade optica da
adultos

area ocupada pela deposicao de
colageno

Fonte: autoria propria (2024).

A amostra incluiu 25 artigos originais (5
em portugués, 20 em inglés), distribuidos
entre 2019 e 2023 seis (24%) em 2019,

sete (28%) em 2020, seis (24%) em 2027,
um (4%) em 2022 e cinco (20%) em 2023.

Sete
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estudos analisaram
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especificamente o colageno, enquanto 18
o utilizaram apenas metodologicamente.

Os modelos foram heterogéneos: tecidos
humanos (n=11), ratos (n=8), coelhos (n=2),
caes (n=2), equino (n=1), prea (n=1) e
cutias (n=1). Os tipos de tecidos avaliados
incluiram lingua, regidao de furca do
primeiro molar, dentina, dorso, tecido
epitelial e tecido conjuntivo de lesdes
odontogénicas, regiao pré-auricular,
margem costal, pele, tenddes, tecidos
moles peri-implantados, margem da
orelha, figado, tecido capsular, coracao,
palato, tuberosidade e articulacao de
qguadril (Quadros 1,2 e 3).

A distribuicao dos estudos em relacao a
natureza da técnica, incluiu a analise
morfologica (Quadro 1), a analise
morfométrica (Quadro 2), e 9 foram
mistos, no qual utilizaram morfologia e
morfometria (Quadro 3).

A coloracao mais usada para avaliacao do
colageno foi a Sirius Red, seguida do
Tricrébmico de Masson. As descricoes das
coloracdes utilizadas pelos autores
podem ser encontradas nos quadros
descritivos (Quadro 1, 2 e 3). Os Quadros
também descrevem as metodologias
empregadas para analise morfologica e
morfométrica do colageno.

No geral, a técnica morfoldégica baseou-
se em realizar a descricao das fibras do
colageno, e diferenciar os tipos das fibras
através das cores, a partir da
birrefringéncia de luz polarizada. A
técnica da morfometria mostrou uma
maior diversidade de aplicacdes, a partir
da avaliacao do calculo da porcentagem
da area de ocupacao do colageno em
relacao ao tecido, seja por segmentacao
de cor a partir dos softwares
automatizados ou por contagem de
pontos a partir de grades com pontos de
insercao. Apesar de nao estar evidente na
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metodologia de todos os estudos gue
avaliaram a densidade das fibras de
colageno, geralmente essa analise
acontece por Dbirrefringéncia, que
determina a fracao de volume do
colageno.

4. Discussao

O colageno, principal componente da
matriz extracelular dos tecidos
conjuntivos, desempenha um papel
crucial na estrutura e funcionalidade dos
tecidos*®* A realizacdo desta revisao
integrativa sobre técnicas histologicas de
analise do colageno tecidual se justifica
pela importancia crescente da analise do
colageno em diversas areas das ciéncias
bioclogicas e médicas, especialmente no
contexto do reparo tecidual, doencas
fibrosantes e engenharia tecidual, as
quais fornecem informacdes valiosas
sobre a organizacao, densidade e tipos
de fibras colagenas.*©

A importancia desta revisdao esta em
proporcionar uma visao ampla sobre as
técnicas histoldgicas atualmente
empregadas na analise do colageno
tecidual, por meio da integracao das
evidéncias cientificas disponiveis.

O estabelecimento da analise da
literatura cientifica no periodo dos
Ultimos cinco anos, ou seja 2019 a 2023,
nas linguas portuguesa e inglesa, se deu
Nno intuito de identificar as tendéncias
emergentes, novas abordagens e
avancos metodoldgicos, numa
perspectiva internacional sobre as
praticas atuais de analise histologica do
colageno.

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 esta diretamente
ligado a variabilidade biclogica
disponivel, questbes metodoldgicas e aos
objetivos especificos do estudo. Embora
Silva et al, (2020)*, destaque que ha um
debate acirrado acerca da necessidade
de politicas publicas que estimulem o
desenvolvimento e a adocao de técnicas
alternativas ao uso de animais na esfera
do ensino, pesquisa e indUstria, é valido
ressaltar que a utilizacao de diferentes
tipos de tecido e de regides anatbmicas
amplia a representatividade e a validade
dos achados. Essa abordagem aumenta
a solidez cientifica das conclusdes e sua
aplicabilidade em cenarios clinicos
diversos, promovendo avancos No
entendimento e no manejo de condicoes
bioldgicas e patoldgicas.*?

Quanto as coloracdes mais empregadas
atualmente para analise do colageno nas
técnicas histologicas, se destacam
Tricrébmico de Masson e Picrosirius, ou
Sirius  Vermelho, 444>  devido a sua
capacidade de visualizar o colageno com
maior precisdo® Isso justifica os
resultados desta revisao, no qual, nos
estudos avaliados, teve-se o maior
emprego da coloracao de Sirius Red,
seguida da Tricromica de Masson.

Embora esses dois corantes possuam
boa afinidade para fibras de colageno
devido as interacdes base-acido*, a
principal diferenca entre as coloracdes
de Sirius Red o Tricromico de Masson
reside na especificidade das fibras de
colageno que cada uma demonstra.*> O
Sirius Red em uma maior afinidade por
colageno fibrilar, particularmente os
tipos | e |Ill, devido a sua estrutura
guimica alongada que proporciona um
contraste mais especifico para essas
fibras, ja que presenca de aminoacidos
basicos nas moléculas do colageno
reagem fortemente com esse corante
acido, o) qgue promove maior
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birrefringéncia.“®4’

Por outro lado, o Tricrébmico de Masson
se baseia no uso de corantes em
solucdes acidas, envolvendo etapas
especificas: coloracao dos nucleos com
hematoxilina; coloracao dos citoplasmas
com um corante vermelho; diferenciacao
dos tecidos com o wuso de acido
fosfotungico ou fosfomolibdico para
promover contraste; e coloracao final das
fibras colagenas com azul ou verde*® No
entanto, ainda que o Tricrébmico de
Masson tenha a capacidade de corar
uma variedade de componentes da
matriz extracelular, ele ndo ¢& tao
especifico para os distinguir os tipos de
colageno”® Além disso, as coloracdes
tricromicas mostram uma tendéncia a
desbotamento.”®

De acordo com Montes e Junqueira
(1991)%¢, embora outras coloracdes
tenham sido utilizadas ao longo do
tempo, ficou evidente que elas
apresentam limitacdes na intensidade da
coloracao gerada, o que pode resultar
em insuficiéncia na marcacao das
estruturas e prejudicar a analise do
colageno.

As técnicas morfologicas e
morfométricas sao amplamente
utilizadas na analise do colageno, e
proporcionam abordagens
complementares para avaliar sua
distribuicao e quantidade em diferentes
tecidos. A técnica morfoldgica consiste
em métodos qualitativos que utilizam
coloracdes histologicas especificas, como
o Sirius Red para identificar e visualizar as
fibras colagenas por meio de
microscopia, revelando aspectos
estruturais e organizacionais do
colageno no tecido. Tratando-se da
técnica morfomeétrica, esta € quantitativa
e envolve o processamento digital de
dados ou estatistica de imagens
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histologicas, permitindo a mensuracao
de parametros como a densidade, area e
volume ocupado pelo colageno no
tecido estudado, fundamental para
correlacdes mais precisas em estudos
comparativos e experimentais.®

A analise morfomeétrica faz a utilizacao de
ferramentas digitais como o plugin
Orientationd para Imaged/FIJl, que
permite uma analise automatizada e
padronizada das propriedades isotopicas
e de orientacao das fibras colagenas.
Essa abordagem reduz a subjetividade
da analise manual, ampliando a
confiabilidade dos resultados.”® Ademais,
0s 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
generalizacao dos achados e promover
avancos significativos na compreensao
do papel do colageno em condicoes
normais e patoldgicas. 2

Embora ndo tenha sido o objetivo da
presente revisao analisar e discutir quais
tipos de softwares foram utilizados nos
estudos selecionados, diversos foram
citados: Imaged, ZEN 2, ImagePro Plus,
Halo, Gimp2, Visiopharm, NIS-Elements,
Axiovision, Zeiss KS300 e ImageTool. Essa
diversidade dificulta a comparacao de
resultados, visto as diferencas nas
versdes e configuracdes de cada
software, além das multiplas técnicas de
analise utilizada. A informacao, no
entanto, € interessante para aqueles que
pretendem escolher um método de
analise futura.

Em relacao as técnicas utilizadas para a
analise do colageno vistas neste estudo,
observou-se que 0S resultados
encontrados reforcam a importancia da
combinacao de técnicas morfologicas e
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morfométricas para a analise do
colageno tecidual, permitindo uma
compreensao mais abrangente de sua
organizacao estrutural e funcional em
diferentes contextos. Adicionalmente, a
predominancia do uso das coloracoes
Sirius Red e Tricromico de Masson nos
estudos analisados demonstra a robustez
dessas técnicas na caracterizacao do
colageno. 4647

O uso combinado das técnicas de
analises morfoldgicas e morfomeétricas,
observada na maioria dos estudos
incluidos (44%), demonstra um avanco
significativo. De acordo com Costa et al,
(2019)® e Sharum et al, (2021)*, a
integracao de descricdes qualitativas e
guantitativas precisas fornece uma visao
mais detalhada das alteracoes
estruturais teciduais, especialmente em
condicdes de cicatrizacao e fibrose. A
microscopia de luz polarizada ¢,
frequentemente, empregada nessas
técnicas, e fundamental para evidenciar
variacdes no padrao de birrefringéncia e
na orientacao das fibras colagenas.***'

Como limitacao do presente estudo,
embora esta revisao da literatura
apresente uma série de informacdes
relevantes, a consideravel
heterogeneidade nos parametros
analisados, a saber: amostra, tecido,
coloracao, metodologia, e aqui tambem
se inclui o tipo de software, a partir das
evidéncias cientificas dificulta
determinar uma técnica de maior
precisao para o emprego da analise do
colageno tecidual.

A combinacao de técnicas morfologicas
e morfomeétricas, aliada ao emprego de
tecnologias de analise digital, torna-se
essencial para estudos sobre colageno,
contribuindo para uma abordagem mais
abrangente e detalhada das interacdes
teciduais em diferentes contextos
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biologicos.

5. Conclusodes

Com base na anadlise realizada nesta
revisdo integrativa, baseada apenas em
artigos originais, ficou evidente a falta de
padronizacao das técnicas histologicas e
histoquimicas para analise de colageno
tecidual. Embora a maior parte da
amostra tenha sido composta por
estudos em humanos, observou-se uma
consideravel diversidade quanto ao tipo
de amostra, tecido avaliado e método de
analise, sem um predominio ou
preferéncia clara.

Dessa forma, hd de se considerar a
complexidade metodologica na
abordagem para a avaliacao do colageno
tecidual, e por isso, a sumarizacao das
técnicas encontradas a partir deste
artigo permite que seja possivel uma
maior disseminacao de conhecimento
permitindo uma melhor escolha por
outros autores em pesquisas futuras.
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