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1.
INTRODUCAO



A fungdo coclear estd intimamente dependente da microvascularizacdo do
ouvido interno. Como tal, o conhecimento exacto da angiomorfologia normal é
de importéancia crucial, ndo sé para a interpretacao fisiopatologica das alteragdes
do fluxo sanguineo coclear, mas também para a compreensdo dos varios tipos de
hipoacusia humana.

A impossibilidade de estudar o fluxo sanguineo coclear por técnicas in vivo, nao
destrutivas da delicada morfologia coclear, limita a evidéncia do verdadeiro papel
da microvasculariza¢do do ouvido interno na fun¢do da cdclea, nomeadamente no
que respeita a audigdo. Para o estudo da angiomorfologia, acreditamos na neces-
sidade de criar, no modelo experimental, padrdes vasculares normais. Os dados
obtidos servirao de controlo do normal em futuros estudos experimentais (quimi-
cos, fisicos e metabdlicos). A mimetizagdo destas situacdes no animal experimen-
tal permite melhor caracterizagdo das alteragoes da microvascularizacdo arterial no
Homem, e também melhor interpretacao das alteracdes vasculares na hipoacusia.

A hipoactsia, ou diminui¢do dos limiares auditivos por lesdo coclear, pode
dever-se a alteracao das estruturas das paredes interna ou externa da coclea, com con-
sequente alteracdo microvascular a esse nivel. A caracterizagao dos varios tipos de
hipoactisia por lesdo coclear foi realizada por Schuknecht, em 1969!'3], ao estudar
a fisiopatologia subjacente a presbiactisia com base no perfil audiolégico dos pacien-
tes, que depois correlacionou com as varias alteragdes na morfologia coclear, classi-
ficagio esta posteriormente revista por Lee em 20130,

A presbiactisia de tipo sensorial esta intimamente relacionada com a degeneres-
céncia do érgao espiral de Corti e lesdao das células ciliadas externas ao nivel da base
da coclea. Tendo em mente a tonotopia coclear, com localizagdo dos sons agudos ao
nivel da base da coclea, facilmente se explica que este tipo de lesao se caracteriza por

um padrao audiométrico com perda nas altas frequéncias.
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A presbiaciisia de tipo neural caracteriza-se por perda neuronal, nomeada-
mente de aferéncias neuronais, com tradu¢ao audiométrica numa curva gradual-
mente descendente, com atingimento importante da discriminac¢do auditiva. Otte
e colaboradores!®), em estudos realizados, evidenciaram cerca de 5 a 10% de perda
neuronal por cada dez anos de vida na espécie humana.

A presbiaciisia de tipo metabélico resulta da atrofia da estria vascular, que con-
duz a alterag¢ao do potencial da endolinfa, por diminui¢ao das células da estria vascu-
lar com consequente alteracdo do mecanismo de reciclagem de K+. Esta hipoacusia
acompanha-se ainda de altera¢ao da morfologia do ligamento espiral e traduz-se,
em termos audiométricos, por uma curva aplanada com perdas em todas as frequén-
cias. Na surdez genética de transmissdo autossomica dominante de tipo DFNAY,
a surdez é também de tipo metabodlico caracterizada por atrofia de estria vascular e
do ligamento espiral.

A presbiaciisia de condugdo coclear traduz-se por alteragdo na condugio coclear,
causada por rigidez na base da cdclea e consequente lesdo apical, o que leva a uma
curva audiométrica com atingimento sobretudo das baixas frequéncias ou seja dos
sons graves.

A presbiacusia de tipo misto caracteriza-se por padrao audiologico misto veri-
ficando-se atingimento das altas frequéncias e dos sons agudos, devido a perda de
células ciliadas externas, sobretudo na espira basal; perda de discriminagao, devida a
perda severa de populagdo neuronal coclear; perda em todas as frequéncias, devida
a diminui¢ao de células na estria vascular e no ligamento espiral; e atingimento das
baixas frequéncias, devido a lesdo nas espiras apicais.

Tendo em mente a tonotopia coclear, estando caracterizados todos os tipos de
hipoacusia sensorioneural, inquirimo-nos em que medida é que a microvasculari-
zagdo coclear, considerando ndo s6 a cdclea no seu conjunto, mas também as dife-
rentes redes microvasculares, das paredes interna e externa da coclea, contribui para
este tipo de alteragoes.

Dai a importancia do estudo da microvascularizagdo coclear, ndo sé ao nivel
da rede microvascular, dependente da artéria modiolar espiralada em intima rela-
¢do com as células do ganglio espiral, mas também ao nivel da parede externa
da cdclea com particular destaque para a microvascularizagao da estria vascular,
do ligamento espiral e da espira basal da coclea, com estudo morfométrico dos res-

pectivos calibres vasculares.
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1.1. NOTA HISTORICA — REPRESENTACAO SIMBOLICA
EGIPTO — A ORELHA DIVINA

Irei iniciar esta exposi¢do com uma representagao do sentido da audigdo, numa
magnifica estela, encontrada no interior do recinto do templo de Hathor, Egipto,
XIX-XX dinastia, Novo Reino.

Nela, o artesao Bai, de Deir el Medinesh, Praca da Verdade, dirige-se directa-
mente a Amon, «0 que escuta as oragdes», fazendo representar este facto simbdlico
por trés pares de orelhas, aliadas a uma atitude de prece. Em baixo, o deus Amon
esta representado duas vezes sob a forma de carneiro sagrado (FIG. 1).

Esta estela simboliza o hino sagrado: «O deus acerca-se de quem o chama» ou
«O deus que estd sentado vem a quem o chama. Espléndido em aparéncia, rico em
orelhas» (Zabern, 1987)[7),

FIG.1 Estela do Artesdo Bei — Museu Egipcio do Cairo
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No antigo Egipto, o ouvido estava associado a trés fung¢des principais: a audi-
¢do como sentido, como mediagdo integrada na prece, representando o fazer-se
ouvir pelos deuses e a fun¢ao decorativa, como suporte de ornamento (Zabern,
1987; Zabern, 2005)7118],

A audigao encontra-se bem documentada, quando em figuras de cantores e
em outras atividades, os protagonistas se apresentam com as maos atras do pavi-
lhao auricular, ilustrando o acto de ouvir (Mudry, 2006) .

Os que desejavam ser ouvidos pelos deuses escreviam mensagens ou agradeci-
mentos, sempre acompanhados do seu proprio nome, em pegas em que aparecia
inscrita a «orelha divina».

Junto a Karnak encontraram-se cerca de 17000 pegas, depositadas por gente
humilde que assim queria fazer ouvir as suas preces.

Nos muros, inimeros vestigios de orelhas sagradas atestam o desejo de comu-

nicar com os deuses.

FIG. 2 Pormenor de um friso no recinto de Amun Re (Wikipédia)

E curioso 0 modo como o pavilhio auricular era representado em hieroglifos.

Os hieroglifos, do grego hieros (sagrado) e glipho (esculpir ou gravar) eram
denominados de «palavras de Deus», sendo a sua invengao atribuida a Toty, deus da
sabedoria, e a escrita a Seshat, deusa da escrita.

Os hieréglifos utilizavam-se sobretudo nas obras monumentais, gravados para
a Eternidade como textos em pedra (FIG. 2). A representacdo em hieréglifos do pavi-
lhédo auricular, encontra-se representada inicialmente, sob a forma de pavilhao auri-
cular de vaca, em homenagem a deusa Hathor.

Hathor, a deusa da alegria, da fertilidade, da musica e da danga, é inicialmente
representada sob a forma de vaca. Surge representada em capela propria e esta asso-

ciada a numerosos papiros, (Zabern, 2005)8! (FiG. 3).
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a7

FIG. 3 A capela da vaca sagrada de Hathor FIG. 4 A deusa Hathor — Coluna de Hathor do
— Museu Egipcio do Cairo-sala 12 r/c Templo de Dendera, ruinas de Tentyra
18.2 dinastia, fim do reinado de Thoutmosis |I (Carpiceci, ZOOO)“O]

(Zabern, 1987)[7] (in Musée Egyptien
du Cairo-catalogue officiel)

Representa o regresso da fertilidade as regides 4ridas do Egipto (Naville E, 1907)[11],

Quando sob a forma de vaca, a deusa Hathor surge com todos os seus simbolos,
o disco solar, a coroa e o ceptro em forma de serpente.

Por vezes, Hathor, a deusa da alegria, da fertilidade, da musica e da danca, surge
sob a forma de uma face humana associada a pavilhdo auricular de vaca (FIG. 4).

Esta representacdo é visivel ao longo da histéria do Egipto, em diferentes
templos e locais de culto. Inicialmente observada na 1.* dinastia, sera em Deir
el Medineh no templo de Hastshepsut que a sua representagao atinge o apogeu
(Carpiceci, 2000)119),

Outra manifestacdo do ouvido como simbolo de prece e comunicagdo com os
deuses, surge nos hieréglifos dos textos das piramides, por exemplo na camara fune-
raria do rei Horus. Estes, representavam preces e também simbolos, entre eles varios

simbolos de orelhas, que ajudariam o rei a ascender aos Céus.
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O papiro cirtirgico (Allen, 2006)!'? que data de 3000-2500 a.C., inclui descri-
¢oes de lesao do osso temporal como sequelas de feridas de guerra e o seu efeito na
audicdo e produgao de linguagem.

No papiro de Ebers, 1500 a.C., (Allen, 2006)[12] um dos capitulos esta exclusiva-
mente dedicado a «medicinas para a audigdo e fracos de ouvido».

As reduzidas dimensdes do ouvido interno e o seu dificil acesso cirtrgico, foram

em parte responsaveis pela escassa informagao sobre o tema.

FIG. 5 Nefertiti— Museu Egipcio de Berlim

Reportando a fungao decorativa, Nefertiti (FIG. 5) ideal de beleza e perfeicdo surge
com os lobulos das orelhas perfurados (Breger, 2006)[13],
Este papel decorativo atribuido aos adornos do ouvido, colocados no 16bulo da

orelha, estava aliado no Egipto também a fungdo de afastar os espiritos.
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1.2. BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO DO OUVIDO
1.2.1. Ouvido Externo

O pavilhdo auricular e o conduto auditivo externo tém a sua origem na extre-
midade dorsal do 1.° e 2.° arcos branquiais e também na 1.2 fenda branquial, a par-
tir de proliferacdes mesenquimatosas, cerca de trés de cada lado do canal auditivo
externo. Estas, designadas por Moldenhauer de colliculi branchiali externi, origi-
nam zonas bem delimitadas do pavilhdo auricular. O trago e o 16bulo da orelha
serdo dependentes do colliculi 1 e 6, tendo assim uma origem dupla no 1.° e no
2.° arcos branquiais.

O antélice e o antitragos originam-se respectivamente nos colliculi 4 e 5.

O hélice origina-se da proliferagdo e enrolamento dos colliculi 2 e 3.

X.H. Wang, (Wang et al., 2009)[4} introduzem a nogio de proliferagdes mesenqui-
matosas profundas e marginais, originando-se assim o pavilhao auricular ou orelha
simultaneamente do 1.° arco e do 2.° arco branquiais.

Para Wood-Jones, 1934!15], a formacio do hélice depende do enrolamento anti-
-horario do labio hioideu da 1.* fenda branquial.

O canal auditivo externo deriva da por¢ao dorsal da 1.2 fenda branquial ectoblas-
tica, que ao invaginar-se contacta com a invaginac¢do da 1.2 fenda branquial endoblastica,
que forma a caixa do timpano e a tuba auditiva. No inicio da 10.* semana, as células
epiteliais do conduto proliferam formando uma placa epitelial junto a caixa do tim-
pano. A mesoderme que reveste cada uma destas fendas insinua-se entre estas, condi-
cionando a tripla origem embrioldgica da membrana timpénica; uma camada externa
de origem ectoblastica, uma camada média de origem mesoblastica e uma camada
interna de origem endoblastica.

O osso timpanico que originard o canal auditivo externo resulta da ossificagao
membranosa do tecido conjuntivo a volta da membrana do timpano, de um anel
0sseo que tem a sua origem em quatros centros de ossificacao distintos (Anson
et al., 1955)116],

O canal auditivo externo ésseo tem uma cronologia de desenvolvimento que
se inicia no embrido de nove semanas e que apenas se completa um ano ap6s o

nascimento.
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1.2.2. Ouvido Médio

A caixa do timpano ou cavidade timpénica, o antro e restantes cavidades mastoi-
deas e a tuba auditiva, tém a sua origem em fenémenos de reabsor¢ao do tecido con-
juntivo embriondrio, que se completa apenas apos o nascimento, com invasao das
cavidades do ouvido médio pelo epitélio tubo-timpanico, e com pneumatizagio das
cavidades que se inicia com o nascimento e que prossegue durante a infancia.

As paredes Osseas tém uma formagdo complexa, originando-se por diferentes
focos de ossificacio membranosa e endocondral em diferentes estruturas consti-
tuintes da base do craneo.

Os ossiculos e respectivo aparelho musculo-ligamentoso tém a sua origem no
esqueleto dos dois primeiros arcos branquiais e na capsula 6tica.

A membrana do timpano origina-se na primeira bolsa faringea.

O canal tubo-timpanico de Kolliker, que ira originar a trompa, origina-se da pri-
meira bolsa endobranquial.

E visivel no embrido, no estddio de 14 sémitos, externamente o futuro canal
auditivo externo, que tem a sua origem no epiblasto, e internamente a capsula dtica
que tem origem ectoblastica.

No embrido de cinco semanas, a extremidade dorsal do canal tubo-timpénico
contacta com o fundo da 1.2 bolsa ectobranquial, que constituira o futuro canal
auditivo externo, segundo um plano obliquo, o que explica a obliquidade do tim-
pano no adulto.

O canal tubo-timpanico relaciona-se com a face externa da vesicula 6tica, com a
sua por¢dao anterior, formando esta posteriormente a parede interna da caixa.

Os ossiculos, inicialmente estruturas extra-timpénicas, sio posteriormente envol-
vidos pela proliferagdo do canal tubo-timpanico ou cavidade timpanica primaria,
em direcgdo cefdlica, enviando prolongamentos que se insinuam entre os ossiculos,
envolvendo-os e englobando-os posteriormente na caixa do timpano (Anson et al.,
1967a; Anson et al., 1967b; Guilford and Anson, 1967)[17-19],

Os ossiculos derivam do esqueleto do 1.° e 2.° arcos branquiais a excep¢ao da
platina do estapédio que tem a sua origem na capsula dtica.

Na por¢ao dorsal da cartilagem do 1.° arco branquial surge o esbogo cartilagi-
neo da bigorna e na extremidade dorsal da porgao ventral da cartilagem do 1.° arco

branquial ou cartilagem de Meckel, origina-se o esbogo do martelo ou maleo.
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O esbogo do estribo origina-se da cartilagem de Reichert, na por¢ao posterior
da cartilagem do 2.° arco, destaca-se desta ao 38.° dia, e relaciona-se com a artéria
do 2.° arco ou artéria estapédica a qual posteriormente regride. Forma-se assim,
o annulus stapedialis cujo bordo interno ao relacionar-se com a parede interna da
capsula otica, na regido da futura janela oval, forma a platina do estribo.

O desenvolvimento do estribo esta concluido ao 6.°© més de vida fetal e precoce-
mente adquire as caracteristicas de fragilidade préprias da senescéncia.

A bigorna é o primeiro ossiculo a ossificar, no inicio do 6.° més, altura em que
atinge o tamanho que terd no adulto. O martelo tem dupla ossifica¢aio membranosa
e endocondral.

O musculo do martelo origina-se na mesoderme do 1.° arco branquial e a sua
inervagdo depende do ramo mandibular do nervo do 1.° arco, o trigémeo.

O musculo do estribo que se desenvolve na dependéncia do mesénquima em
relagdo com a cartilagem de Reichert ¢ inervado pelo nervo do 2.° arco, o facial.

Relativamente as paredes e canais da caixa do timpano, a sua origem é com-
plexa.

A parede superior da caixa ou fegmen tympani origina-se da expansao lateral
da cépsula otica.

A relagao da cardtida interna e do nervo facial com a capsula 6tica cartilaginea
condiciona respectivamente, o canal carotideo e o aqueduto de Falépio.

A primeira por¢ao do canal do nervo facial ou aqueduto de Faldpio é condi-
cionada pelo trajecto inicial do facial entre o utriculo e a cdclea, a segunda por¢ao,
obliqua para tras e para fora estd em relagdo com a proliferacao do canal tubo-

-timpanico, a terceira porgao, vertical, relaciona-se com a parede posterior da caixa.

1.2.3. Ouvido Interno

O ouvido interno deriva da capsula 6tica (Costa, 1950; Anson et al., 1955)[161120]]
origina-se no chamado primdrdio 6tico.

A formagao do placddio otico pressupde a existéncia de fendémenos em cascata,
que dependem também da accdo de factores de crescimento, FGF, que levam a que a
ectoderme primitiva se diferencie no placddio otico e este origine a vesicula 6tica.

A coclea nos mamiferos origina-se no ducto coclear que sofre um enrolamento,

contrariamente ao que se passa nas aves, em que se mantém linear.
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Existe um ordenamento espacial perfeito em volta de um eixo longitudinal que se
traduz numa hierarquia de propriedades distintas na lamina basilar e nas respectivas
células ciliadas ao longo de toda a coclea condicionando o que, em termos de fungao,
se chama de tonotopia coclear.

No embriao de trés semanas, com cerca de 4mm, surge lateralmente ao romben-
céfalo a placa dtica. Desenvolve-se como um espessamento da ectoderme na super-
ficie lateral da extremidade cefalica ao nivel do IV ventriculo.

Formam-se duas estruturas distintas, o otocisto ventral e o otocisto dorsal.
Do otocisto dorsal originam-se os canais semicirculares e as cristas acusticas, do otocisto
ventral origina-se a cdclea. A vesicula ética divide-se formando o utriculo e o saculo.

O utriculo apresenta trés invaginagoes, perpendiculares entre si, que formam sub-
sequentemente os canais semicirculares, nos quais se diferenciam as estrias actsticas.

A cdclea origina-se da invaginagdo do saculo que forma inicialmente o ducto
reuniens, o qual prolifera formando um canal de trés espiras que termina em fundo
de saco (Bast, 1946)21],

Ao 37.° dia de vida embrionaria, num embrido com 15 mm, os canais semicir-
culares ganham alguma individualidade e destacam-se na superficie dorsal do oto-
cisto, encontrando-se ja bem desenvolvidos como canais no embrido de 30 mm.

A cdclea surge no embrido como um diverticulo inferior do otocisto entre o
36.° e 0 38.° dia, entre a 5% e a 6* semanas de desenvolvimento embrionario.

A coclea prolifera e sofre um enrolamento sobre um eixo imaginario até formar,
no final do 3.° més de vida embrionadria, duas voltas e trés quartos de espira, no que
podera ser uma tradug¢ao de interacgdo entre a ectoderme e o mesénquima.

Ja no periodo fetal, as 10 semanas de desenvolvimento, o mesénquima forma a
parede labirintica, e o tecido que o rodeia a capsula otica. Esta deprime e forma
a fossa acustica que origina a vesicula otica.

Sera por invaginagdo da vesicula 6tica que se forma o ducto endolinfatico.

O orgao espiral de Corti forma-se por diferenciagao do epitélio do ducto coclear
ao terceiro més de vida intra-uterina.

Ja a 8.° semana de desenvolvimento embriondrio é possivel distinguir o modiolo
e as rampas timpanica e vestibular. Entre ambas desenvolve-se a lamina espiral dssea e
o ducto coclear.

No ducto coclear o epitélio da lamina basilar modifica-se para dar origem ao

o6rgao espiral de Corti e 8 membrana tectéria.
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Pensa-se que o mecanismo de indugédo celular que leva a formagdo das células
sensoriais leva também a formacao das células de sustentagdo, as células dos pilares
de Corti, as células de Deiters, as células de Hensen, as células de Claudius e as célu-

las falangicas internas e externas (Testut, 1921)122],

1.3. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA COCLEA
1.3.1. O Labirinto Osseo

A céclea forma a porgdo anterior do labirinto.

O seu nome deve-se a sua semelhang¢a com a concha de um caracol.

As cavidades do ouvido interno sao rodeadas pelo labirinto dsseo, derivado da cap-
sula Gtica, 0sso muito denso originado por ossificagio endocondral (Davies, 1963)!23,

O labirinto 6sseo anterior, ou coclea, é constituido por uma estrutura tridi-
mensional, que se enrola em volta de um eixo imaginario perpendicular ao eixo
petroso, denominado por Breschet de columela, e por Valsalva de modiolo.

A volta do modiolo enrola-se o ducto coclear, ou canalis spiralis cochlea, que na
espécie humana tem duas voltas e meia de espira, e no cobaio tem trés voltas e meia
de espira.

Da columela destaca-se uma lamina 6ssea, a lamina espiral dssea ou lamina
spiralis 6ssea, que ndo atinge a parede externa ou lamina de contornos.

A lamina espiral éssea apresenta um bordo livre que apresenta dois labios,
na coclea membranosa, o labio timpanico que da inser¢do a lamina basilar, e o
labio vestibular que da inser¢do a lamina vestibular ou de Reissner, condicionando
em cada uma das espiras, duas rampas, a rampa inferior ou timpanica e a rampa
superior ou vestibular. Estas, comunicam no apice coclear, pelo rostrum ou hamu-
lus da lamina spiralis, ao nivel do qual as rampas timpénica e vestibular comuni-
cam entre si pelo helicotrema (Avan and Bonfils, 1991; Avan et al., 1991a; Avan et
al., 1991b)[24-26],

A porgéo basal da coclea corresponde a porg¢ao basal da rampa coclear, formando a
cavidade subvestibular onde se abrem a janela redonda e o aqueduto da céclea.

O aqueduto coclear dirige-se para tras e para baixo e termina na fosseta pirami-

dal, abaixo do meato auditivo interno, no espago subaracnoideu.
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1.3.2. Labirinto Membranoso

O labirinto membranoso, ducto coclear ou ductus cochlearis, esta separado do
labirinto 6sseo pelo espago perilinfatico, pleno de perilinfa. No seu interior situa-
-se a endolinfa. A cdclea membranosa é representada no homem e nos vertebrados
superiores por um longo canal, que se desenvolve no interior da coclea dssea.

Este canal, o ducto coclear inicia-se no pavimento do vestibulo por uma extremi-
dade em fundo de saco e comunica com o saculo pelo canalis reumiens de Hansen.

A partir do pavimento do vestibulo lanca-se na cdclea 6ssea percorre-a em toda
a sua extensao e termina em fundo de saco.

No seu trajecto no interior da coclea dssea, o ducto coclear dispde-se ao longo
do bordo externo da ldmina espiral 6ssea e prolonga este bordo livre até a lamina de
contornos separando a rampa timpénica da rampa vestibular.

O ducto coclear apresenta ao corte a forma de um prisma triangular de vértice
interno sobre a lamina espiral 6ssea e cuja base se situa na parede interna ou interior
da lamina de contornos, no ligamento espiral.

O vértice do tridngulo esta em intima relagdo com o modiolo e com a lamina
espiral Ossea.

A lamina espiral 0ssea apresenta-se revestida por periosteo, e este forma na
face externa uma goteira na qual se distinguem dois bordos, também denominados
de labios, o labio vestibular ou antero-superior e um labio timpénico ou postero-

-inferior

Lamina vestibular ou de Reissner

O labio vestibular continua-se pela lamina vestibular ou de Reissner (Hachmeister,
2003)[4], descrita por este autor em 1851 e posteriormente confirmada por Lowenberg
em 1864.

Apos a sua origem no labio vestibular da lamina espiral dssea, a lamina vestibu-
lar ou de Reissner dirige-se para diante e para fora, separando a parede anterior do
ducto coclear da rampa vestibular da cdclea, terminando na crista de inser¢do da

lamina vestibular ou de Reissner no ligamento espiral.
Lamina Basilar

A lamina basilar forma a parede pdstero-inferior do ducto coclear e separa-a da

rampa timpanica da céclea.
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Esta parede ¢ mais complexa na sua estrutura do que a parede antero-superior
ou lamina vestibular ou de Reissner.
Cada uma das espiras, apresenta no seu interior o ducto coclear, que é triangular

ao corte e onde se descrevem trés paredes:
1.3.2.1. Parede superior ou vestibular
Esta parede é constituida pela lamina vestibular ou de Reissner.
1.3.2.2. Parede externa

Esta parede ¢ limitada pela estria vascular e, externamente a esta, pelo ligamento

espiral.
1.3.2.3. Parede inferior ou coclear

Esta parede é constituida em grande parte da sua extensao pela lamina basilar.

A largura da lamina basilar aumenta da base para o apice da céclea, onde atinge
a sua maior dimensao. A sua espessura diminui da base para o 4pice.

Nela distinguem-se duas zonas, uma por¢ao mais interna que se estende do modiolo
ao pilar externo do tunel de Corti, e uma por¢ao mais externa, pectinea, que se entende

do pilar externo do tinel do Corti até a parede externa do labirinto membranoso.
1.3.2.3.1. Orgao Espiral de Corti

Foi Alphonso Corti, nascido na Lombardia no século x1x, que em 1850 descre-
veu pela primeira vez o epitélio sensorial auditivo, o génglio espiral, a membrana
tectéria e a estria vascular (Erich and Kley, 1952; Kley, 19861271281,

O 6rgao espiral de Corti repousa sobre a lamina basilar.

Abaixo deste situam-se as células de sustentagdo, as células limitantes internas
as células de Deiters, Hensen, Claudius e Bottcher.

E as células ciliadas internas e externas cujo papel na mecanica e fisiologia
coclear foi tao bem enfatizado por Von Békésy (Von Békésy, 1954, 1955a, 1955b,

1956b, 1956a, 1965, 1966, 1969)29-36],

24



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

1.3.2.3.2. Células Ciliadas

A perspectiva actual, com o conhecimento de toda a rede sinaptica que se ori-
gina nas células ciliadas, veio permitir um conhecimento mais aprofundado da
mecénica destas células, e o conhecimento da tonotopia coclear.

As células ciliadas externas estdo dispostas, no homem como no cobaio, em trés
a cinco fileiras.

Existe uma graduagdo em termos de dimensao do corpo celular destas células,
da base para o apice da céclea, formando o corpo celular um angulo agudo com a
lamina basilar.

A analise destas células ciliadas externas em microscopia electrénica de trans-
missio, (Zenner, 1986a, 1986b)1371138] mostra que o seu nticleo ocupa uma posi-
¢do basal, sendo que, abaixo deste e até a base da célula se identificam numerosas
mitocondrias.

A organizagdo do reticulo endoplasmatico, possui uma rede lamelar, encontrando-
-se na base da célula a cisterna subsindptica, em relacdo com as fibras eferentes do
nervo auditivo e com todo o sistema cisternal, que se apresenta pleno de mitocéndrias,
permitindo adivinhar uma importantissima actividade metabdlica.

Os estereocilios tém um diametro de 0,2 a 0,8 um no homem surgindo como inva-
ginacdes da membrana celular.

Strelioff em 1976!%), Honrubia et al., 1976[4%); Sitko et al., 1976[4!); Flock and
Strelioff, 1984[4244]; Strelioff and Flock, 1984, 1985M441[45]) evidenciou nos seus
trabalhos, que a rapidez dos estereocilios depende do sentido da deflec¢do, sendo
maior quando esta se faz para a porgao lateral da coclea, sendo que, do apéx para
a base a frequéncia de ressonancia dos cilios das células ciliadas externas varia entre
1,2 e 22 kHz, completamente diferente do gradiente frequencial das células ciliadas
internas que se situa entre 128 e 300 kHz.

Strelioff (Strelioff et al., 19763%); Strelioff and Flock, 1984[44); Strelioff et al.,
198514]) realcou a importancia das células ciliadas externas na tonotopia coclear.

A fragilidade dos cilios das células sensoriais ¢ tal que a estimulagdo acustica
excessiva pode levar a uma alteracdo importante dos estereocilios, fenomeno de
base do trauma acustico.

Spoendlin (Spoendlin, 1979¢c, 1979b, 1979al4048l; Spoendlin and Schrott,
198814 evidenciou que a proporcio da populagio de células ciliadas internas é de

cerca de 12000 para 35000 células ciliadas externas.

25



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

Em termos de fibras aferentes, as que sao provenientes das células ciliadas externas,
representam apenas 5 a 10% dos neurdnicos aferentes do nervo coclear.

Spoendlin (Spoendlin, 1979¢, 1979b[471[48]; Liberman, 1982a, 1982b[>01(51];
Spoendlin and Schrott, 198814°]), demonstrou a relagio das fibras aferentes com as
células de tipo II do ganglio espiral.

Em termos de neurdnios eferentes, cada um deles apresenta axénios mieliniza-
dos com origem no complexo olivar superior sendo que cada um deles se relaciona
com vinte a cinquenta células ciliadas externas.

Os neuromediadores sdo para os neurdnios transmissores, a acetilcolina e o
GABA (Yuan W. X. et al., 20091°2); Peng et al., 2011[°3; Tasnetsov et al., 2014[54)),

As células ciliadas externas possuem uma actividade mecénica, claramente
demonstrada por Kemp (Kemp, 1978, 1979, 2002[°5-571), quando evidenciou as
otoemissoes acusticas de origem endococlear.

Directamente responsaveis pela mecanica coclear e pelo potencial microfénico
coclear, temos as cisternas lamelares que servirdo de reserva de Ca++ intracelular,
sendo as mitocdndrias, em que estas células sao particularmente ricas, responsaveis
pelo metabolismo oxidativo produtor de ATP.

Assim, a inervagdo principal das células ciliadas externas é de tipo eferente em
contraste com as células ciliadas internas que tém inervagao do tipo aferente.

A morfologia e a fisiologia coclear permitem explicar o fendmeno das otoemis-
sOes acusticas, de grande valor diagndstico.

A explicagao das oto-emissoes actsticas e transmissdo do som até a lamina basi-
lar reside no seguinte fenémeno:

As vibragoes do estribo acompanham-se de varia¢des de pressdao no liquido
contido na rampa vestibular. Gera-se assim uma diferenca de pressao entre a rampa
vestibular e a rampa timpanica.

Békésy, (Von Békésy, 1966)[3%), demonstrou que devido a sua reduzida espes-
sura a lamina vestibular ou de Reissner possui uma rigidez muito reduzida, em
contraste com a lamina basilar, o que determina que as propriedades mecanicas
desta determinem um modo de vibrac¢do, sob a forma de onda descrita como
onda viajante.

As caracteristicas fisicas da lamina basilar levam a que a sua vibragdo, e a vibra-
¢do da membrana tectdria, encarcerem as células ciliadas, sendo a amplitude de
vibra¢ao dos cilios determinada pela amplitude da onda propagada ao longo da proé-

pria lamina basilar.
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As otoemissdes acusticas tém valor diagnostico pois estdo diminuidas ou ausen-
tes em caso de surdez endococlear.

As células ciliadas internas dispdem-se apenas numa fileira ao longo do 6rgao
espiral de Corti.

A inervagao aferente das células ciliadas internas, faz-se através de neurénios
ganglionares de tipo I.

Lavigne (Lavigne-Rebillard and Bagger-Sjoback, 1992)[8! realizaram o estudo de
treze cdcleas fetais humanas, em microscopia electrénica de varredura.

Verificaram que a ciliogénese se iniciava em diferentes fases do desenvolvimento
embriolégico, para as células ciliadas externas e células ciliadas internas.

As células ciliadas internas iniciam a ciliogénese a 11.° semana de desenvolvi-
mento e as células ciliadas externas iniciam a formagao dos estereocilios a 23.° semana
de desenvolvimento.

Entre a 20.* e 22.* semana, as células ciliadas possuem ja a estrutura que irdo
apresentar no adulto, sendo que as células ciliadas internas tém a distribui¢do carac-
teristica, em apenas uma fileira, e as células ciliadas externas ja tém a sua disposi¢ao
caracteristica em varias fileiras. Embora, algum grau de desorganizac¢ao das células
ciliadas externas indicie que a completa maturagao das células ciliadas se verifica
apenas durante o 3.° trimestre de gestacao.

Os trabalhos de Strelioff (Strelioff et al., 1985)14] evidenciam que as células cilia-
das internas se comportam como receptores passivos, enquanto as células ciliadas
externas, com a interac¢do da membrana tectoria contribuem para a selectividade
frequencial da cdclea.

Chan, K.H. (Chan et al., 1991)1], evidenciou a deterioracio das células ciliadas
externas, quando de trauma acustico, através de uma diminuigdo da dimensao celu-
lar das células ciliadas externas apos exposicao ao ruido, situagio esta, parcialmente
reversivel ao fim de duas semanas com reposi¢ao das suas caracteristicas morfologicas.

Este autor considera no 6rgao espiral de Corti, duas entidades estruturais distintas,
uma estrutura interna mais estavel, composta pelas células ciliadas internas, com
as suas células de suporte e os pilares interno e externo, esta zona sendo relativa-
mente estavel quando de trauma acustico, e uma zona externa que integra as células
ciliadas externas, as células de Deiters e as células de Hensen, e em que o trauma
acustico tem maiores repercussoes. Esta zona externa, quando de trauma acustico,
sofre alteragdes estruturais, que levam a que, com o aumento de intensidade do som,

as células de Deiters e as células de Hensen se movam de modo centripeto em
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direc¢ao ao centro do modiolo, com diminui¢do da sensibilidade ao som, no que
representaria um mecanismo de protec¢do das células de suporte.

A fisiologia coclear é extremamente complexa e o epitélio coclear extraordina-
riamente fragil.

Sera possivel num futuro proximo recriar o epitélio sensorial com células sen-
soriais viaveis?

Qual a importéncia da microvascularizacao coclear em todo este processo?

1.4. Vascularizacao da Céclea — O estado da arte

Com recurso ao excelente trabalho de Mudry (Mudry and Tange, 2009)[60),
segue-se uma breve resenha historica sobre o estudo da vascularizagdo da cdclea.

A primeira descri¢do anatomica da céclea reporta-se ao século XVI, por
Fal6pio (Hachmeister, 2003[4); Mudry, 20091°!); Mudry and Tange, 2009(%°]). Este
autor, contemporaneo de Vesalius (Hachmeister, 2003[4); Mudry, 2009[°1); Mudry
and Tange, 2009!0]), descreveu a céclea como correspondendo a tertia cavitas do
ouvido interno, sendo que o vestibulo e os canais semicirculares, corresponde-
riam a secunda cavitas.

Também para o estudo da vasculariza¢ao a injecgao vascular, que tem uma longa
histéria, tem particular relevancia.

O inicio da injec¢ao vascular reporta, pelo menos ao séc. X1v, com a injec¢ao no
cadaver de liquidos coloridos nos vasos sanguineos, por Alessandra Gilliani (Mudry
and Tange, 2009)!%], Jacobus Berengarius, no séc. xv1, em 1521, procedeu 2 injec-
¢do de agua aquecida na veia renal. Nicolas Massa em 1536, injectou ar na veia renal
(Hachmeister, 2003)[4]. Carolus Stephanus em 1545, injectou ar no sistema venoso,
segundo Mudry (Mudry and Tange, 2009)[%]. Bartholomeo Eustachius, contempora-
neo de Vesalius (Mudry and Tange, 2009)[°], em 1563, injectou ar e 4gua no sistema
arterial e venoso renal (Hachmeister, 2003; Mudry, 2009; Mudry and Tange, 2009)
(4][60][61]

Também no séc. xvI, diferentes materiais nao solidos, foram injectados no sis-
tema vascular e também no sistema nervoso central de cadaver.

No séc. xvI1, as experiéncias com diferentes produtos de injec¢do em cadaver
prosseguiram. Jean Riolan, em 1652 injectou ar nos vasos sanguineos (Mudry
and Tange, 2009)[%0). Francis Gilisson em 1654 (Mudry and Tange, 2009)%), injectou
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diferentes produtos, agua, leite, acafrdo e tinta nos vasos sanguineos. Christopher
Wren, em 1656, injectou vinho nos vasos sanguineos (Mudry and Tange, 2009)[0],
Johann Jacob Wepper, em 1658, injectou agua de agafrao nas meninges (Mudry and
Tange, 2009)!¢0], Reignier de Graaf, em 1668 injectou dgua colorida para visualiza-
¢do do sistema arterial nos testiculos e ovarios, Mudry (Mudry and Tange, 2009)!60],

Também no século xvi1y, iniciou-se a injec¢ao de materiais sujeitos a posterior
solidifica¢ao no sistema arterial.

Robert Boyle, em 1663 (Mudry and Tange, 2009)[), injectou gelatina nos vasos
sanguineos.

Jan Swammerdam em 1666 (Mudry and Tange, 2009)[%] faz injeccio de cera no
sistema vascular.

Numa primeira contribuicao para o estudo da vasculariza¢ao coclear, Valsalva,
em 1704 (Hachmeister, 2003; Mudry, 2009; Mudry and Tange, 2009)4/60161] jden-
tifica a presenca de vasos sanguineos e capilares em relagdo com a distribui¢ao do
nervo auditivo.

Ruysch, 1718 (Mudry and Tange, 2009)%), descreve dois ramos arteriais
que penetram o vestibulo, e depois se dividem, num ramo direito e num ramo
esquerdo.

Soemmerring em 1806 (Mudry and Tange, 2009)[%0), descreve catorze ramos na
artéria labirintica.

Serd no entanto Breschet, em 1836 (Breschet, 1836)62], que descreve toda a
estrutura da cdclea e as artérias da lamina espiral 6ssea.

Também Hyrtl, perito em técnicas de injecgdo e corrosao macroscopicas, da a
sua contribui¢io para o estudo da vasculariza¢ao coclear.

A escassez de dados e de descrigbes, é em parte devida a dificuldade de estudo
deste orgdo, pela sua localizagao no interior do rochedo do osso temporal.

Sera no entanto com o advento do microscépio que a maior sofisticagao técnica
ira permitir um estudo mais aprofundado da vasculariza¢io coclear.

Ibsen descreve a artéria espiralada e descreve-a caminhando num canal préprio.

Sera Schwalbe, em 1887 (Mudry and Tange, 2009)[%%), que publica em «Lehrbuch
der Anatomie der Sinnesorgane», a sua interpretacdo de toda a microscopia dptica
coclear, descrevendo a vascularizagio coclear.

Schwalbe (Mudry and Tange, 2009)[%0) descreve as artérias com trajecto flexuoso
em relacao com o modiolo e descreve um conjunto de vasos arteriais em forma de

novelo, que por analogia na sua forma com o glomérulo renal denomina de glomérulos
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cocleares, os glomérulos de Schwalbe. Descreve glomérulos major (Mudry and Tange,
2009)[%0] que vascularizam a lamina basilar e o ligamento espiral e glomérulos minor
(Nabeya, 1923)193] que vascularizam a limina vestibular ou de Reissner.

Em 1893, Schiller (Mudry and Tange, 2009)!), usa um produto de injecgio
extraordinariamente fluido, a tinta-da-China, e Siebenmann em 189490 utiliza
como produto de injecgdo o azul da Prussia. A posterior descalcificagdo do érgao,
apos fixagdo e diafanizacdo das estruturas, permitiria a observagdo detalhada dos
vasos injectados.

Nabeya, 1923 (Nabeya, 1923)[%], deu uma importante contribui¢io para o
estudo da coclea nos mamiferos em geral, ressaltando a sua semelhanga.

Smith, (Smith, 1951)164 descreve com grande pormenor a céclea, no cobaio.
Descreve quatro sectores de vascularizagao, o sector do ligamento espiral na sua
porgao superior, o sector da estria vascularis, o sector do ligamento espiral e o sector
da proeminéncia espiral.

Charachon (Charachon, 1961)1%! elabora a sua tese descrevendo a anatomia da
artéria auditiva interna no homem ap6s injec¢ao de resina epdxi.

Axelsson (Axelsson, 1968, 1972, 1978; Axelsson and Ernstson, 1972; Axelsson,
1988; Axelsson et al., 1990)1°71]) na Suécia, realca a falta de detalhe do estudo da
microvascularizagao coclear e sublinha que a controvérsia de resultados resulta do
uso de diferentes espécies e de diferentes métodos de investigacao.

No seu trabalho, «Anatomia vascular da céclea no cobaio e no homem» em
1968, Axelsson comega por analisar os diferentes trabalhos sobre o tema realizados
em mamiferos. Refere como caracteristica das varias espécies o facto de haver uma
origem comum na artéria labirintica, que embora com origem mais frequente na
artéria cerebelosa antero-inferior, pode também originar-se na artéria basilar ou na
artéria vertebral. Realca a semelhanga entre a vascularizagiao coclear no homem e
no cobaio e restabelece um paralelo entre as vérias artérias, e analisa em detalhe
cada uma das regides da céclea, comparando trabalhos de Siebermann, Nabeya e

701172] Destaca o papel da estria vascular, estudada por

Carachon (cit. Axelsson)[68!l
Retzius (1882), que de modo inequivoco provou que se tratava de um epitélio vascu-
larizado, e sublinha o interesse e importancia desta estrutura na formacéao e absor-
¢ao de endolinfa. Para este estudo injectou 163 cobaios adultos com Azul de Berlim,
procedeu a fixagdo e descalcifica¢ao da coclea e a dissecgdo apds remog¢ao do muco-
peridsteo envolvente. Descreve as arteriolas radiarias e sublinha a sua importancia

e descreve menor profusao capilar na regido apical relativamente a base da coclea.
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Descreve a vascularizagdo do modiolo, da lamina espiral 6ssea, da parede externa e
da espira basal. Conclui dizendo que nao ha grandes diferen¢as no padrao de vas-
culariza¢ao no cobaio e no Homem.

Em 1974, Axelsson (Axelsson, 1974)[73 publica o seu estudo em macaco
Rhesus, considerando-o como um excelente modelo animal para o estudo da vas-
culariza¢ao coclear.

Em 1988, Ryan (Ryan et al., 1988)174 da Universidade de S. Diego realga a intima
relacdo entre a vascularizagdo coclear e a fungdo coclear e descreve as caracteristicas
comuns, no que respeita a vascularizagdo coclear nos varios mamiferos.

Em 1990, em colaboragdo com Nuttall e Miller, citado por Axelsson (Axelsson
et al.,, 1990)[%! publica um estudo interessante sobre o uso da microscopia intravital
para observagdo da microcirculagdo coclear.

Em 1991, Y. Nakail”%! publica um estudo realizado em microscopia electrénica
de varrimento ap6s hidropsia experimental.

Hawkins (Hawkins, 1976)17¢] documenta um novo esquema de microvas-
culariza¢io coclear, enfatizando a importancia dos vasos da parede externa, e real-
cando as caracteristicas evolutivas da microvascularizagdo coclear ao longo da vida.
Miodonski, (Miodonski et al., 1993)77), discorda de Hawkins no que se refere a
distribuicao vascular na parede externa da cdclea.

Em 1984 Murakami (Murakami et al., 1984)[78! introduz uma nova resina, Mercox®,
para injecg¢ao vascular em estudos de microscopia electrénica de varrimento, resina
esta aplicada ao estudo da coclea também por Miodonski.

Embora ainda com alguma controvérsia, dada a importancia dos factores vas-
culares em toda a patologia coclear, estes estudos tornam-se essenciais para a com-

preensdo da etiopatogenia da lesdo coclear.
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2.1. MATERIAL DE ESTUDO

ANIMAL DE EXPERIENCIA

Este estudo foi realizado em 100 cobaios, Cavia porcellus, de ambos os géneros
com peso médio de 450g.
O ser designado por guinea pig deve-se ao facto de ser originario do continente

americano que era entdo conhecido por India Ocidental.

Em termos de classificagdo zoologica:

e Reino: Animalia

« Filo: Chordata

o Classe: Mammalia
e Ordem: Rodentia

o Familia: Cavidae

e Género: Cavia

o Espécie: Cavia. Porcellus

O Cavia porcellus, guinea pig, tem sido amplamente usado em estudos experi-
mentais, devido ao facto de ter grandes semelhangas bioldgicas com o homem.

Os estudos experimentais com estes animais foram fundamentais para a desco-
berta da vitamina C, do bacilo de Koch e da adrenalina.

O cobaio foi usado como modelo experimental na elaboracgdo da vacina da difteria
e vacina da tuberculose, nas técnicas de dialise renal e substitui¢ao valvular cardiaca e

na experimentagao de varios medicamentos.

33



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

O cobaio esta implicado na realizagdo de inimeros estudos sobre a audigao,
e na génese de estudos microvasculares aplicados a diferentes 6rgios. E o animal
experimental de exceléncia em estudos de microvascularizagao do ouvido interno
e estudos experimentais in vivo e in vitro sobre mecénica e fisiologia e fisiopato-
logia coclear.

Em 1961 Georg von Békésy (Von Békésy, 1954, 1955b, 1955a, 1956a, 1958, 1959)
recebeu o prémio Nobel ao descrever a mecénica coclear no cobaio. A primeira
tentativa de regeneragao das células ciliadas de um mamifero, em 2003, foi realizada

também no cobaiol321[34-361[791(80]

Os cobaios usados neste estudo foram sujeitos a experimentagao segundo o pro-

tocolo adiante discriminado.

2.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica da Faculdade de Ciéncias
Médicas e as condi¢des de experimentacdo animal obedeceram as mais recentes
directivas da Comissdao Europeia.

Em todo o processo experimental foi utilizado o preceituado nestas directivas,
e todo o trabalho experimental anterior as mesmas pode considerar-se abrangido

pelo espirito das mesmas.

2.2.1. Legislacao para fins experimentais

Em 24 de Novembro de 1986, o Conselho da Europa adoptou a Directiva 86/609/
/CEE (Europa, 1986)[81], a fim de eliminar as disparidades entre as disposi¢oes regu-
lamentares, legislativas e administrativas dos Estados-Membros sobre a protecgao
dos animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos.

Existem novos conhecimentos cientificos relativamente aos factores que influen-
ciam o bem-estar dos animais e a capacidade dos mesmos para sentir e manifestar
dor, sofrimento ou angustia. Importa melhorar a sua comodidade quando utilizados
em procedimentos cientificos, refor¢ando as normas minimas relativas a sua protec-

¢do, de acordo com a evolu¢ao mais recente do conhecimento.

34



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

A atitude em relagdo aos animais, depende também de directivas nacionais,
e em determinados Estados-Membros da exigéncia de manter regras de bem-estar
dos animais mais amplas do que as acordadas a nivel da Unido. No interesse dos
animais e desde que tal ndo afecte o funcionamento do “mercado interno’, ¢ conve-
niente conceder aos Estados-Membros uma certa flexibilidade.

Surgiu assim a directiva 2010/63 EU do Parlamento Europeu de 22 Setembro
de 2010 (U.E., 2010)!82] da qual destaco os artigos mais relevantes:

Artigo 10.° da directiva 63/2010 da EU:

Animais criados para utilizacdo em procedimentos

1. Os Estados-Membros asseguram que os animais pertencentes as espécies enu-
meradas no anexo I sd possam ser utilizados em procedimentos se tiverem sido

criados para esse efeito.

Procedimentos
1. Os Estados-Membros asseguram que os procedimentos sejam realizados no

estabelecimento de um utilizador.

Artigo 13.° da directiva 63/2010 da EU:
Escolha de métodos
1. Sem prejuizo da legislagdo nacional que proiba determinados tipos de métodos,
os Estados-Membros asseguram que os procedimentos ndo sejam realizados se,
ao abrigo da legislagdo da Unido, for reconhecido outro método ou estratégia de ensaio,
para obter os resultados pretendidos que néo implique a utilizagao de animais vivos.
2. Aquando da escolha de procedimentos, sdo seleccionados os que satisfacam os
seguintes requisitos, a saber, os que:
a) Utilizem o menor naumero possivel de animais;
b) Escolham animais com menor capacidade para sentir dor, sofrimento, angustia
ou danos duradouros.
c) Causem o menos possivel de dor, sofrimento, angustia ou dano duradouro,
com as maiores probabilidades de proporcionar resultados satisfatorios.
3. A morte como limite critico de um procedimento ¢é evitada tanto quanto possi-
vel e é substituida por limites criticos precoces. Caso a morte como limite critico
seja inevitavel, o procedimento é concebido por forma a:

a) Acarretar a morte do menor nimero possivel de animais.
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b) Reduzir ao minimo possivel a duragdo e a intensidade de sofrimento do animal

e, tanto quanto possivel, assegurar uma morte indolor.

Artigo 14.° da directiva 63/2010 da EU:

Anestesia

1. Os Estados-Membros asseguram que, a menos que tal ndo seja adequado, os pro-
cedimentos sejam efectuados sob anestesia geral ou local ou que sejam utilizados
analgésicos ou outro método adequado para assegurar que a dor, o sofrimento e a
angustia sejam reduzidos ao minimo.

Os procedimentos que impliquem lesdes graves que possam causar dor severa
nao podem ser efectuados sem anestesia.

2. Aquando da decisao sobre a adequabilidade de ser utilizada anestesia, tem-se em
conta o seguinte:

a) Se a anestesia é considerada mais traumatizante para o animal do que o pré-
prio procedimento.
b) Se a anestesia ¢ incompativel com o objectivo do procedimento.

3. Os Estados-Membros asseguram que ndo sejam administradas quaisquer subs-
tancias aos animais que os impegam ou restrinjam de manifestar dor, sem que
lhes tenha sido induzido um nivel adequado de anestesia ou de analgesia.
Nesses casos, é apresentada uma justificagdo cientifica, acompanhada pelos
detalhes do regime anestésico ou analgésico.

4. Um animal que possa vir a sofrer dor uma vez passado o efeito da anestesia, recebe
tratamento analgésico no pré e pos-operatorio, ou é tratado por outros métodos
adequados para aliviar a dor, desde que sejam compativeis com o objectivo do
procedimento.

5. Logo que se atinja o objectivo do procedimento, sio tomadas medidas adequadas

para minimizar o sofrimento do animal.
Todo este preceituado foi aplicado no presente estudo. Ao analisar os casos

de experimentacao animal realizada anteriormente a 2010, o procedimento entdo

adoptado esta em perfeita consonancia com o espirito desta legislacao.
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2.2.2. Protocolo experimental
2.2.2.1. Alojamento no biotério

No biotério os cobaios estiveram alojadas em gaiolas MAC IV, com area de
1800 cm?, em grupos de duas.

O controlo ambiental incluiu temperatura da sala constante, a 24°C, humidade
entre 45% e 65%, ciclo de luminosidade dia/noite de 12 horas. Procedeu-se ao enri-
quecimento da gaiola com resguardo, limpeza e manutengdo diaria das instalagoes,
com eliminacao de dejectos por agua corrente.

O bem-estar dos animais, nos seus multiplos aspectos, foi assegurado pelo pes-
soal técnico do Centro de Investigagdo do Departamento de Anatomia.

A alimentagdo consistiu em agua filtrada ad libitum, feno de trevo ad libitum,
ervas frescas (dente de ledo), legumes ricos em acido ascorbico (100 g/dia) e suple-

mento didrio de vitamina C (20 microgramas), directamente, na boca.
2.2.2.2. Protocolo anestésico

O animal de experimentacgao escolhido Cavia porcellus, vulgo cobaio, requer
um procedimento pré anestésico de alguma complexidade, quer no que se refere
as condi¢des do meio ambiente quer quanto a necessidade de realizagdo de
medicagdo pré-anestésica. Trata-se de um animal extraordinariamente alerta a
todos os estimulos exteriores, com especial destaque para o ruido que lhe causa
grande stress.

Para profilaxia do stress relacionado com o acesso a sala de operagoes,
proporcionou-se estadia do animal por curtos periodos de tempo previamente ao
procedimento cirurgico.

As vias de administracao terapéutica no cobaio sdo a via oral e a via parentérica,
incluindo esta os acessos intraperitoneal, intramuscular, subcutaneo, intradérmico e
endovenoso.

A pré-medicagao foi realizada com Diazepam® na dose de 2,5 mg/kg de peso, em
administracao parentérica intraperitoneal ou intramuscular.

Todo o procedimento cirtrgico foi realizado no bloco operatério do Depar-
tamento de Anatomia, a semelhanca de varios projectos de investigagdo realizados

por diferentes investigadores.
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Os animais de experiéncia foram anestesiados com administracdo intraperito-
neal de Ketamina, (Quetamina)®, na dose de 40 mg/kg e uma vez que esta, se iso-
lada, ndo provoca analgesia, fez-se a combinagdo com xilazina, Xylazin®, na dose de
5 mg /kg, a qual provoca uma adequada analgesia.

A anestesia foi mantida com madscara aberta de oxigénio durante toda a inter-

vengao.
2.2.2.3. Protocolo cirurgico

Apés a indugao da anestesia, foi realizada fixagdo do animal em decubito dorsal.

Realizou-se esternotomia paramediana, incisdo cutanea sagital desde o nivel da
farcula esternal até cerca de 1 cm acima do vértice do apéndice xifoide e colocagdo
de afastador automatico junto aos bordos do esterno. Foi feita cauterizagao dos pon-
tos sangrantes e laquea¢ao da artéria toracica interna.

Ap0s abertura da cavidade toracica, realizou-se pericardiotomia seguindo a direc-
¢do do sulco interventricular anterior.

Apos exposicdo da massa ventricular, realizou-se ventriculotomia esquerda,
e introduziu-se canula de calibre adequado (Abbocat®, calibre 14), dirigindo-a para
a camara de saida para canulagdo da porgdo ascendente da artéria aorta e foi feita a
sua laqueagao ao nivel da por¢ao média da aorta ascendente. Foi administrado soro
fisiolégico para lavagem vascular, heparinizado e aquecido a 37 °C, em perfusao
gota-a-gota.

Procedeu-se a flebotomia da veia cava inferior e canulagdo da mesma. O animal
foi eutanasiado por exsanguinagao.

Previamente a perfusao dos produtos de injec¢ao foi realizada segunda lavagem
vascular, para fixagdo de vasos e tecidos, com perfusdo de 60 cc de gluteraldeido a
2,2% tamponado com tampao difosfato com pH=7,4, com osmolaridade superior
a 220 mOsm. O fixador foi perfundido a pressao constante de 120 mmHg, com
débito constante.

Injectou-se seguidamente o produto que melhor se adaptaria a cada uma das

técnicas de estudo.
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2.3. TECNICAS DE ESTUDO

2.3.1. Técnica de Injeccao-Microdisseccao

FIG. 6 Técnica de injeccdo-microdisseccao — 10x.

Observacao da coclea apds disseccdo e abertura da bulla.
Injeccao vascular com tinta-da-China

A técnica de injecgao-microdissecg¢ao foi utilizada em 23 casos (FIG. 6).
Com a técnica de injecgdo-microdissec¢do pretendeu-se ter visao estereoscopica

da pega, com acesso as varias regides da coclea que s6 ap6s uma cuidada dissecgdo
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poderiam ser observadas. Os produtos de injecgao foram a tinta-da-China, com a qual
se obteve uma 6ptima perfusao vascular, a suspensao coloidal de sulfato de bario, a 20%
Micropaque®, adicionado de gelatina a 10% previamente aquecida a 37 °C e seguida-
mente adicionada de pigmento de cor amarela ou vermelha. (Goyri-O’Neill, 1984b)[83],

Apés a injecgao vascular e assistolia do animal, a extremidade cefalica foi reti-
rada e dissecada a por¢do mastoideia do temporal ou bulla, com abertura desta e
excisao da coclea.

Procedeu-se seguidamente a descalcificagdo das pegas, pois de outro modo nao
teria sido possivel a respectiva microdissec¢ao.

A descalcifica¢do processou-se por 2 métodos:

1. Descalcificagdo com EDTA, acido aminopolicarboxilico cuja base é o diamino-

tetraacetato etilénico, de acordo com o ja descrito por varios autores (Chevance,
1963; Gussen and Donahue, 1965; Chole and Charpied, 1981; Kappelmann et
al., 1987; Madden and Henson, 1997; Kimura et al., 2013)[84-89,
Foi feita imersao do fragmento em solugdo de EDTA a 5% em solugdo salina
(5 g de EDTA em 100 ml de solugdo salina) até que a descalcificagdo estivesse
completa. Apos testar o grau de descalcificagdo procedeu-se a lavagem abun-
dante em agua corrente.

2. Descalcificagao pelo acido nitrico (Moodycliffe, 1960; Perez-Heredia et al.,
2008; Ferrer-Luque et al., 2013; Prasad, 2013)[°0-%3],

Colocou-se a pega em solugdo aquosa de acido nitrico a 4% e apds descalci-

ficagdo procedeu-se a lavagem da peca.

Durante esta fase a cdclea nao foi dissecada, apds o que se procedeu a remocao

do periodsteo ficando intacta a cclea membranosa.

Procedeu-se entdo a microdissec¢do da cdclea sob controlo a lupa estereoscod-
pica, executando cortes apico-basais segundo um eixo paralelo ao eixo do modiolo
ou cortes com incidéncia perpendicular ao eixo do modiolo.

Seguiu-se a observa¢ao minuciosa das varias estruturas constituintes do labi-

rinto dsseo e membranoso, fotografando os aspectos mais sugestivos.
As pecas processadas segundo esta técnica foram minuciosamente estudadas

através de observacao em lupa estereoscopica (marca MEIJI, modelo EMZ - 13TR,

Olympus) e em microscépio com baixa ampliagao.
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2.3.2. Técnica de Injeccao-Diafanizacao

FIG. 7 Técnica de injeccao-diafanizacao. Observacao da artéria espiralada e nervo coclear com total

transparéncia das estruturas circundantes — 50x.
Injeccdo vascular com gelatina corada com pigmento vermelho

A técnica de injecgao-diafanizagao foi utilizada em 37 casos (FIG. 7).

A diafanizagdo é um processo, por fases, em que mediante reac¢des quimicas
sobre um 6rgio ou tecido é possivel obter a sua transparéncia, o que neste caso per-
mite observagdo de toda a rede vascular previamente injectada.

Apos lavagem e fixagao do leito vascular com gluteraldeido, procedeu-se a injec-
¢do vascular de suspensdo coloidal de sulfato de bario, Micropaque®, adicionado de
gelatina a 10% aquecida a 37 °C e pigmento de cor amarela ou vermelha.

Dada a dificuldade de controlo da injecgdo vascular a nivel da coclea por impos-
sibilidade de visualizagdo da mesma durante a injec¢ao, injectou-se quantidade
aproximada de 60 ml a 80ml a pressao constante, sendo esta calculada a partir do
volume total de volémia, calculado por correspondéncia ao peso do animal.

A perfusao prosseguiu até que o produto de contraste nao fosse passivel de injec-

¢ao sem resisténcia.
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Apés conclusdo da injecgdo vascular procedeu-se a abertura do crénio por via
occipital e abertura das bullas timpanicas com excisao da coclea. Procedeu-se em
seguida a fixa¢ao das cocleas por imersao em gluteraldeido durante 24 horas.

Procedeu-se a descalcificagdo das pegas em EDTA.

Apos descalcificagdo as pegas foram processadas segundo a técnica de diafani-
zagdo em uso no Servico, a técnica de Spalteholz modificada (Goyri-O’Neill, 1984a;
Goyri-O'Neill, 1984)[83194],

Esta técnica sofreu aperfeicoamento relativamente a técnica original, essen-
cialmente:

Na fase de branqueamento, que ¢é feito com agua oxigenada a 10V, na fase de
desidratagdo e na fase de clarificagéo.

Na fase de desidratacao, que ¢ realizada com recurso ao monoetilenoglicol e die-
tilenoglicol, ambos com potentes propriedades higroscépicas, requerendo menor
numero de passagens em cada uma destas substancias, neste caso 48h em cada um
dos liquidos. No final desta fase, completa-se a desidrata¢ao pelo método de «freeze
substituition» (Goyri-O’Neill, 1982)[%] com acetona em concentracdes crescentes,
a75%, a 80%, a 85% a 90% e a 93%, a temperatura de -20 °C.

Na fase de clarificagao, esta foi obtida por imersao da pega em liquido de
Spalteholz (1914)[%], salicilato de metilo e benzoato de benzilo, na proporgio de 3:1,
com aplicagdo de vacuo até 0,2 bares durante 15 minutos.

As pecas processadas segundo esta técnica foram minuciosamente estudadas
através de observacao em lupa estereoscopica (marca MEIJI, modelo EMZ - 13TR,

Olympus) com zoom e em microscépio com baixa amplia¢ao.

42



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

2.3.3 Técnica Histologica

FIG. 8 Técnica histoldgica. Coloracao de tricrémico de Masson — 420x.
Pormenor do ligamento espiral e da estria vascular

A técnica histoldgica foi realizada em 14 casos (FIG. 8).

Gostaria de frisar que em todo o processamento histologico da fase inicial destes
trabalhos tive o privilégio de trabalhar sob orientacao do Professor Doutor Manuel
Jodao Xavier Mourato. A adequagdo das diferentes coloragdes ao tecido e drgao a estu-
dar foi feita sobre a sua supervisao e orientagdo, bem como o processamento técnico
nas varias fases de descalcificagdo das pegas. Sob sua orientagdo, a compreensao e
conhecimento da dificuldade técnica do 6rgao a estudar, transformaram momentos
de algum desénimo, pela grande dificuldade e morosidade técnica, em novos reptos.

Em 12 casos, para observacdo detalhada da vascularizagdo arterial de toda a
cdclea, foi realizada injecgao vascular prévia.

Foi injectada tinta-da-China ou gelatina a 10%, aquecida a 38 °C e adicionada de
pigmento de cor vermelha.

Como ¢ sabido, o ouvido interno necessita de cuidados especiais no que se refere

a fixagdo, pelo que esta foi sempre realizada por perfusao vascular de gluteraldeido
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a 2,2%, tamponado com tampao difosfato a temperatura de 38 °C, a que se seguiu
imersdo da peca no soluto.

A descalcificagdo processou-se com acido nitrico a 5%, com acido tricloroacé-
tico ou etilenodiaminotetracetato de sédio.

Apos a descalcificagdo, no primeiro caso as pegas foram tratadas com sulfato de
sddio a 5% e depois lavadas em dgua corrente antes de serem desidratadas, no segundo
caso as pecas descalcificadas eram directamente transferidas para o alcool e no caso da
descalcificagdo com EDTA fazia-se a lavagem com dalcool ou agua.

Seguidamente procedeu-se a desidratagdo pelos alcoois de concentragao cres-
cente a 70°, 90° e 100° em duas passagens sucessivas, por periodos de 24 horas.

Seguiu-se a inclusdo. Quando as pegas eram incluidas em parafina, procedia-se
a passagem por xilol.

Em menor nimero de casos, devido a morosidade da técnica, procedeu-se a
inclusdo em celoidina.

Apos a realizagdo dos cortes e execucao das laminas procedeu-se a coloragdo das
laminas por trés métodos distintos, consoante a estrutura a destacar.

A coloragao de hematoxilina-eosina, talvez a colora¢ao mais usada em histolo-
gia, proporcionou excelentes resultados e excelente contraste nas pegas injectadas
com tinta-da-China. A hematoxilina é um corante basico, de cor azul, com grande
afinidade para os nucleos da célula, que cora de purpura. A eosina é um corante
acido, com grande afinidade para as mitocondrias e citoplasma, que cora de rosa.

A colora¢ao de Mallory-azan foi descrita por Frank Mallory, modificada por
Heidenhain e novamente descrita por Kiernan (Kiernan, 2008)%), sendo uma colo-
racdo particularmente adequada para o estudo do tecido conjuntivo. O nucleo ¢é
corado com uma hematoxilina férrica e cora em vermelho, as fibras de colagénio em
azul, a cartilagem e a matriz 6ssea em diferentes tons de azul, as hemadcias e a fibrina
em vermelho.

Um outro tipo de tricromico utilizado foi o tricromico de Masson (Kiernan,
2008)!%¢l, que permite uma excelente distingdo entre as fibras musculares lisas e o
colagénio. O nucleo cora de azul, o colagénio cora de verde ou azul, o citoplasma,
o musculo e os eritrdcitos coram de vermelho.

Para uma observagao mais correcta das fibras aferentes e eferentes do ganglio
espiral de Corti, diferenciagdo da nevrdglia e das fibras de reticulina procedemos em

alguns casos a impregnacao pela prata segundo o método de Gomori.
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2.3.4. Técnica de Microscopia Electrénica de Varrimento em
Moldes Vasculares

FIG. 9 Técnica de microscopia electréonica de varrimento em moldes vasculares — 480x.

Glomérulo de Schwalbe.

A técnica de microscopia electronica de varredura em moldes vasculares
(Murakami et al., 1984; Lametschwandtner et al., 1984, 1990)781981[107] £q; utili-
zada em 26 casos (FIG. 9).

Ap0s pertfusao vascular com gluteraldeido a 2,2% tamponado com tampao difosfato
a temperatura de 38 °C, tendo-se verificado assistolia do animal, procedeu-se a injec-
¢do de cerca de 50 ml de uma resina acrilica com grande poder de perfusao, Mercox®.

Fez-se o controlo da injec¢do por preenchimento dos vasos da iris, da mucosa
gengival e da lingua. Apds completa polimerizagdo do produto procedeu-se a aber-
tura da bulla timpanica a lupa e remogao das cécleas que foram sujeitas a corrosao
controlada com hidréxido de s6dio em sistema de gota-a-gota.

Os moldes vasculares, em alguns casos com a estrutura 6ssea do modiolo ainda

intacta, foram seguidamente lavados com agua.
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Foram posteriormente sujeitos a metalizagdo com sais de ouro e observados
no microscopio electronico (JEOL JSM-5410), com tensdes variaveis de filamento
de 10 a 25 Kv. As observagdes sistematicas dos varios quadrantes da peca permiti-
ram uma visdo de conjunto da estrutura vascular a estudar (Correia, 1984; Goyri-
O’Neill, 1984; Pais, 1995; Pais, 1997; Esperanca-Pina, 1998; Bettencourt Pires, 2009;
Guedes- Silva, 2012)[831199-106]

As medicoes do calibre vascular foram realizadas em cada uma das pecas com o
sistema de medi¢ao SEMAfore.

Os resultados dos estudos microvasculares, maioritariamente com processa-
mento em microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares foram
descritos estudando e analisando a rede microvascular em toda a céclea, nas estru-
turas sensorioneurais integrantes da parede interna da cdclea e na parede externa
da coclea.

Com este conjunto de técnicas foi possivel obter um modelo tridimensional da

microvascularizagao coclear de grande riqueza de pormenor.
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Procede-se a apresentacdo dos resultados obtidos neste estudo ilustrando a mor-
fologia do labirinto 6sseo e membranoso.

Seguir-se-a a descricdo da microvascularizagdo coclear propriamente dita.

3.1. LABIRINTO OSSEO ANTERIOR — COCLEA
3.1.1. Parede Externa da Coclea

A céclea constitui a por¢do anterior do ouvido interno.

No cobaio situa-se no interior da bulla temporal.

Apos abertura desta observa-se de imediato a cdclea dssea, de forma mais alon-
gada que a coclea humana a custa de um maior eixo apico-basal.

Em microscopia electronica de varrimento é possivel observar a estrutura e
morfologia externa da cdclea em termos tridimensionais, o que desde logo per-
mite observar o grande desenvolvimento da espira basal (FIG. 10), e a diminui¢ao
de calibre de cada uma das espiras até ao apice. No cobaio apresenta trés espiras
e meia o que explica a maior dimensdo, em termos relativos, do eixo dpico-basal
(FIG. 11).

O ducto coclear, ou canalis spiralis cochlea, dispde-se em volta de um eixo imagina-

rio perpendicular a parte petrosa do dpice do rochedo, a columela ou modiolo (FIG. 12).
3.1.2. LaAmina Espiral Ossea

A lamina espiral 6ssea ¢ uma lamina 6ssea em forma de espira, que percorre a

cdclea da espira basal até ao helicotrema.
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FIG. 10 Microscopia electrénica
de varrimento — 35x. Observacao da parede
externa e contorno da céclea dssea observando-
-se o relevo da transicao entre as espiras.
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FIG. 12 Microscopia electrénica
de varrimento com corrosao incompleta e micro
disseccao da coclea — 15x. Observacao da
parede externa e contorno da coclea éssea com
remocao parcial da parede externa e visualizacao
da lamina espiral

FIG. 11 Microscopia electrénica
de varrimento — 15x. Observacao da parede
externa e contorno da coclea 6ssea com
particular destaque para a porcao apical

FIG. 13 Microscopia electrénica
de varrimento-corrosao incompleta e micro dis-
seccao da coclea — 350x. Observacao de uma
espira da coclea 6ssea em corte.
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Descreve um trajecto em volta do modiolo em que um dos seus bordos corres-
ponde a parede interna da lamina de contornos (FIG. 13).

Cria-se uma septagao dssea que condiciona duas rampas no interior da coclea
0sseo.

Estas rampas seguem a mesma direccdo que a lamina de contornos na coclea
Ossea e estdo separadas entre si pela lamina espiral 6ssea.

Denomina-se de rampa timpanica a que esta em comunicagao directa com a janela
redonda e € inferior, e de rampa vestibular a que se abre no vestibulo e ¢ superior.

A lamina espiral dssea possui um bordo aderente e um bordo livre.

O bordo aderente corresponde a parede interna da lamina de contornos e
confunde-se com esta.

As fibras nervosas que se originam nas células ciliadas entram no bordo livre da
lamina espiral dssea que se apresenta perfurada. A nivel deste bordo, numerosos ori-
ticios dao passagem a filetes nervosos, que se abrem no canal espiral de Rosenthal,

canales longitudinales modioli. (FIG. 14).

15kU X35

FIG. 14 Microscopia electrénica de varrimento-corrosao incompleta e
micro disseccao da cdclea — 35x. Observacdo da parede externa e contorno da céclea 6ssea com
remocao parcial da parede externa e visualizacdo do apice coclear e da lamina espiral ¢ssea.

A lamina espiral éssea no seu bordo livre continua-se pela lamina espiral mem-
branosa na qual se observa o labio timpanico que da inser¢ao a lamina basilar e o

labio vestibular que da inser¢do a lamina vestibular ou de Reissner.

50



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

—
=
-
<
>
—_
[~
&=

ZBepag wdgel

FIG. 15 Microscopia electrénica
de varrimento-corrosao incompleta e micro
disseccao da coclea — 100x.

Observacao da lamina espiral que se apresenta
perfurada para acesso aos canales longitudinali

modioli. As fibras nervosas que se originam

nas células ciliadas penetram no bordo livre

da lamina espiral.
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FIG. 16 Microscopia electronica
de varrimento-corrosao incompleta
e micro disseccao da coclea — 750x.
Observacao dos orificios de entrada dos canali
longitudinali modioli com distribuicao radiaria
relativamente ao eixo do modiolo.

FIG. 17 Microscopia electrénica de varrimento sem corrosao e com micro disseccao da coclea — 2000x.

Observacao com grande detalhe dos canaliculos arteriais da lamina espiral, observando-se o pormenor

do endotélio vascular em modo tridimensional.
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Estas membranas condicionam em cada uma das espiras duas rampas, a rampa
inferior ou timpénica e a rampa superior ou vestibular as quais comunicam entre si
no apice coclear pelo helicotrema, também denominado de rostrum ou hamulus da
lamina spiralis.

A lamina espiral dssea é constituida por duas laminas dsseas distintas, supe-
rior e inferior, estas estdo ligadas entre si por trabéculas dsseas, formando um sis-
tema canalicular que se inicia na parede externa do canal espiral de Rosenthal.
Este sistema canalicular da passagem a filetes nervosos.

O estudo da lamina espiral dssea, tal como observada pela técnica de microscopia
electrénica de varrimento, permite observar com grande detalhe os canais de entradas
das fibras aferentes do ganglio espiral que tém a sua origem nas células ciliadas.

O bordo livre da lamina espiral dssea apresenta numerosos orificios (FIG. 15 e 16),
que dao passagem a filetes nervosos que convergem para o canal espiral de Rosenthal
através de canaliculos longitudinais, denominados de canali langitudinali modioli.

A lamina espiral 6ssea da passagem nao so a filetes nervosos que promovem o
contacto entre as células ciliadas e o génglio espiral de Corti mas também a arterio-
las pré-capilares e a capilares.

Se se proceder a observagdo quando da dissec¢ao da lamina espiral 6ssea podem
observar-se os canaliculos arteriais no bordo livre da lamina espiral 6ssea, com dis-
posicdo linear ao longo de toda a lamina espiral ssea, convergindo estes, de modo
radidrio, para a por¢ado central do modiolo (FIG. 17).

A lamina espiral membranosa prolonga-se pelo labio inferior ou timpanico.
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3.1.3. Espira Basal da Coclea

A espira basal da céclea é a mais desenvolvida.

FIG. 18 Microscopia electrénica de varrimento — 15x.
Espira basal e regiao das janelas observando-se a cadeia ossicular
desarticulada para melhor visualizacdo da supra-estrutura do estribo.

Nela, observam-se duas fossetas: a fosseta da janela redonda ou janela da
cdclea que comunica com a rampa timpénica e a fosseta da janela oval ou janela
do vestibulo que se relaciona com a platina do estribo dando acesso a rampa ves-
tibular (FIG. 18).
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3.2. LABIRINTO MEMBRANOSO ANTERIOR

O labirinto membranoso é constituido por um longo canal membranoso que se
desenvolve no interior da cOclea dssea, a coclea membranosa (FIG. 19).

A sua conformagao externa é de certo modo condicionada pela estrutura dssea
no interior da qual se forma.

A sua orientacdo, disposi¢ao e contornos das suas espiras sao em tudo semelhan-

tes a superficie 6ssea com a qual se relacionam.

FIG. 19 Técnica de diafanizacdo — 10x.
Fotografia com lupa estereoscépica observando-se a cdclea membranosa.

O labirinto membranoso anterior ou coclea membranosa, esta separado do

labirinto dsseo ou cdclea dssea pelo espago perilinfatico, onde circula a perilinfa.
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FIG. 20 Técnica histolégica com coloracao tricromico de Masson — 100x.
Cortes perpendiculares ao eixo do modiolo, observando-se com detalhe a c6clea membranosa
Observacao do ganglio espiral, do ducto coclear e das rampas timpanica e vestibular

em cada uma das espiras.
1. Ganglio espiral, 2. Ducto Coclear, 3. Orgao espiral de Corti, 4. Rampa Timpanica, 5. Rampa Vestibular

3.2.1. Ducto Coclear

Em cada uma das espiras, observa-se o ducto coclear ou ducto coclear, onde circula

a endolinfa e onde se situam as células sensoriais do 6rgao espiral de Corti (FIG. 20).

O ducto coclear foi observado com grande riqueza de pormenor na sua consti-
tuicdo pela sua grande importancia na fisiologia da audi¢ao. A caracteristica tnica
da fun¢ao coclear é o facto de que os factores mecanicos intrinsecos modulam a

vibragdo acustica inicial previamente a estimula¢do do nervo auditivo.

E limitado inferiormente pela lAmina basilar, superiormente pela limina vestibular

ou de Reissner e lateralmente, pela estria vascular.
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3.2.1.1. LAmina Basilar

A membrana ou lamina basilar prolonga o bordo livre da lamina espiral dssea e
o labio timpénico do sulco espiral interno. Esta vibra da base para o apice em res-
posta ao som.

Na lamina basilar, distinguem-se a por¢ao interna, mais lisa, a zona arqueada ou
arcuata entre o modiolo e o pilar externo do tinel de Corti, e a porgdo externa, pec-
tinea ou pectinealis, entre o pilar externo do tinel do Corti e a estria vascular a que

se segue o ligamento espiral e que limitam externamente o ducto coclear.
3.2.1.2. Orgao Espiral de Corti

O orgao espiral de Corti, zona mais nobre de toda esta arquitectura coclear, esta
sobre a lamina basilar. Neste, a camada de células ciliadas internas e as camadas de célu-
las ciliadas externas (FIG. 21), células sensoriais da cdclea, delimitam o tunel de Corti.

Subjacente a este, observam-se as células de sustentacao das células sensoriais
(FIG. 22).

As células de sustentagdo sdo as células limitantes internas, as células falangicas

internas e externas, as células de Deiters, Hensen, Claudius e Bottcher.

FIG. 21 Microscopia electrénica de varrimento FIG. 22 Microscopia electrénica
pbs microdisseccao da coclea — 750x. de varrimento — 1000x.
Observa-se a disposicao relativamente regular Micro disseccao das células de sustentacao
das fileiras de células ciliadas no Cobaio. do Orgao de Corti.
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Estas células tém nao s6 fun¢ao de sustenta¢ao, mas também fun¢do de nutrigdo.
As células ciliadas distinguem-se em dois grupos morfologicamente distintos,
as células ciliadas internas que se dispéem se numa tunica fileira ao longo de toda
a coclea e limitam internamente o tunel de Corti e as células ciliadas externas dis-

postas em trés ou mais fileiras, (FIG. 23) que limitam externamente o tunel de Corti.

FIG. 23 Microscopia electronica de varrimento — Micro disseccao da céclea — 2000x.
Observacao das células ciliadas internas e externas dispostas em fileiras.

Denominam-se de células ciliadas porque da superficie superior de cada uma
destas células emergem finos filamentos semelhantes a cilios, de maior complexi-
dade no caso das células ciliadas externas e de menor complexidade no caso das
células ciliadas internas.

As células ciliadas actuam como transdutores bioldgicos e tém caracteristicas
morfoldgicas muito distintas, sendo que as células ciliadas externas estdo intima-

mente relacionadas com a membrana tectdria através dos seus estereocilios.

3.2.1.2.1 Células Ciliadas Internas

As células ciliadas internas, apresentam estereocilios que se dispdoem de forma

linear, paralelamente ao eixo do ducto coclear (FIG. 24).
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FIG. 24 Microscopia electrénica de varrimento — 10 000x.

Células ciliadas internas e caracteristicas dos seus estereocilios.

Os estereocilios das células ciliadas internas dispéem-se em palissada.
Em cada célula, os estereocilios sdo em niimero nao inferior a 10 e dispoem-se

de modo linear em cada uma das espiras.

3.2.1.2.2 Células Ciliadas Externas

As células ciliadas externas estdo dispostas, no Homem como no Cobaio, em trés
a cinco fileiras (FIG. 25), sendo a sua distribui¢do mais regular no Cobaio.

A disposigao dos seus estereocilios ¢ complexa simulando um V ou W, sendo em
numero de 38 a 40 em cada célula ciliada externa, dispondo-se por vezes na propria
célula em mais de uma fileira.

Da presente observagdo é patente a sua disposi¢ao em dupla palissada formando
um angulo diedro agudo cujo vértice é centripeto relativamente ao eixo do modiolo
(FIG. 26).

Cada um dos lados destes dngulos diedros tem igual nimero de estereocilios,

entre 18 e 20 um.
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FIG. 25 Microscopia electrénica FIG. 26 Microscopia electronica
de varrimento — 3500x. de varrimento — 7500x.
Células ciliadas externas cujos estereocilios se Células ciliadas externas.

dispdem em V ou W.

FIG. 27 Microscopia electrénica de varrimento — 15 000x.
Células ciliadas externas observando-se a complexidade de distribuicao
dos seus estereocilios.

59



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

Os estereocilios surgem como evagina¢des da membrana celular.

No cobaio observou-se que cada estereocilio possui um didametro médio entre
0,2 pm e 0,4 um, com maior nimero de estereocilios na espira basal do que no apice
da cdclea (FIG. 27).

A fragilidade destes cilios é tal que a estimulagdo acustica excessiva podera levar

a uma alteracdo importante da sua morfologia e inclusive a sua destruicao.

3.2.1.3. LAmina Vestibular ou de Reissner

A lamina vestibular ou de Reissner limita superiormente o ducto coclear,

separando-o da rampa vestibular.

FIG. 28 Técnica histoldgica-Tricrémico de Masson — 100x.

Observacao de uma espira da coclea.
1. Rampa timpanica, 2. Ducto coclear, 3. Lamina basilar, 4. Orgao espiral de Corti,
5. Lamina Vestibular ou de Reissner, 6. Ligamento Espiral e Estria Vascular

A lamina vestibular ou de Reissner insere-se no labio vestibular da lamina espiral
Ossea e dirige-se para a porgao superior da parede externa do ducto coclear (FIG. 28).
E formada por epitélio pavimentoso com caracteristicas diferentes na sua metade

inferior, em relagdo com o ducto coclear e a endolinfa, e na sua metade superior,
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em relacdo com a rampa vestibular onde circula a perilinfa, entre ambas situa-se

uma ladmina basal (FIG. 29 e 30).

FIG. 29 Técnica histoldgica-Tricromico de Masson — 150x.
Origem e trajecto da lamina vestibular ou de Reissner.
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FIG. 30 Técnica de microscopia electrénica de varrimento — 2000x.
Observacao da lamina vestibular ou de Reissner pela sua face vestibular.
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3.2.2. Ganglio Espiral de Corti

O ganglio espiral de Corti constitui pela reunido dos seus ramos o nervo coclear,
o protoneurdnio da via coclear, encontrando-se disposto ao longo do modiolo no
interior do canal espiral de Rosenthal.

Os corpos celulares das células bipolares que constituem o ganglio espiral de

Corti sdo observaveis em microscopia electronica de varrimento (FIG. 31)

FIG. 31 Microscopia electrénica de varrimento-crio fractura e
micro disseccdo da coclea — 2000x. Observacao do interior do modiolo
poés-disseccao estando assinalados os corpos celulares (estrela) do ganglio espiral.
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Estas células bipolares cujo corpo celular ou pericario tem uma forma eliptica ou

amendoada apresentam dois tipos de prolongamentos (FIG. 32 e 33).

FIG. 32 Microscopia electronica de varrimento- FIG. 33 Microscopia electrénica de varrimento
-corrosao incompleta e micro disseccao corrosdo incompleta e microdisseccdo
da coéclea — 2000x. da céclea — 1,500x.
1. Corpos celulares ganglionares 1. Corpos celulares ganglionares
2. Prolongamentos intercelulares 2. Prolongamentos axonais

Os prolongamentos maiores que se originam do corpo celular e pela sua reuniao
constituem o nervo coclear e os prolongamentos axonais, de menores dimensoes,
que fazem sinapse com as células ciliadas do 6rgao espiral de Corti.

Estas células bipolares sao neurénios sensoriais a semelhanc¢a de outros neuré-

nios sensoriais como o olfactivo, visual ou vestibular.
O modiolo contém as células do ganglio espiral de Corti, com o seu corpo celu-

lar e os seus prolongamentos, constituindo uma malha em que se evidenciam os

pericarios (FIG 33).

63



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

3.3. A COCLEA E A ORIGEM DA SUA VASCULARIZACAO ARTERIAL

3.3.1. Vascularizacao arterial da parede interna da Coclea
Membranosa

A vasculariza¢ao do ouvido interno, no cobaio como no homem, faz-se através

dos ramos de divisdao da artéria auditiva interna ou labirintica.

A artéria labirintica origina-se como ramo colateral da artéria cerebelosa antero-

-inferior a qual tem origem na artéria basilar ou na artéria vertebral.

Embora no homem a artéria auditiva interna possa também destacar-se da arté-
ria basilar e até da artéria vertebral, no cobaio em todos os casos estudados a sua

origem verificou-se sempre na artéria cerebelosa antero-inferior.

A artéria labirintica, ao passar abaixo do meato auditivo interno, divide-se na

artéria vestibular anterior e na artéria coclear comum.

A artéria vestibular anterior dirige-se para o nervo vestibular, emite vasa nervo-

rum para este nervo e vasculariza o utriculo e os canais semicirculares.

A artéria coclear comum origina dois ramos principais, a artéria vestibulo-
-coclear ou vestibular posterior no cobaio, a qual se destaca junto a espira basal da
cdclea e a artéria coclear, como ramo terminal, que passa a denominar-se de artéria

modiolar ou espiralada, ap6s entrar no modiolo.

64



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

Toda a sistematizacdo da microvascularizagao arterial sera feita segundo a
classificagao proposta por Esperanca Pina, para a microvasculariza¢do em geral
(Esperanca Pina, 1980)!1%! (riG. 34).

Artérias de pequeno calibre, com calibres superiores a 200 yum.

Arteriolas de 1.2 ordem, com calibres compreendidos entre 200 e 100 um.

Arteriolas de 2.* ordem, com calibres compreendidos entre 100 e 30 pm.

Arteriolas pré-capilares, arteriolas terminais ou metarteriolas, com calibres
compreendidos entre 30 um e o calibre dos canais preferenciais e capilares.

Canais preferenciais, com calibres compreendidos entre 10 e 15 um.

Capilares, com calibres compreendidos entre 5 e 12 pm.

Vénulas pos-capilares, com calibres compreendidos entre o calibre dos capila-
res e 30 pm.

Vénulas de 2.2 ordem, com calibres compreendidos entre 30 e 100 um.

Vénulas de 1.2 ordem, com calibres compreendidos entre 100 e 200 pum.

Anastomoses arteriolo-venulares, com calibre entre 20 e 30 um.

FIG. 34 Microscopia electrénica de varrimento em moldes microvasculares, ampliacdo 50x — Medigdo
por SEMAfor dos calibres arteriais. Arteriola de 1.2 ordem, com calibre de 183 um dividindo-se em
arborizacdo dicotémica em vasos arteriolares de 2.2 ordem com 103 pm.
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3.3.2. Artéria Modiolar Espiralada

A artéria modiolar espiralada é o ramo terminal da artéria coclear.
A artéria modiolar ascende no modiolo promovendo através dos seus ramos
colaterais e dos seus ramos terminais a microvascularizacao coclear, numa vascula-

rizagdo de 6rgao de tipo terminal (FIG. 35).

FIG. 35 Técnica de diafanizacao pos injeccao vascular, fotografia a lupa estereoscopica — 65x.
Observa-se o trajecto da artéria espiralada em volta do modiolo.

Esta artéria origina varios ramos colaterais, que sao mais numerosos na espira
basal, e divide-se, ja no dpice da cdclea junto ao helicotrema, em dois a quatro ramos
terminais.

A artéria modiolar espiralada é uma artéria de tipo flexuoso na sua morfolo-
gia, sendo que ao longo do seu trajecto no interior do modiolo, em intima relagao
com este, percorre as varias espiras com um trajecto adaptado a morfologia coclear
(FIG 36).

A flexuosidade do seu trajecto é explicavel pela necessidade de diminuir as pulsa-

¢Oes e pressao arterial na circulagao arterial da cdclea, evitando qualquer traumatismo
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as estruturas do 6rgao espiral de Corti e proporcionando simultaneamente uma vascula-

rizagdo arterial optimizada das estruturas sensorioneurais de proximidade.

O facto de se tratar de uma artéria anatomica e fisiologicamente terminal, implica
que a vascularizagdo arterial para as estruturas sensorioneurais da coclea depende
desta artéria, ndo havendo anastomoses a nivel do modiolo que possam restabelecer
a vascularizagdo arterial se em presenga de isquémia, trombose arterial ou sec¢ao
quando por exemplo de traumatismo do rochedo, o que confere grande importancia

ao seu estado ao longo de todo o seu trajecto.

FIG. 36 Microscopia electronica de varrimento em moldes microvasculares — 200x.

Observacao do trajecto flexuoso da artéria modiolar espiralada com calibre de 80 pm.

Em termos hemodinamicos, é importante ter presente a lei de Stahl ao estudar a mor-
fologia da artéria labirintica, segundo a qual, de cada vez que uma artéria descreve uma
curvatura, se produz no ponto maximo de curvatura, uma diminuigao de calibre, com con-
sequente diminuigao de pressao, representando um mecanismo que no caso da microvas-
cularizagao coclear tende a equalizar a perfusdo arterial ao longo de toda a cdclea.

Uma caracteristica constante das paredes das paredes das artérias quando anali-
sadas em microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares sdo os nuclei
imprinting (FIG 37) provocados pela presenca de células endoteliais na parede vascular,

observaveis apos corrosao, os quais se apresentam com aspeto fusiformes.
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FIG. 37 Técnica de microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 1000x.
Observacao de um segmento da artéria modiolar espiralada observando-se na sua parede as
impressdes fusiformes dos nucleos das células endoteliais.

Trajecto
A artéria modiolar espiralada apresenta um trajecto em espiral a volta do modiolo
em intima relagdo internamente com a origem do nervo coclear e externamente
com o ganglio espiral de Corti.

Em cada uma das espiras, a artéria espiralada percorre o angulo formado pela
lamina espiral dssea e a parede interna da espira.

No seu trajecto extremamente flexuoso, apresenta ansas vasculares que tém também
como fun¢io aumentar a superficie vascular e favorecer o aumento da actividade meta-

bdlica das estruturas da coclea membranosa adjacentes a lamina espiral dssea.

Calibre

A artéria modiolar apresenta um calibre que, no seu inicio, tem valores entre 80 e 100
um. Ao longo do seu trajecto verificou-se de modo constante uma reducdo gradual de
calibre em cada uma das espiras, por emissdo de ramos colaterais, sendo que o calibre

da artéria na base da cdclea apresenta um valor que diminue gradualmente até ao apice.
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3.3.2.1. Artéria Modiolar Espiralada e os seus ramos colaterais

A artéria modiolar origina em todo o seu trajecto ramos colaterais, cujo numero
diminui em valor absoluto da base para o apice.
Sao arteriolas de 2.° ordem com calibre entre 40 e 12 um que se dividem em dois

grupos principais:

+ Arteriolas radiarias internas - arteriolas de trajecto flexuoso que cami-
nham junto as estruturas sensorioneurais da parede interna da cdclea, junto
ao labio timpénico da ldmina espiral 6ssea e na parede do préprio modiolo,
que se relacionam intimamente com este e que, através dos seus ramos se dis-

tribuem a parede interna da coclea (FIG. 38 e 39).

FIG. 38 Microscopia electrénica de varrimento em moldes microvasculares — 150x.

Arteriolas radiarias internas.
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FIG. 39 Microscopia electrénica de varrimento em moldes microvasculares — 150x.
Arterfolas radiarias internas e medicdo de calibre com aplicagdo do sistema SEMAfore.

+ Arteriolas radiarias externas — arteriolas de trajecto rectilineo que cami-
nham na face superior da lamina vestibular e se destinam a vascularizagao
arterial das estruturas da parede externa da coclea, nomeadamente do liga-
mento espiral e da estria vascular.

+ Outros ramos colaterais — vascularizam a parede da propria artéria, vasa vaso-
rum arteriais (FIG. 40) e arteriolas que se dirigem para a bainha do nervo coclear,

os vasa nervorum, contribuindo para a sua vascularizagdo arterial (FIG. 41).
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FIG. 40 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 750x.
Observa-se a emergéncia de arteriolas radiarias internas e de vasa vasorum
para a parede da artéria modiolar.

FIG. 41 Técnica de diafanizacdo — 70x.

Vasa nervorum injectados a vermelho, para vascularizar nervo coclear
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Os vasa vasorum arteriais e os vasa nervorum sao arteriolas pré-capilares que
posteriormente se dividem numa rede capilar para vascularizarem, respectivamente,

a bainha das artérias e do nervo coclear.

3.3.2.1.1. Arteriolas Radiarias Internas
As arteriolas radiarias internas constituem o grupo de colaterais da artéria espi-
ralada que se distribui a lamina espiral dssea e que tem como territério de vasculari-

zagdo as estruturas sensorioneurais da parede interna da coclea (FIG. 43).
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FIG. 43 Microscopia electrénica de varrimento em moldes microvasculares — 500x.
Rede vascular de arteriolas radidrias internas, constituindo rede espiral interna de aspecto sinuoso e
enovelado com diametros entre 10.3 e 18 pm.

Origem
As arteriolas radiarias internas originam-se no flanco da artéria modiolar espira-
lada. Contam-se dez a doze em cada espira, extraordinariamente flexuosas desde

a sua origem.
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Calibre
Neste seu trajecto com inimeras ansas vasculares, tém um calibre que se situa por vezes
acima dos 20 pm na espira basal e na espira seguinte apresentam valores inferiores, entre
12 e 20 pum, decrescendo estes valores progressivamente até ao apex da coclea.

Algumas das arteriolas radiarias internas apresentam trajecto mais rectilineo e
ascendem somente na parede interna do modiolo, com trajecto algo sinuoso mas

sem formar verdadeiras ansas vasculares.

FIG. 44 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 750x.

Arteriolas radiarias internas

Relacbes

As arteriolas radiarias internas relacionam-se no seu trajecto com a parede do
modiolo. Na por¢ao basal da cdclea relacionam-se com a lamina espiral secundaria
e com a lamina espiral 6ssea primaria, relacionando-se em cada espira com a parede
da rampa timpanica, que se apresenta rugosa e perfurada por numerosos orificios

vasculares.
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Trajecto
Apos a sua origem inflectem-se para cima, ascendem na parede do modiolo até
cerca de dois tergos do espago entre duas espiras consecutivas, ai inflectem-se para

fora e para baixo descrevendo ansas vasculares que atingem o bordo externo da
lamina espiral 6ssea (FIG. 45).
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FIG. 45 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 75x.
Observacao das arteriolas radidrias internas a circundar o bordo livre da lamina espiral 6ssea formando
verdadeiras arcadas vasculares.

Ao ascender no modiolo ou ainda no seu trajecto na lamina espiral 6ssea, for-
mam ansas vasculares, por vezes de calibre constante ao longo do trajecto, e dividem-
-se sem apresentar constri¢des vasculares nos pontos de ramificagdo, originando

novas ansas vasculares de calibre inferior a artéria de origem.

Ramos Colaterais
As arteriolas radiarias internas originam como ramos colaterais, varios grupos de arte-

riolas de menor calibre, que vascularizam distintas regides da parede interna da céclea.
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Quatro grupos de arteriolas merecem especial destaque:

As arteriolas do ganglio espiral.
A rede espiral interna.

As arteriolas de origem dos glomérulos de Schwalbe.

Ll

A Arteriola da lamina basilar.
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FIG. 46 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 200x.

Disposicao das arteriolas na parede do modiolo.

3.3.2.1.1.1. Arteriolas do Ganglio Espiral
Conjunto de arteriolas pré-capilares de calibre médio de cerca de 12 um que se

ramificam num rico plexo capilar que vasculariza as células ganglionares do ganglio

espiral de Corti.
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FIG. 47 Técnica histoldgica com impregnacao pela prata,
técnica de Gomori em coclea perfundida com tinta-da-China — 480x.
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FIG. 48 Microscopia electrénica de varrimento em moldes microvasculares — 350x.
Artéria modiolar e inicio da formacao da rede espiral interna.
Origem centripeta dos capilares para o ganglio espiral.
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3.3.2.1.1.2. Arteriolas da Rede Espiral Interna

Observa-se a emergéncia e trajecto flexuoso das arteriolas constituintes da rede
espiral interna com calibre entre 15,7 um e 10.7 pm originando capilares de calibre
inferior a 10 um (FIG. 48).

Sao arteriolas pré-capilares que se originam como colaterais das arteriolas
radidrias.

Estas ao ascender no modiolo entre duas espiras, originam junto ao labio tim-
péanico da lamina espiral arteriolas de terceira ordem ou arteriolas pré-capilares que
apresentam um trajecto mais flexuoso em relagao estreita com o bordo livre da
lamina espiral éssea formando a rede espiral interna.

A rede espiral interna é constituida por arteriolas de 3.° ordem que formam junto
ao bordo livre da lamina espiral dssea, ansas vasculares que com trajecto flexuoso per-
correm a parede do modiolo entre duas espiras, formando em termos hemodinamicos
verdadeiras estagdes intermédias, para através da rede capilar a que ddo origem, pro-

moverem a vascularizagdo das estruturas sensorioneurais adjacentes (FIG. 49).

7

FIG. 49 Técnica de microscopia electréonica de varrimento em moldes vasculares — 500x.
Rede espiral interna na espira basal observando-se arteriolas com calibre entre 21,2 ume 11,4 pm.
Medicao de calibres vasculares com SEMAfore.
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3.3.2.1.1.3. Glomérulos de Schwalbe

Os glomérulos cocleares de Schwalbe elevam-se até perto da scala timpani (FIG. 50).

Podem distinguir-se dois tipos de glomérulos, morfologicamente idénticos mas
com localizagao diferente. Os glomérulos superiores situam-se na parede dssea
do modiolo os inferiores localizam-se perto da lamina espiral dssea na largura da
lamina espiral ossea.

Sao estes as verdadeiras estagdes intermédias (Relay stations) em termos hemo-

dindmicos da microvascularizagdo coclear.

FIG. 50 Técnica de microscopia electronica de varrimento em moldes vasculares — 400x.
Glomeérulos cocleares de Schwalbe.

Os glomérulos superiores percorrem um trajecto ascendente, na parede modio-
lar, aproximando-se da margem da lamina espiral da espira basal superior.

Os glomérulos inferiores percorrem um trajecto centrifugo ao longo da lamina
espiral Ossea.

Os capilares formam, através das suas anastomoses, redes capilares em relacao

intima com as estruturas sensorioneurais da lamina espiral (FIG. 51).

78



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

" — ¥
-

7 g .-.r. il : 1 '&I-'-.m'.- ?-B

FIG. 51 Microscopia electrénica de varrimento em moldes microvasculares — 750x.
Observacao do glomérulo de Schwalbe inteiramente constituido por capilares.

No que concerne a distribuigao nas diferentes espiras da coclea, os glomérulos
apresentam uma distribui¢do mais rica e complexa na espira basal e na segunda
espira da coclea, ficando progressivamente mais esparsos e de menor complexidade

em direc¢do ao apice.
3.3.2.1.1.4. Arteriola da Lamina Basilar

A arteriola da lamina basilar origina-se como ramo colateral das arteriolas radia-
rias internas.

Esta arteriola foi particularmente bem evidenciada através da observagao das
pecas processadas pela técnica histologica.

Tem o seu inicio junto ao labio timpénico da lamina espiral, no labirinto mem-
branoso, percorrendo com trajecto mais ou menos rectilineo, a zona interna da

lamina basilar (FIG. 52)
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FIG. 52 Técnica histolégica — 70x. Coloragdo de hematoxilina-eosina
apos perfusao com tinta-da-China.
Arteriola da lamina basilar injectada com tinta-da-China e assinalada com seta.

FIG. 53 Técnica histoldgica — 300x. Coloracdo de tricrémico de Masson.

Visualizagao da arterfola modiolar na porcao inicial da lamina basilar.
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3.3.2.1.2. Arteriolas Radiarias Externas

As arteriolas radidrias externas importantes ramos colaterais da artéria modio-
lar espiralada promovem a vascularizagdo de importantes estruturas da parede

externa.
Origem

As arteriolas radiarias externas tém a sua origem na artéria modiolar e dirigem-se

para a parede externa da cdclea.
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FIG 54 Microscopia electrénica de varrimento com corrosao incompleta — 15x.
Observa-se o trajecto das arteriolas radiarias externas na parede superior da rampa vestibular.

Langam-se na rampa vestibular e percorrem a parede superior da rampa vesti-
bular de cada uma das espiras (FIG. 54).

Descem depois um pouco na parede externa da coclea e penetram no ligamento
espiral onde se ramificam, inicialmente numa rede de arteriolas pré-capilares arte-

riolares que originam depois a rede capilar junto a estria vascular.
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Trajecto

Apds a origem, as arteriolas radidrias externas inflectem-se para cima, descrevendo
uma curvatura de convexidade superior que acompanha a parede superior da pro-
pria rampa vestibular, condicionando nesta um relevo (FIG. 55), percorrendo-a e

dirigindo-se até as estruturas da parede externa da cdclea membranosa.

Calibre

As arteriolas radiarias externas tém menor calibre do que as arteriolas radiarias
internas. Os valores do calibre variam entre 12 e 14 pm, sendo este relativamente
homogéneo ao longo do seu trajecto na parede superior da rampa vestibular, ja que

a este nivel ndo originam ramos colaterais.

18K m

FIG. 55 Microscopia electrénica de varrimento com corrosdo incompleta — 2000x.
Corrosao incompleta da parede superior da rampa vestibular,
observando-se o trajecto de uma arteriola radiaria externa.
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FIG. 56 Microscopia electrénica de varrimento com corrosdo incompleta — 200x.
Corrosdo da parede superior da rampa vestibular, observando-se o trajecto paralelo de duas arteriolas
radiarias externas (seta).

Relacbes

Relacionam-se na porgao inicial com o labio vestibular da lamina espiral, depois
com a parede superior da rampa vestibular, com a por¢ao superior da cdclea mem-
branosa também na face superior da rampa vestibular, com a proeminéncia vestibu-

lar e com o ligamento espiral.

Ramos Colaterais e Terminais
Estes originam-se apenas na porgao terminal da rampa vestibular, acima da inser¢ao
da lamina vestibular ou de Reissner. Na parede externa, as arteriolas radiarias exter-

nas emitem diferentes tipos de arteriolas:

1. Arteriolas supra-estriadas

2. As arteriolas do ligamento espiral.
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3.3.2.1.2.1. Rede Vascular Supra-Estriada

Imediatamente acima da inser¢do da lamina vestibular ou de Reissner na parede
externa, as arteriolas radidrias externas originam arteriolas pré-capilares as quais

originam uma rede capilar que constitui a rede capilar supra-estriada.

FIG. 57 Técnica histolégica — 300x. Tricrémico de Mallory.

Arteriolas pré-capilares e capilares acima da insercao da lamina vestibular ou de Reissner,
junto a parede externa éssea.

A zona supra-estriada é rica em fibrdcitos do tipo V que se dispdem junto as
arteriolas do ligamento espiral.

As arteriolas pré-capilares originam a este nivel capilares ricos em pericitos,
observaveis neste estudo pela técnica de microscopia electronica de varrimento.

A microdisseccdo da parede externa da céclea permitiu observar a microvas-

cularizagdo de toda esta regido.

3.3.2.1.2.1. Arteriolas do Ligamento Espiral

Estas arteriolas serdo descritas na vasculariza¢ao da parede externa da céclea.

84



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

3.3.2.2. Artéria Modiolar Espiralada e os seus ramos terminais
3.3.2.2.1. Arteriolas do Apice da Coclea

A artéria modiolar espiralada ao atingir o apice coclear divide-se em trés a cinco
ramos terminais, os quais ascendem no modiolo, apds o que na sua por¢ao termi-
nal se inflectem para baixo, seguindo e abragando a convexidade do apice da céclea,

com uma disposi¢do que assemelha as varetas de um chapéu-de-chuva (FIG. 58).
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FIG. 58 Técnica de microscopia electronica de varrimento em moldes vasculares — 120x.
Ramos terminais da artéria modiolar espiralada no apice coclear.
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3.3.3. Vascularizacao Arterial da parede externa da Céclea
Membranosa

3.3.3.1. Arteriolas do Ligamento Espiral

Ao atingir o limite externo do ligamento espiral, as arteriolas radidrias externas
dividem-se em varios ramos arteriolares de menor calibre, ao longo da convexidade
do limite externo do ligamento espiral. O ligamento espiral forma uma malha de
tecido conjuntivo com fun¢ao de sustenta¢ao do epitélio altamente especializado
que constitui a estria vascular (FIG. 59).

Foi possivel observar pericitos em todo o ligamento espiral.

FIG. 59 Microscopia electrénica de varrimento com corrosao incompleta — 200x.
Pormenor do ligamento espiral e da estria vascular.

Considerando a riqueza e distribuicdo dos fibrécitos e dos pericitos no liga-
mento espiral, esta correlaciona-se de algum modo com o padrao de microvascula-

rizagdo a este nivel.
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FIG. 60 Técnica histolégica coloragdo de hematoxilina-eosina pés injeccao vascular
com tinta-da-China — 60x. Vascularizacdo arterial do ligamento espiral e estria vascular.

A vascularizagdo arterial do ligamento espiral é promovida por arteriolas pré-
-capilares que percorrem o ligamento espiral da sua porgao lateral para a por¢ao
medial e que se dividem em duas redes distintas (FIG. 60):

A rede capilar pés-estriada que ocupa a porg¢ao lateral do ligamento espiral e
ocupa a sua base, junto a parede externa da coclea.

A rede capilar ad-estriada, na sua por¢ao mais medial em intima relagdo com

a estria vascular.

FIG. 61 Microscopia electronica de varrimento em moldes microvasculares
com morfometria vascular sistema SEMAfore — 350x.
Morfometria da vascularizacao do ligamento espiral e da estria vascular na rampa média da 2.° espira.
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3.3.3.2. Rede capilar da Estria Vascular

A estria vascular é o unico epitélio vascularizado do corpo humano. Sabe-se
que a estria vascular tem grande importancia funcional na produgao e reabsor¢ao
de endolinfa (FIG. 62).

FIG. 62 Técnica histologia — 150x. Tricromico de Masson.
Pormenor do ligamento espiral e da estria vascular observando-se nesta os capilares ainda preenchidos

por hemacias e células com pigmento melandécito mais evidenciadas.

A estria vascular desempenha uma importante func¢ao, formando uma barreira
hemato-labirintica para manuten¢ao do potencial endococlear e transporte de ides,
fundamental para o mecanismo de transducgao das células ciliadas.

O estudo da microvascularizagao da estria vascular foi feito por observagao
das varias pegas, utilizando todas as técnicas de estudo, embora com a técnica
histologica se tenha revelado mais facil evidenciar a relagdo com o ligamento

espiral.
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A morfometria arterial foi feita nas pegas trabalhadas com microscopia electro-

nica de varrimento em moldes vasculares (FIG. 63) recorrendo ao sistema SEMAfore.

FIG. 63 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 1000x.

Origem da rede capilar da estria vascular em arteriolas pré-capilares.

Em termos microvasculares a estria vascular apresenta um sistema vascular
inteiramente formado por capilares, formando um conjunto de anastomoses inter-

capilares complexas (FIG. 64 e 65).
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FIG. 64 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 1500x.
Anastomoses complexas entre os capilares da estria vascular.

FIG. 65 Microscopia electronica de varrimento em moldes vasculares — 1700x.

Das anastomoses complexas entre os capilares da estria vascular parecem originar-se novos capilares.
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3.3.4. Vascularizacao da parede externa da Espira Basal

A espira basal da cdclea apresenta grande riqueza de vascularizagao (FIG. 66), com
caracteristicas particulares apenas a esta espira.

Na parede exterior apresenta a regiao das janelas, a janelas redonda que da acesso
a rampa timpanica da coclea e a janela oval que se relaciona com o vestibulo e a pla-
tina do estribo.

Em termos anatomo-fisioldgicos, esta espira é, metabolicamente, a mais exigente.

E nesta espira que se realiza a transducio dos sons agudos. Pelo seu papel na
tonotopia coclear as estruturas da parede interna da cdclea, as células ciliadas e as
estruturas da parede externa, o ligamento espiral e a estria vascular sdo nesta regiao

particularmente vulneraveis a hipdxia.

FIG. 66 Técnica de diafanizacdo pés injeccdo com tinta-da-China — 10x.
Observa-se a parede externa da coclea 6ssea com grande destaque para a vascularizacdo da espira basal.
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Ao nivel da base da cdclea, apos emissao da artéria vestibular, a artéria labirintica
divide-se na artéria vestibulo-coclear ou vestibular posterior, no cobaio, e a artéria
modiolar que penetra a base do modiolo.

A artéria vestibular posterior caminha na parede 6ssea da espira basal e forma
uma convexidade longitudinal que se distribui a espira basal e a por¢ao inferior da
segunda espira

Neste trajecto na parede dssea origina ramos colaterais que se distribuem a toda
a extensdo da parede externa da cdclea. Alguns destes penetram a parede dssea da
cdclea, e dirigem-se para a coclea membranosa originando ramos por vezes perpen-

diculares a direc¢do da propria artéria (FIG. 67).
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FIG. 67 Técnica histolégica — 50x. Tricromico de Masson.
Trajecto vascular na parede externa da céclea.

As artérias radiarias externas atingem maior nimero na espira basal. Ao nivel da
rampa média ou coclear desta espira, penetram o ligamento espiral originando trés
redes capilares distintas e ja descritas, a rede supra-estriada, a rede do ligamento espiral

e a rede da estria vascular (FIG. 68 € 69).
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FIG. 68 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 100x.
Vascularizagao da parede externa das duas primeiras espiras da coclea, observando-se a grande
e profusa rede vascular amplamente anastomosada.

FIG. 69 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 150x.

Observa-se a vascularizacao da porcao interior da parede externa da espira basal da coclea
Medicacao dos calibres vasculares com sistema SEMAfore.

93



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

Observa-se nesta parede a existéncia de um amplo sistema de anastomoses par-
ticularmente evidente na regido correspondente a parede externa da rampa média
ou coclear. As anastomdses observaveis na estria vascular tém grande complexi-

dade e establecem-se entre vasos de diferentes calibres (FIG. 70).
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FIG. 70 Microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares — 500x.
Pormenor da figura anterior, anastomose arteriovenosa complexa com morfometria vascular.

3.3.4.1 Arteriola da Janela Redonda

Na espira basal da coclea procedeu-se ao estudo da microvascularizagdo da
janela redonda, estrutura de grande importancia anatomo-funcional por dar acesso

directo a rampa timpanica da cdclea (FIG. 71).
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FIG. 71 Técnica de diafanizacao pos-injeccao vascular de tinta-da-China — 15x.
Morfologia da céclea membranosa, com observacdo da arteriola da janela redonda ou janela da coclea.

A arteriola da janela da cdclea aborda a janela da céclea pela sua convexidade e
divide-se numa rica rede vascular que vasculariza toda a parede externa da rampa
timpénica da coclea (FIG. 72 e 73).

Da arteriola da janela da cdclea em todo o seu trajecto de contorno ao longo da
propria janela emergem arteriolas pré-capilares que se ramificam em capilares os
quais se dirigem em profundidade penetrando a rampa timpanica da cdclea ao nivel

da espira basal.
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AU

FIG. 72 Microscopia electronica de varrimento em moldes vasculares — 100x.
Observacao tridimensional da vascularizacdo da janela redonda e inicio da rampa timpanica.

- . L .
R

FIG. 73 Microscopia electronica de varrimento em moldes vasculares — 75x.
Observacao tridimensional da vascularizacdo da janela redonda e inicio da rampa timpanica.
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4

ESTUDO MORFOMETRICO DA

MICROVASCULARIZACAO ARTERIAL
DA COCLEA



4.1 DADOS UTILIZADOS

Apresentam-se os resultados do estudo morfométrico e tratamento estatistico
dos valores de calibre das arteriolas e capilares da parede interna da cdclea e da
parede externa da coclea.

A dificuldade de estudo da cdclea é condicionada pela sua fragilidade e pela difi-
culdade de manipulagdo das estruturas vasculares.

A exigéncia na morfometria dos calibres dos vasos traduziu-se em diferente
numero de valores usados, considerando cada uma das estruturas. Este facto traduz-se
na ponderagdo do coeficiente de variancia consoante o nimero de valores para cada
estrutura. Esta ponderacdo para cada estrutura permitiu validar o estudo estatistico,

como adiante se constata.

4.2. GLOSSARIO
Cada estrutura tem o seguinte cddigo numérico.

Capilares da estria vascular e do ligamento espiral.
Arteriolas radidrias internas na sua emergéncia.
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna.
Capilares da rede espiral interna.

Arteriolas da parede externa da espira basal <10 pm.

A

Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pum.
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A dificuldade técnica no tratamento das pegas levou a que em alguns casos o
valor de calibre traduziu-se apenas num caso ou na média de dois, trés, quatro ou
até cinco casos , tendo este parametro sido devidamente valorizado em termos de
variancia.

Esta questao esta contemplada nos quadros que se seguem.

4.3. PAREDE INTERNA DA COCLEA

4.3.1. Morfometria das Arteriolas Radiarias Internas

Tipo de estrutura vascular Codigo da N.° Casos Calibre
Estrutura (pm)
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 25.8
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 24.2
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 28.8
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 25
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 29.9
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 33
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 21.4
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 23.6
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 20.1
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 29.4
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 33
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 141
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 30.1
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 32.4
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 25
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 28.7
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 393
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 1 32.4
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 26.2
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 29.9
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 26.5
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 29.7
cont.
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cont.
Tipo de estrutura vascular Codigo da N.° Casos Calibre
Estrutura (um)
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 33.9
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 32.5
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 20.4
Arteriolas, radiarias internas na sua emergéncia 2 2 214

4.3.1.1. Morfometria das arteriolas da Rede Espiral Interna

Tipo de estrutura vascular CE(::S:L?: N.° Casos Ce(nl:?)r €
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 1 10.3
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 1 18.8
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 1 16.1
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 1 18.2
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 1 19.4
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 1 11.1
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 2 12.36
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 2 11.25
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 2 10.67
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 2 18.38
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 2 12.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 12.98
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 14.78
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 17.85
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 16.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 11.25
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 12.98
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 3 11.98
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 4 14.56
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 4 11.36
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 4 10.53

cont.
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cont.

Tipo de estrutura vascular CEZfrIStou:i: ° Casos C?:':]); €
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 4 12.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 4 13.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 4 12.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 4 12.45
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 12.56
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 13.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 12.65
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 13.89
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 13.98
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 14.54
Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna 3 5 16.67

4.3.1.2. Morfometria dos capilares da Rede Espiral Interna

Tipo de estrutura vascular CEZ:S::: ° Casos c?:':)r €

Capilares da rede espiral interna 4 1 8.62
Capilares da rede espiral interna 4 1 6.67
Capilares da rede espiral interna 4 1

Capilares da rede espiral interna 4 1 5.25
Capilares da rede espiral interna 4 1 9.63
Capilares da rede espiral interna 4 1 7.65
Capilares da rede espiral interna 4 1 8.11
Capilares da rede espiral interna 4 1 7.65
Capilares da rede espiral interna 4 2 8.25
Capilares da rede espiral interna 4 2 7.35
Capilares da rede espiral interna 4 2 -
Capilares da rede espiral interna 4 2 9.25
Capilares da rede espiral interna 4 2 8.78
Capilares da rede espiral interna 4 2 7.98

cont.
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cont.
Tipo de estrutura vascular cliif:s:uf: N.° Casos C?:':]); €

Capilares da rede espiral interna 4 2 8.32
Capilares da rede espiral interna 4 2 8.65
Capilares da rede espiral interna 4 3 7.98
Capilares da rede espiral interna 4 3 8.25
Capilares da rede espiral interna 4 3 8.35
Capilares da rede espiral interna 4 3 6.98
Capilares da rede espiral interna 4 3 7.25
Capilares da rede espiral interna 4 3 6.96
Capilares da rede espiral interna 4 3 7.88
Capilares da rede espiral interna 4 3 9.45
Capilares da rede espiral interna 4 4 8.25
Capilares da rede espiral interna 4 4 8.35
Capilares da rede espiral interna 4 4 8.25
Capilares da rede espiral interna 4 4 8.45
Capilares da rede espiral interna 4 4 8.25
Capilares da rede espiral interna 4 4 7.88
Capilares da rede espiral interna 4 4 7.85
Capilares da rede espiral interna 4 4 8.54
Capilares da rede espiral interna 4 5 8.65
Capilares da rede espiral interna 4 5 7.56
Capilares da rede espiral interna 4 5 8.36
Capilares da rede espiral interna 4 5 6.25
Capilares da rede espiral interna 4 5 5.98
Capilares da rede espiral interna 4 5 9.87
Capilares da rede espiral interna 4 5 9.25
Capilares da rede espiral interna 4 5 8.98
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4.3.1.3. Morfometria dos Capilares da rede Glomerular de Schwalbe

Tipo de estrutura vascular i:f:gz:: N.° Casos C?:Ll:)r €
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 4.78
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.94
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 8.36
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 8.5
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 478
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 6.77
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.66
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 4.3
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.65
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 7.9
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.8
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 6.3
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 49
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 6.23
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 6.01
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.03
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 4.07
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 4.24
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 4.21
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.32
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.67
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 4.29
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.8
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.27
Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe <10 pm 6 1 5.37
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4.4, PAREDE EXTERNA DA COCLEA

4.4.1. Morfometria das arteriolas da parede externa da Espira
Basal

Tipo de estrutura vascular iﬁf:g:uf: N.° Casos Ce(nl:?)r €

Arteriolas da parede externa da espira basal >10 pm 5 1 11.5
Arteriolas da parede externa da espira basal >10 pm 5 1 13.1
Arteriolas da parede externa da espira basal >10 ym 5 1 17

Arteriolas da parede externa da espira basal >10 ym 5 1 18.5
Arteriolas da parede externa da espira basal >10 ym 5 1 14

Arteriolas da parede externa da espira basal >10 ym 5 1 12.6
Arteriolas da parede externa da espira basal >10 ym 5 1 18.5
Arteriolas da parede externa da espira basal >10 ym 5 1 15.9

4.4.2. Morfometria dos capilares do Ligamento Espiral e Estria
Vascular

Estrutura vascular codigo coluna C?:lr:)r €
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 9.05
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 6.77
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 8.18
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 6.23
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 9.28
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 8.47
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 9.49
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 8.3
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 6.13
Capilares da estria vascular e ligamento espiral <10 pm 1 2 9.05
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4.5. ESTATISTICAS DESCRITIVAS

ID ESTRUTURA N MEDIA DESVIO VARIANCIA COEFICIENTE
PADRAO DE VARIACAO
(%)

Capilares da estria

1 vascular e do 10 8.1 1.3 1.6 16
ligamento espiral
Arteriolas, radiarias

2 internas nasua 26 28.6 54 28.7 19
emergéncia
Arteriolas pré-capilares

3 L 35 134 3.0 8.7 22
da rede espiral interna
Capilares da rede

4 . 38 8.1 1.0 1.0 12
espiral interna
Arteriolas da parede

5 externa da espira basal 8 15.1 2.7 7.4 18
<10 pm
Capilares constituintes

6 dos glomérulos de 25 5.6 1.2 1.5 22

schwalbe <10 pm

4.6. TESTES PARAMETRICOS

1. Os calibres das seis estruturas sao iguais?

Foi utilizado o teste paramétrico One-Way ANOVA que pressupde que todos

os grupos comparados tém variancias homogéneas, pelo que primeiro fazemos um

teste para verificar este pressuposto (Levene).

1.a Teste de Homogeneidade de Variancias

Hipotese: A variancia de calibre de cada uma das seis estruturas é idéntica.

Teste: Teste Levene para a Homogeneidade de Variéncias.
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TEST OF HOMOGENEITY OF VARIANCES

calibre

Levene Statistic df1 df2 Sig.

15.676 5 136 .000

Resultado: O teste Levene indica que as seis estruturas tém variancias estatis-
ticamente diferentes, violando o pressuposto da realizagao do teste One-Way
ANOVA.

Consequéncias: Apesar deste resultado, vamos realizar o teste One-Way ANOVA
porque este é conhecido como sendo bastante robusto a violagao do pressuposto
de homogeneidade de variancias. Contudo, podera verificar-se a redugdo do

poder da One-Way ANOVA para detectar diferencas de calibre entre grupos.

1.b One-Way ANOVA

Hipotese: O calibre das seis estruturas sao idénticos.
Teste: One-Way ANOVA

SUM OF SQUARES DF  MEAN SQUARE F SIG.
Between Groups 8890.301 5 1778.060 209.858 .000
Within Groups 1152.285 136 8.473
Total 10042.586 141

Resultado: Existem diferencas de calibre estatisticamente muito significativas

(p<0.01) entre as seis estruturas.
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2. O calibre entre cada par de estruturas € igual?

Hipotese: Para cada par de estruturas comparadas os calibres sao iguais.

Teste: Comparagoes Multiplas de Tamhane (paramétrico)

({)] (J) DIFERENCA DESVIO SIG. 95% INTERVALO
ESTRUTURA2 ESTRUTURA2 MEDIA PADRAO DE CONFIANCIA
(I-)) LIMITE LIMITE
INFERIOR  SUPERIOR
2 -20.5050000 1.1249396 000 -24.072177 16.937823
3 -5.2855714 .6402614 .000 -7.293583 3.277559
1 4 .0428947 4311235 .000 -1.525408 1.611197
5 7.0425000 1.0417672 .001 -11.085911 -2.999089
6 2.4490000 4694302 .001 0.839100 4.058900
1 20.5050000 1.1249396 .000 16.937823  24.072177
3 15.2194286 1.1636611 .000 11.572832  18.866025
2 4 20.5478947 1.0630333 .000 17.124979  23.970810
5 13.4625000 1.4245881 .000 8.836515  18.088485
6 22.9540000 1.0791372 .000 19.498296  26.409704
1 5.2855714 .6402614 .000 3.277559 7.293583
2 -15.2194286 1.1636611 .000 -18.866025 -11.572832
3 4 5.3284662 .5239136 .000 3.699607 6.957325
5 -1.7569286 1.0834652 .882 -5.770649 2.256792
6 7.7345714 .5558621 .000 6.022689 9.446454
1 -.0428947 4311235 1.000 -1.611197 1.525408
2 -20.5478947 1.0630333 .000 -23.970810 -17.124979
4 3 -5.3284662 0.5239136 .000 6.957325 -3.699607
5 -7.0853947 0.9745920 .002 11.214742 -2.956048
6 2.4061053 0.2914026 .000 1.503541 3.308670
1 7.0425000 1.0417672 .001 2.999089 11.085911
2 -13.4625000 1.4245881 .000 -18.088485 -8.836515
5 3 1.7569286 1.0834652 .882 -2.256792 5.770649
4 7.0853947 0.9745920 .002 2.956048 11.214742
6 9.4915000 0.9921325 .000 5.403857 13.579143
cont.
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cont.
()] 1)} DIFERENCA DESVIO SIG. 95% INTERVALO
ESTRUTURA2 ESTRUTURA2 MEDIA PADRAO DE CONFIANCIA
(I-)) LIMITE LIMITE
INFERIOR SUPERIOR

1 -2.4490000  0.4694302 .001 -4.058900 -.839100

2 -22.9540000 1.0791372 .000 -26.409704 -19.498296

6 3 -7.7345714  0.5558621 .000 -9.446454  -6.022689

4 -2.4061053  0.2914026 .000 -3.308670  -1.503541

5 -9.4915000  0.9921325 .000 -13.579143  -5.403857

Resultado: As seis estruturas comparadas tém calibres diferentes, excepto:
o Capilares da estria vascular e do ligamento espiral (1-4)
o Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna = Arteriolas da parede

externa da espira basal <10 pm (3-5)

4.7. TESTES NAO-PARAMETRICOS
1. O calibre das seis estruturas sao iguais?

Hipotese: O calibre das seis estruturas sao idénticos.

Teste: Kruskal-Wallis (ndo paramétrico)

Estatistica Kruskal-Wallis (H) 122.1763
df 5
p 0.000

Resultado: Existem diferencas de calibre estatisticamente muito significativas

(p<0.01) entre as seis estruturas.
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2. O calibre entre cada par de estruturas € igual?

Hipotese: Para cada par de estruturas comparadas os calibres sao iguais.

Teste: Mann-Whitney U (ndo paramétrico)

MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

PAR COMPARADO DIFERENCA CRITERIO SIG
estruturail-estrutura2 78.20 22.58 sim
estruturai-estrutura3 40.19 23.87 sim
estruturail-estruturad 3.29 27.48 nao
estrutural-estrutura5 50.08 23.45 sim
estrutural-estrutura6 33.88 37.95 nao
estrutura2-estrutura 78.20 22.58 sim
estrutura2-estrutura3 38.01 18.69 sim
estrutura2-estrutura4 81.49 23.13 sim
estrutura2-estrutura5 28.13 18.15 sim
estrutura2-estrutura6 112.08 34.93 sim
estrutura3-estrutural 40.19 23.87 sim
estrutura3-estrutura2 38.01 18.69 sim
estrutura3-estruturad 43.47 24.39 sim
estrutura3-estrutura5 9.89 19.74 nao
estrutura3-estrutura6 74.07 35.78 sim
estruturad-estrutural 3.29 27.48 nao
estruturad-estrutura2 81.49 23.13 sim
estruturad-estrutura3 43.47 24.39 sim
estrutura4-estruturab 53.36 23.98 sim
estrutura4-estrutura6 30.59 38.28 nao
estrutura5-estrutural 50.08 23.45 sim
estrutura5-estrutura2 28.13 18.15 sim
estrutura5-estrutura3 9.89 19.74 nao

cont.
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cont.

PAR COMPARADO DIFERENCA CRITERIO SIG
estrutura5-estruturad 53.36 23.98 sim
estrutura5-estrutura6 83.96 35.50 sim
estrutura6-estrutura 33.88 37.95 nao
estrutura6-estrutura2 112.08 34.93 sim
estrutura6-estrutura3 74.07 35.78 sim
estrutura6-estruturad 30.59 38.28 nao
estrutura6-estruturas 83.96 35.50 sim

Resultado: As seis estruturas comparadas tém calibres estatisticamente diferen-
tes, excepto:
« Capilares da estria vascular e do ligamento espiral = Capilares constituin-
tes dos glomérulos de Schwalbe <10 um (1-4-6)
o Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna = Arteriolas da parede

externa da espira basal <10 pm (3-5)

4.8. CONCLUSAO

Existem diferengas de calibre estatisticamente muito significativas entre as seis
estruturas comparadas, detectadas quer por testes paramétricos (One-Way ANOVA)

quer por testes nao paramétricos (Kruskal-Wallis).

A diferenga de calibres entre pares de estruturas depende ligeiramente do teste
implementado (paramétrico: Tamahane e ndo-paramétrico: Mann-Whitney).

Ambos os testes indicam que o calibre das «arteriolas, radidrias internas na sua
emergencia» ¢ estatisticamente maior do que o das restantes 5 estruturas.

Todas as estruturas tém calibres diferentes, com a excep¢ao:

o Capilares do ligamento espiral e da estria vascular <10 pm = «Capilares da

rede espiral internan.
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o «Arteriolas pré-capilares da rede espiral interna» = «Arteriolas da parede

externa da espira basal <10 ump».

Mas o teste de Mann-Whitney, ao contrario do teste de Tamhance, indica

ainda que:
o «Capilares do ligamento espiral e da estria vascular <10 um» = «Capilares da
rede espiral interna» = «Capilares constituintes dos glomérulos de Schwalbe

<10 um.

Conclui-se pelo presente estudo estatistico que os valores de calibre das redes
capilares constituintes da rede espiral interna e dos glomérulos de Schwalbe, perten-
centes a parede interna da coclea sdo semelhantes aos capilares do ligamento espiral

e da estria vascular, pertencentes a parede externa da cdclea.
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5.
DISCUSSAO



A microvascularizagao do ouvido interno estd intimamente relacionada com a
fun¢ao coclear.

Este trabalho é relevante, pois com a tecnologia e estado do conhecimento
actuais, ndo ¢ possivel realizar no humano estudos de fluxo, in vivo, que ilustrem a
microvascularizagdo da cdclea.

E fundamental criar padrées vasculares normais no modelo experimental.
Os dados obtidos servirdo de controlo normal em futuros estudos da coclea de natu-
reza experimental, quimica, fisica ou metabdlica.

O facto de a coclea estar envolvida por tecido dsseo particularmente compacto
condiciona o seu acesso, quer cirurgico quer experimental.

Sémente técnicas de estudo sofisticadas permitem obter resultados fidedignos
no estudo da microvascularizagao.

Este tema tem sido objecto de estudo por investigadores conceituados, que ao
longo dos tempos tém aprofundado o conhecimento utilizando técnicas de sofisti-
cagdo crescente.

Neste estudo o objetivo foi reproduzir os resultados anteriores obtidos e estabe-
lecer um padrdo morfométrico sistematizado das varias estruturas vasculares arte-

riais existentes.
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I-QUESITO DE INVESTIGACAO

o As técnicas de estudo utilizadas foram ou ndo adequadas ao
estudo proposto?

o O seu manuseamento foi correcto e foram seguidos de modo cor-
recto os vdrios passos nomeadamente na técnica de microscopia

electronica de varrimento em moldes vasculares?

O objectivo primordial inicial foi o de adequar a metodologia de estudo ao drgao

a estudar e também aprimorar as técnicas de estudo no sentido de que os resultados

obtidos fossem isentos de artefactos.

Previamente a injec¢ao foi realizada perfusao de heparina para minimizar a for-

magcao de coagulos.

A técnica de microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares per-

mite a observagdo da rede vascular em termos tridimensionais.

Todo o procedimento que precede a injecgdo vascular é extraordinariamente

importante, e no presente estudo foram cumpridos todos os passos considerados

essenciais e que serdo discutidos de modo hierarquizado:

a)

b)

Lavagem do leito vascular.

Este ¢ um passo fulcral do procedimento técnico, devendo adequar-se a
espécie a estudar.

Como se tratava de estudar vertebrados da classe dos mamiferos, poder-se-
-ia fazer lavagem do leito vascular com cloreto de s6dio ou lactato de Ringer.
No protocolo seguido a lavagem do leito vascular foi feita com perfusao de

cloreto de sddio, com osmolaridade de 0,15 M.

Fixagdo vascular

Nesta fase foi importante considerar o tipo de fixador, o uso, ou ndo, de tam-
ponamento e qual o tampao usado, qual o pH e a osmolaridade do fixador
e qual a duragdo do processo.

O fixador utilizado no estudo foi o gluteraldeido a 2,2%, tamponado com
difosfato com pH=7,4, com osmolaridade superior a 220 mOsm, tal como

preconizado nos mamiferos em geral.
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¢) Injec¢ao
A injecgdo foi feita com pressao manual e ndo com bomba infusora, que
por vezes é de dificil adaptacao a pequenos animais. Dada a grande expe-
riéncia em injecgdo vascular de varios érgaos, os resultados obtidos permi-
tem concluir que a pressdo foi adequada.
Foi usado um cateter polivinilico, cujo calibre melhor se adaptava ao vaso a

injectar e a sua fixagao foi feita com fio de seda.

d) Produto a injectar para moldes de corrosdo
Para correcta obtenc¢ao dos moldes um dos passos essenciais ¢ a escolha do
produto de injecgio (Lametschwandtner e al., 1990)!1%7]

O produto ideal para este tipo de estudo deve possuir propriedades especiais.

Os parametros a cumprir de acordo com varios autores, foram integralmente

respeitados.

Toxicidade do produto: deve ser isento de toxicidade para quem o manuseia.

Viscosidade do produto: a viscosidade deve ser tal que passe os capilares de menor
diametro entre 5 e 7 um.

Inércia do produto: para poder constituir um molde o produto deve ser inerte.

Retracgdo, durante a polimerizagdo ndo devera ocorrer alteracio do molde ou
retrac¢ao do seu volume.

Rapidez de polimerizagdo: a polimerizagdo devera ser rapida e nao exceder,
de acordo com os varios autores, os 15 minutos.

O produto a injectar devera deixar as estruturas circundantes intactas possibili-
tando assim a sua microdisseccao.

O produto a injectar devera resistir a corrosao sem alteragdo da sua configuragao
espacial e sem altera¢do na consisténcia dos moldes vasculares.

Devera ser um bom condutor de electroes, resistindo simultaneamente ao bom-
bardeamento de electrdes durante o manuseio no microscépio electrénico.

Devera replicar as estruturas endoteliais dos vasos permitindo a distin¢do entre
artérias cujos nucleos tém disposi¢ao ovalada ou elipsoidal e veias que apresentam
nucleos arredondados.

Até a data a resina que mais se aproxima deste modelo ideal é o Mercox® e foi este

o produto utilizado.
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Estando enunciados os requisitos essenciais desta técnica discutir-se-a de
forma breve a opgao pela resina comercial Mercox ® C12B resina pré-polimerizada
fabricada pela Vilene-Japao, que foi utilizado respeitando na integra o protocolo de
injecgao.

O Mercox C12B foi armazenado a + 4 °C de molde a conservar as suas proprie-
dades e evitar polimerizagao.

Este produto foi manuseado em local bem ventilado, pois liberta esteres volateis,
sendo o seu uso feito com luvas protectoras para minimizar os riscos de sensibiliza-
¢do da pele do investigador.

No inicio da injec¢ao adicionou-se o mondmero catalisador devendo o produto
final ser injectado de imediato, uma vez que a polimerizagdo se inicia imediata-
mente apos a jun¢ao dos dois produtos.

Todos os passos desta técnica foram escrupulosamente cumpridos segundo

o protocolo de estudo.

Existe um passo que, pela sua importancia, merece ser discutido:

Trata-se da montagem do objecto, no stub ou porte objectos do microscépio.

A montagem deve respeitar o correcto posicionamento da peca a estudar man-
tendo simultaneamente e possibilidade de estudo tridimensional da mesma.

O excelente método que Lamethschwandtner introduziu de pontes condutoras,
conductive bridges, satisfaz ambos os requisitos.

Previamente a este método realizava-se a fixagdo da peca com cola que, ao fixar
a peca, eliminava de imediato uma zona a estudar.

O presente método ao criar como meio de fixagdo dos moldes vasculares, finas
pontes de cobre ou até cabelos humanos, para pecas muito pequenas, que se dis-
pdem em ponte entre estas e o porta-objectos, torna o estudo mais completo por
maior acessibilidade a diferentes regioes dos moldes vasculares.

Este método que requer grande pericia de manuseamento, tem a vantagem de

permitir posterior reposicionamento da peca sem destruicdo do molde vascular.

Todas as restantes técnicas sao ja amplamente conhecidas e foi por vezes dificil,

mas no geral bem conseguido, a adaptagao de cada uma delas ao estudo da cdclea.

116



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

II-QUESITO DE INVESTIGACAO

o Quais as mais relevantes contribuigoes deste estudo para o conhecimento da

micro-vascularizagdo arterial da coclea no Cobaio?

Embora o papel da microcircula¢ao na patologia coclear seja indiscutivel, a fisio-
patologia é em muitos aspectos, ainda insuficientemente esclarecida.

Nos estudos de fluxometria, é extraordinariamente dificil a distin¢do exacta
entre as estruturas da parede interna da cdclea, modiolo, ganglio espiral, lamina
basilar e as estruturas da parede externa nomeadamente estria vascular e ligamento
espiral.

A morfologia arteriolar e capilar de cada uma destas estruturas com as diferen-
tes técnicas usadas até agora, esta insuficientemente estudada no que refere as suas
caracteristicas, nomeadamente trajecto e calibre vasculares.

No sentido de esclarecer estes aspetos, far-se-a a analise de algumas destas estru-
turas, comparando a nossa casuistica com os resultados obtidos por autores anterio-

res e enfatizando o que de inovador se evidenciou.

Artéria espiralada

No que respeita a sua emergéncia os resultados sio consentaneos com os referi-
dos por autores anteriores, no que respeita ao trajecto e ao calibre, considerando as
varias espiras da coclea e a progressiva diminui¢do de calibre.

Considerando os autores precedentes, a representacdo da artéria espiralada ao
longo da coclea com a técnica de diafanizagao permitiu um detalhe darelagdo da arté-
ria com o modiolo e a lamina espiral dssea talvez ainda nao conseguido em termos

de iconografia.

Ramos colaterais
As arteriolas radidrias internas e externas atingem neste estudo grande riqueza
de descrigdo e pormenor, tendo ja sido objecto de trabalhos anteriores por outros

autores.
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Por outro lado, no que respeita ao estudo dos ramos colaterais da artéria espira-
lada, procedeu-se a evidencia¢do dos vasa vasorum arteriais e dos vasa nervorum e
do seu trajecto recorrente em direcgao a artéria espiralada e ao nervo coclear com
varias técnicas de estudo o que proporcionou um grau de evidéncia destas estrutu-

ras ainda nao atingido.

A caracterizacdo das arteriolas e redes capilares das paredes interna e externa
da coclea é de grande importancia morfoldgica e funcional, estabelecendo a relagao
com a actividade funcional em cada uma destas regides.

Ao nivel da parede interna da cdclea, os trabalhos evidenciam os glomérulos de
Schwalbe, como verdadeiras estruturas capilares modeladoras do fluxo sanguineo
coclear permitindo uma maior superficie de troca das redes capilares com as estru-
turas sensorioneurais do modiolo e da parede interna.

Os glomérulos originam-se em arteriolas de terceira ordem que se ramificam em
arteriolas pré-capilares que se dividem em capilares, de 7 um em média de calibre,
formando redes capilares largas e apresentando por vezes esta disposi¢do glomeru-
lar mais complexa, que promove a regulacido do fluxo coclear perto das estruturas

sensorioneurais da lamina espiral.

II-QUESITO DE INVESTIGACAO

o  Existe um mecanismo de regulacdio da microvascularizagdo coclear?

Considerando o papel dos pericitos no controlo do fluxo sanguineo coclear, foi
importante realgar e ilustrar a sua existéncia no ligamento espiral. Estes observaram-
-se em grande quantidade no ligamento espiral.

Os pericitos desempenham um importante papel na contractilidade vascular,
segundo Donoghue em 2006[1%8], Kawamura et a 04!1%°), Yamanishi 2006117,

Em estudos de microscopia de fluorescéncia, Shi Xiaui, 2008111}, sublinha a sua
localizagao e descreve a distribui¢do heterogénea nos capilares do ligamento espiral
e nos capilares da estria vascular. O estudo que efectuou, por imunofluorescéncia e
imunocitoquimica com proteinas marcadoras dos pericitos permitiram identificar

que enquanto no ligamento espiral estes expressam a conexina 40, a tropomiosina e a
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desmina, na estria vascular os pericitos sao positivos para a desmina mas nao para
a tropomiosina.

Comparando o papel dos pericitos na microvasculariza¢ao cerebral e o seu papel
na contractilidade microvascular e na manutengdo da barreira hematoencefalica,
sendo a cdclea um 6rgao extraordinariamente vulneravel a hipoxia e sendo a sua
parede interna, na proximidade das células ciliadas, metabolicamente tao exigente
sobretudo quando da exposi¢do prolongada ao som, percebe-se facilmente o papel
dos pericitos.

E igualmente muito relevante a fungdo dos pericitos como agentes regula-
dores do fluxo coclear na parede externa, em relacao com estruturas fundamen-
tais a manutenc¢do do potencial endococlear, como o ligamento espiral e a estria
vascular.

A descricao dos pericitos no presente estudo estd em concordéncia com os tra-
balhos mais recentes sobre fluxo sanguineo coclear de Shi Xiaui e Dai (Shi Xiaui
et al., 2008; Dai et al., 2009)[11111112],

A presenca dos pericitos em intima relagdo com a microvascularizagdo das
estruturas constituintes da parede interna e externa da cdclea parece traduzir um

mecanismo de controlo do fluxo sanguineo coclear nas varias regides da céclea.

IV-QUESITO DE INVESTIGACAO

* O quepermite concluir a morfometria para determinagdo do calibre da micro-
vascularizagdo arterial da coclea, considerando a microvascularizagdo da

parede interna e da parede externa da céclea?
Foi estudada a morfometria dos vasos arteriais da parede interna e da parede
externa da céclea.
J. A. Esperanca-Pina em 200711%! adoptou uma classificacdo para vasos de cali-
bre inferior a 200 um, como constituindo o sistema microvascular, classificando-os

em diferentes tipos:

Artérias de pequeno calibre, com calibres superiores a 200 pm.
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Arteriolas de 1.2 ordem, com calibres compreendidos entre 200 e 100 pm.

Arteriolas de 2.2 ordem, com calibres compreendidos entre 100 e 30 yum.

Arteriolas pré-capilares, arteriolas terminais ou metarteriolas, com calibres com-
preendidos entre 30 um e o calibre dos canais preferenciais e capilares.

Canais preferenciais, com calibres compreendidos entre 10 e 15 um.

Capilares, com calibres compreendidos entre 5 e 12 um.

Vénulas pos-capilares, com calibres compreendidos entre o calibre dos capilares
e 30 um.

Vénulas de 2.% ordem, com calibres compreendidos entre 30 e 100 um.

Vénulas de 1.% ordem, com calibres compreendidos entre 100 e 200 ym.

Anastomoses arteriolo-venulares, com calibre entre 20 e 30 um.

Como referiu J. A. Esperanc¢a-Pina (2007) em Anatomia Humana do Coragdo e
Vasos, na classificagio dos vasos com calibres inferiores a 200pum em cortes diafaniza-
dos e em microscopia electrénica de varrimento em moldes vasculares!!%], citado por
Goyri-O'Neill, ][40l Correia, M.%°), Bernardes, A.[113, Pais, D.[1001104] Bettencourt
Pires, A.[183] O'Neill, A.[114] Guedes da Silva, J.115], Este autor fez escola, sendo o
autor que melhor classificou a microvascularizagdo nao sé do coragdao como de outros
6rgaos a nivel mundial.

Com efeito, realizou ou foram realizados sob a sua orientacao, diversos estudos sobre
a microvascularizagdo em animal e no humano em que esta classificagao foi utilizada.

No presente trabalho, foi também esta, a classificagdo utilizada nao so6 por ja ter
sido utilizada em trabalhos anteriores mas também por ser uma classificagdo coe-
rente com os padrdes morfologicos e que permite rever a microvascularizagao de
uma forma sistematica.

Importou neste estudo verificar quais as semelhangas em termos de calibre de
estruturas analogas, na parede interna e na parede externa da céclea, com particular
incidéncia na rede capilar.

Do estudo estatistico realizado com testes paramétricos de Tamahane e nao
paramétricos de Mann-Whitney, verifica-se que comparando todas as estruturas
consideradas estas tém calibres diferentes, com excep¢ao dos capilares da estria vas-
cular e do ligamento espiral, pertencentes a parede externa da coclea que tém cali-
bres iguais aos capilares da rede espiral interna e aos capilares da parede interna da
cdclea, dependentes das arteriolas da rede espiral interna. Estas, pela sua morfome-

tria, verificam-se ser arteriolas de 3.2 ordem ou arteriolas pré-capilares.
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As arteriolas da rede espiral interna, da parede interna da cdclea tém calibre
igual as arteriolas da parede externa da cédclea ao nivel da espira basal da cdclea.

Aplicando o teste de Mahn-Whitney verifica-se ainda que os capilares da rede
espiral interna, sdo semelhantes aos capilares dos glomérulos de Scwalbe, ambos
pertencentes a parede interna da coclea.

Quando comparados com os capilares da parede externa, capilares da estria vas-
cular e do ligamento espiral, o seu calibre é também semelhante.

Demonstrou-se com o presente estudo uma homogeneidade de calibres das redes
capilares da parede interna e externa da cdclea que contribui para uma homeostasia

perfeita em regides funcionalmente distintas.

V-QUESITO DE |NVEST|GA(;AO
* Em sintese qual a contribuicdo do presente trabalho para o conhecimento

da fisiologia e anatomia microvascular da coclea?

Procede-se a uma breve descrigdo da embriologia,anatomia e fisiologia coclear a
luz da biologia do desenvolvimento, da localizagdo espacial da coclea e do determi-
nismo dos campos morfogenéticos no seu desenvolvimento e fungao.

A transdugio coclear, mecanismo que converte a onda sonora em estimulos sono-
ros aferentes ao nervo auditivo esta intimamente relacionada com a microvasculariza-
¢do arterial da coclea. A isquémia coclear acompanha-se de imediato de perda auditiva.

O diferente tipo de lesdo coclear que leva a surdez de tipo sensorioneural esta
bem estudada na presbiactsia podendo estabecer-se uma relagao objectiva com o
padrao audiométrico.

A hipoacusia de tipo sensorial, esta intimamente relacionada com a degeneres-
céncia do drgao espiral de Corti e lesdo das células ciliadas externas ao nivel da base
da coclea. Tendo em mente a tonotopia coclear com localizagao dos sons agudos ao
nivel da base da cdclea, facilmente se explica o padrdao audiométrico com perda nas
altas frequéncias.

A hipoacusia de tipo neural, caracteriza-se por perda neuronal, com perda
importante de aferéncias neuronais, com tradu¢do audiométrica numa curva gra-

dualmente descendente, com atingimento importante da discriminagdo auditiva.
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Otte e colaboradores, em estudos realizados, evidenciaram cerca de 5 a 10% de
perda neuronal por cada dez anos de vida na espécie humana.

A hipoacusia de tipo metabdlico resulta da atrofia da estria vascular, com con-
sequente alteracao do potencial da endolinfa por diminui¢do das células da estria
vascular e alteracao do mecanismo de reciclagem de K+. Verifica-se ainda alteragao
da morfologia do ligamento espiral com tradugdo em curva audiométrica aplanada
com perdas em todas as frequéncias.

Estando caracterizados os tipos de hipoacusia de causa coclear inquirimo-nos
em que medida é que a microvascularizagdo arterial, considerando nao sé a cdclea
no seu conjunto mas as diferentes regides da parede interna e da parede externa da
cdclea, contribui para este tipo de alteragdes.

E apresentada toda a morfologia coclear em microscopia electrénica de varri-
mento com particular destaque para a coclea dssea e membranosa.

Na parede interna da cdclea sdo analisadas as estruturas intramodiolares como o
ganglio espiral, a morfologia dos corpos celulares e dos seus axo6nios.

A morfologia do orgao espiral de Corti é descrita em pormenor, com descrigdo
e grande riqueza de pormenor das células ciliadas internas e externas .

E em seguida apresentado o estudo da microvascularizagio prépriamente dita.

A artéria modiolar espiralada é visualizada com a técnica de diafanizagdo e com
a técnica de microscopia electronica de varrimento em moldes vasculares, o seu
trajecto flexuoso ao longo do modiolo, o seu calibre que diminui em cada uma das
espiras apos emergéncia dos seus ramos colaterais de maior relevancia, as arteriolas
radidrias internas e as arteriolas radidrias externas e a sua terminagao junto ao apice
da coclea num padrao de vascularizagdo terminal.

Sao visualizados os vasa vasorum arteriais e os vasa nervorum com uma riqueza
de pormenor ainda nao exibida em estudos microvasculares.

E detalhada toda a microvascularizacio dependente das arteriolas radiarias
internas. Estas, originam-se no flanco da artéria modiolar espiralada em numero
de dez a doze em cada espira, sendo extraordinariamente flexuosas e vascularizam
através dos seus ramos colaterais a parede interna da coclea e as estruturas senso-
rioneurais que ai se situam, como o ganglio espiral e as estruturas de proximidade
do orgao espiral de Corti.

O seu calibre que se situa por vezes acima dos 20 pm na espira basal, na segunda
espira diminui com valores entre 12 e 20 pm, decrescendo o calibre, progressivamente,

até ao apéx da cdclea. Ao ascender no modiolo ou ainda no seu trajecto na lamina
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espiral 6ssea formam ansas vasculares, por vezes de calibre constante ao longo deste,
e dividem-se, sem apresentar constrigdes vasculares nos pontos de ramificagdo, origi-
nando novas ansas vasculares de calibre inferior a arteriola de origem.

As arteriolas radidrias internas originam como ramos colaterais, varios gru-
pos de arteriolas de menor calibre, que vascularizam distintas regides da parede
interna da céclea, as arteriolas do génglio espiral, as arteriolas da rede espiral
interna, as arteriolas de origem dos glomérulos de Schwalbe e a arteriola da
lamina basilar.

Os glomérulos de Schwalbe desempenham um importante papel funcional
como relay-stations, em termos hemodinamicos, da microvascularizagdo coclear.

As arteriolas radiarias externas tém a sua origem na artéria modiolar espiralada,
dirigem-se para a parede externa da coclea e percorrem a parede superior da rampa
vestibular de cada uma das espiras.

Acima da inser¢do dalamina vestibular ou de Reissner na parede externa, as arte-
riolas radidrias externas emitem as arteriolas supra-estriadas e depois as arteriolas
do ligamento espiral que vascularizam o ligamento espiral e a estria vascular. As arte-
riolas radiarias externas dividem-se em vdrios ramos arteriolares de menor calibre,
ao longo da convexidade do limite externo do ligamento espiral. O ligamento espiral
forma uma malha de tecido conjuntivo com funcdo de sustentagdo do epitélio alta-
mente especializado que constitui a estria vascular. Identificaram-se pericitos em
todo o ligamento espiral que atestam grande actividade metabdlica.

Junto a sua base dispde-se uma rede microvascular formada por arteriolas pré-
-capilares e capilares, a rede vascular post-estriada a qual se divide junto a estria vas-
cular numa rede exclusivamente formada por capilares, a rede capilar ad-estriada
junto a estria vascular.

A estria vascular, o inico epitélio vascularizado do corpo humano, desempenha
uma importante fun¢ao, formando uma barreira hemato-labirintica para manuten-
¢do do potencial endococlear e transporte de ides, fundamental para o mecanismo
de transducao das células ciliadas.

A espira basal da coclea tem como caracteristica particular apenas a esta espira,
o facto de estar localizada na sua parede exterior a regido das janelas. A janela
redonda que da acesso a rampa timpanica da coclea e a janela oval que se relaciona
com o vestibulo.

Em termos anatomo-fisiologicos esta espira é aquela que é metabdlicamente

mais exigente. E nesta espira que se realiza a transdugio dos sons agudos.
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Pelo seu papel na tonotopia coclear as estruturas da parede interna e da parede

externa da cdclea, sdo nesta regido particularmente vulneraveis a hipdxia.

Embora a complementariedade de todas as técnicas tenha sido importante para a
reconstrugdo tridimensional da microvasculariza¢ao da cdclea, a técnica de micros-
copia electrénica de varrimento sobretudo quando foi usado o sistema SEMAfore
permitiu realizar a rigorosa morfometria de todas as estruturas vasculares. No caso
particular das redes capilares da parede interna e externa da cdclea esta técnica permi-
tiu caracterizar em termos morfométricos cada uma delas.

O tratamento estatistico dos valores morfométricos permitiu caracterizar cada
uma destas redes, concluindo-se que os capilares constituintes da parede interna e
da parede externa da céclea tém calibres semelhantes.

Assim, embora situados em regides cocleares distintas com diferente papel fun-
cional na fisiologia coclear, estas redes sdo constituidas por capilares de igual calibre.
Do exposto infere-se que o mecanismo de controle do fluxo sanguineo coclear é tao

importante na parede interna como na parede externa da cdclea.
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6.
CONCLUSOES



A alteragdo do fluxo sanguineo coclear afecta todo o mecanismo de oxigenagao
e aporte de metabdlitos essenciais 8 manutencao da func¢ao da coclea.

E bem conhecida a importancia da alteragio da microvascularizagdo coclear
em patologia otologica, hipoacusia por doengas metabolicas, trauma acustico, sur-
dez subita, presbiactsia e outras situagdes de hipoacusia.

As regides da coclea sao metabolicamente muito exigentes embora com diferente
funcao. A parede interna da coclea é fundamental para a nutrigdo de todas as estru-
turas sensorioneurais desta regido, com particular destaque para o génglio espiral
de Corti e para as regides proximas ao 6rgao espiral de Corti, 6rgao de tdo grande
importancia funcional na manutengdo da homeostasia dos liquidos labirinticos.
A importancia do estudo das redes capilares destas regides reveste, consequente-
mente, a maior importancia.

Esta assim amplamente justificado o estudo de toda a microvascularizagao
coclear e o estudo comparativo das redes capilares da parede interna e da parede
externa da céclea.

Foi detalhado ndo s o trajecto vascular, mas ainda pela observa¢do dos mode-
los vasculares tridimensionais, em pegas sujeitas a corrosao incompleta, a relagdo
espacial das arteriolas com as estruturas de suporte do modiolo e da lamina espiral.

Embora a complementaridade de todas as técnicas tenha sido importante para a
reconstrucao tridimensional da microvasculariza¢ao da cdclea, a técnica de micros-
copia electrénica de varrimento, sobretudo quando foi usado o sistema SEMAfore,
permitiu realizar a rigorosa morfometria de todas as estruturas vasculares.

Para além da demonstragdo iconografica da microvascularizagdo coclear, em
todas as estruturas constituintes da cdclea, o estudo das redes capilares, eviden-
ciando um padrao exuberante onde se observam iniimeras anastomoses interca-

pilares complexas, é claramente demonstrativo de um padrdo de vascularizagao
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terminal, em que existe um mecanismo protector contra situagdes que poderiam
resultar em menor perfusdo arterial com prejuizo funcional.

No caso particular das redes capilares da parede interna e externa da cdclea,
o tratamento estatistico dos valores morfométricos permitiu caracterizar cada uma
destas redes, concluindo-se que os capilares constituintes da parede interna e da
parede externa da coclea tém calibres semelhantes.

Assim embora situados em regides cocleares distintas, com diferente papel fun-
cional na fisiologia coclear, estas redes sdo constituidas por capilares de igual calibre
o que traduz um mecanismo de controlo do fluxo sanguineo coclear tdo importante
na parede interna como na parede externa da coclea.

E provavelmente esta a mais importante conclusio do presente trabalho.

E grande a importéancia funcional da base da cdclea, a caracterizagio e a ilustra-
¢do do padrao de microvascularizagdo na espira basal, regido metabolicamente tao
exigente esta bem documentada.

Embora ja realcado o papel da vascularizagdo na regido da janela redonda,
a distribuicdo da microvascularizacdo arterial a este nivel é extraordinariamente
complexa.

Demonstrou-se, de forma inédita, o trajecto das arteriolas mergulhando na
rampa timpanica, observando-se no interior desta uma multiplicidade de arteriolas
pré-capilares, que se dividem a este nivel em redes capilares que penetram a propria
rampa timpénica. O estudo do ouvido interno e particularmente da céclea, entrou
numa nova era com a realizagao da cirurgia de implantagdo coclear para reabilita-
¢do da surdez.

Este estudo permitiu imagens inéditas da janela redonda e do inicio da rampa
timpanica, tornando a realidade da microvasculariza¢ao coclear mais fascinante
para quem trabalha no universo complexo que é a surdez.

Novos resultados levantam novas questdes, existindo seguramente um manan-
cial de situagdes experimentais que poderao ser estudadas usando este modelo ani-
mal. O seu estudo executado com todo o rigor e alicer¢ado em resultados fidedignos

permitira empreender no futuro novos caminhos.
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7.
RESUMO



Na descri¢ao deste estudo foi utilizada a terminologia anatémica da Sociedade
Brasileira de Anatomia adaptada ao portugués por J. A. Esperan¢a-Pina de acordo
com o tratado Anatomia Humana da Relagdo.

Os actuais estudos sobre hipoacusia sensorioneural implicam um grupo cres-
cente de situagdes, em que a lesao se situa ao nivel da microvascularizagao coclear,
dai que o conhecimento exacto da angiomorfologia normal se torne essencial na
fase actual do conhecimento.

A autora tem vindo a estudar, desde 1986, a angiomorfologia do ouvido Interno
no modelo experimental, o Cobaio, utilizando varias técnicas microvasculares.
sendo dado enféise particular neste estudo a técnica de microscopia electrénica de
varrimento em moldes vasculares.

Os animais usados no presente estudo pertencem a espécie cavia porcellus, cobaio,
por serem considerados na comunidade cientifica internacional como o melhor
modelo experimental para estudo do ouvido interno, pelo facto de a morfologia coclear
ser muito semelhante a do Homem e por isso ser um modelo fidvel para cirurgia expe-
rimental e microdissecgao. Este estudo foi realizado em 100 cobaios, cavia porcellus,
de ambos os sexos com peso médio de 450g.

A vasculariza¢ao do ouvido interno, no cobaio como no homem, faz-se através
dos ramos de divisdo da artéria auditiva interna ou labirintica. A artéria labirintica
origina-se como ramo colateral da artéria cerebelosa antero-inferior a qual tem ori-
gem na artéria basilar ou na artéria vertebral.

Embora no homem a artéria auditiva interna possa também destacar-se da arté-
ria basilar e até da artéria vertebral, no cobaio em todos os casos estudados a sua
origem verificou-se sempre na artéria cerebelosa antero-inferior.

A artéria labirintica, ao passar abaixo do meato auditivo interno, divide-se na

artéria vestibular anterior e na artéria coclear comum.
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A artéria vestibular anterior dirige-se para o nervo vestibular, emite vasa nervo-
rum para este nervo e vasculariza o utriculo e os canais semicirculares.

A artéria coclear comum origina dois ramos principais, a artéria vestibulo-coclear
ou vestibular posterior no cobaio, a qual se destaca junto a espira basal da cocleae a
artéria coclear, como ramo terminal, que passa a denominar-se de artéria modiolar
ou espiralada, apds entrar no modiolo.

A artéria modiolar ascende no modiolo promovendo através dos seus ramos
colaterais e dos seus ramos terminais a microvascularizagdo coclear, numa vascula-
rizagdo de d6rgao de tipo terminal. Ao longo do seu trajecto verificou-se de modo
constante uma redugao gradual de calibre em cada uma das espiras, por emissao de
ramos colaterais, sendo que o calibre da artéria na base da cdclea apresenta um valor
que diminui gradualmente até ao apice.

A artéria modiolar origina em todo o seu trajecto ramos colaterais, cujo numero
diminui em valor absoluto da base para o apice:

Arteriolas radiarias internas, arteriolas de trajecto flexuoso que caminham junto
as estruturas sensorioneurais da parede interna da céclea, junto ao labio timpanico
da lamina espiral dssea e na parede do préprio modiolo, que se relacionam intima-
mente com este. As arteriolas radidrias internas originam-se no flanco da artéria
modiolar espiralada. Contam-se dez a doze em cada espira, extraordinariamente
flexuosas desde a sua origem. As arteriolas radidrias internas originam como ramos
colaterais, varios grupos de arteriolas de menor calibre, que vascularizam distin-
tas regides da parede interna da cdclea, as arteriolas do génglio espiral, a rede espi-
ral interna, as arteriolas de origem dos glomérulos de Schwalbe e a arteriola da
lamina basilar. As arteriolas radidrias externas importantes ramos colaterais da arté-
ria modiolar espiralada promovem a vascularizacdo de importantes estruturas da
parede externa. Ao atingir o limite externo do ligamento espiral, as arteriolas radia-
rias externas dividem-se em varios ramos arteriolares de menor calibre, ao longo
da convexidade do limite externo do ligamento espiral, originando a rede capilar
pos-estriada que ocupa a porgao lateral do ligamento espiral e a rede capilar ad-
-estriada, na sua por¢ao mais medial em intima relacdo com a estria vascular.

A espira basal da cdclea apresenta grande riqueza de vascularizagdo, com
caracteristicas particulares apenas a esta espira, a qual é metabolicamente a mais
exigente.

A arteriola da janela da cdclea aborda a janela da coclea pela sua convexidade e

divide-se numa rica rede vascular da qual emergem arteriolas pré-capilares que se
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ramificam em capilares, os quais se dirigem em profundidade penetrando a rampa
timpanica da cdclea ao nivel da espira basal.

Importou neste estudo verificar quais as semelhangas em termos de calibre de
estruturas analogas, na parede interna e na parede externa da céclea, com particular
incidéncia na rede capilar.

Do estudo estatistico realizado com testes paramétricos de Tamahane e nao
paramétricos de Mann-Whitney, verifica-se que comparando todas as estruturas
consideradas estas tém calibres diferentes, com excep¢ao dos capilares da estria vas-
cular e do ligamento espiral, pertencentes a parede externa da coclea que tém cali-
bres iguais aos capilares da rede espiral interna e aos capilares da parede interna da
cdclea, dependentes das arteriolas da rede espiral interna.

As redes capilares dependentes das arteriolas radiarias internas que vasculari-
zam as estruturas sensorioneurais junto a parede interna do modiolo sao em tudo
semelhantes em termos de calibre as redes capilares da parede externa da cdclea,
incluindo os capilares da estria vascular.

Esta particularidade traduz num 6rgdo com vascularizagdo de tipo terminal,
um mecanismo de controlo do fluxo sanguineo coclear tao importante na parede

interna como na parede externa da cdclea.

131



8.
ABSTRACT



Current studies on sensorineural hearing loss, imply a growing group of situ-
ations in which the lesion is located at the level of the cochlear microvasculature,
hence the exact knowledge of normal angiomorfology becomes essential in current
state of knowledge.

The author has been studying since 1986, the angiomorfology of inner on the
experimental model, the guinea pig, using various microvascular techniques being
given particular emphasis in this study to the results of the technique of scanning
electron microscopy on corrosion casts.

The animals used in this study belong to the species cavia porcellus, guinea pig,
to be considered in the international scientific community as the best experimen-
tal model for the study of the inner ear, the cochlear morphology is very similar to
human and therefore a reliable model for experimental surgery and microdissec-
tion. This study was performed in 100 guinea pigs of both sexes with average weight
of 450g.

There shall be a brief description of embryology, anatomy and cochlear phys-
iology in the light of developmental biology, regarding also the spatial location of
the cochlea and the determinism of morphogenetic fields in their development and
function.

The cochlear transduction mechanism converts the sound wave in stimuli sound
and so afferent auditory nerve fibres and deafness are closely related to the cochlear
microvasculature. Cochlear ischemia is accompanied by immediate hearing loss.
The different type of cochlear injury that leads to sensorineural deafness is well
studied in presbycusis where an objective link with the audiometric pattern as been
established.

The sensory type of deafness, is closely related to the degeneracy of the organ

of Corti and damage to the outer hair cells at the basal turn of the cochlea.
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Keeping in mind cochlear tonotopy with location of high frequency sounds at
the level of the base of the cochlea, it explains the audiometric pattern with loss in
high frequencies.

The neural type of deafness, is characterized by neuronal loss with loss of
descendant important neuronal afferents, with audiometric translation on a gradu-
ally curve with important loss of auditory discrimination.

The metabolic type of deafness results in atrophy of the vascular stria, with con-
sequent change in the potential of the endolymph by decreasing the vascular stria
cells and changes in K + recycling mechanism. There is also a change in the mor-
phology of the spiral ligament and the audiometric patern as a flattened curve with
loss at all frequencies.

Bearing in mind cochlear tonotopy and being characterized all types of sensori-
neural deafness, we may inquire to what extent the cochlear microvasculature, con-
sidering not only the cochlea as a whole but different regions of the inner wall and
the outer wall of the cochlea, contributes to deafness.

We analysed the entire cochlear morphology on scanning electron microscopy
with particular emphasis on bone and membranous cochlea. The inner wall of the
cochlea and intramodiolar structures such as the spiral ganglion, the morphology of
its cell bodies and their axons are analyzed.

The morphology of Corti’s organ is described in detail, with description and
large detail of the inner and outer hair cells.

Is then presented the study of the microvasculature itself.

The spiral modiolar artery is observed with the diaphanization technique and
the technique of scanning electron microscopy on corrosion vascular casts.

After emergence of collateral branches of the greatest importance, the radiat-
ing internal and external arterioles, the modiolar artery gives rise to its terminal
branches, the arterioles of the cochear apex.

Arterial vasa vasorum and vasa nervorum are displayed with a great detail,
which was not yet described in such detail in previous microvascular studies.

The arterial radiating arterioles originate in the flank of the spiral modiolar
artery in number of ten to twelve in each loop, and they vascularize through their
branches the inner wall cochlear sensorineural structures located in the modiolus as
the spiral ganglion and structures near the organ of Corti.

Their caliber is above 20 um on the basal turn and in the second loop it decreases

to values between 12 and 20 um, decreasing progressively to the apex of the cochlea.
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They arise near the modiolus or on their way in the spiral lamina forming vascular
loops, and divide without presenting vascular constrictions in their divisions, origi-
nating new vascular loops of lower caliber.

Internal ratiating arterioles originate as collateral branches several groups of
smaller caliber arterioles, which vascularize distinct regions of the inner wall of the
cochlea namely, the arterioles of the spiral ganglion, the internal spiral network,
the arterioles of origin of the glomeruli of Schwalbe and the arterioles of the basilar
membrane.

The glomeruli of Schwalbe play an important functional role as relay-stations, in
hemodynamic terms, to control the cochlear microvasculature.

External radiating arterioles have their origin in the spiral modiolar artery, they
are directed towards the outer wall of the cochlea and run through the roof of the
scala vestibuli.

Above the insertion of Reissner’s membrane on the external wall the external
radiating arterioles originate the spiral ligament arterioles, which vascularize the
spiral ligament, they divide into several arteriolar branches of smaller caliber, along
the convexity of the outer edge of the spiral ligament. The connective tissue of the
spiral ligament forms a mesh with supporting function of the highly specialized epi-
thelium, where pericytes were identifiable.

Next to its base there is the microvascular network of stria vascularis. The ad-
striated vascular network which is divided into a capillary network, the capillary
network of stria vascularis.

The stria vascularis, the only vascularized epithelium of the human body, plays
an important role, forming an haemato-labyrintine barrier to assure labyrinthine
endocochlear potential and transport of ions, essential for the mechanism of trans-
duction of external hair cells.

The cochlear basal turn has a special feature on its external wall, the region of the
windows, the round windows giving access to scala tympani and the oval window
thatleads into scala vestibuli, and so it is metabolic demanding.

For their role in cochlear tonotopy the sensorineural structures and those of the
external wall of the cochlea, are particularly vulnerable to hypoxia.

Although the complementarity of all the techniques was important for three-
-dimensional reconstruction of the microvasculature of the cochlea, the scanning elec-
tron microscopy technique, especially when we used the system Semafore was funda-

mental to perform precise morphometric mesures regarding all vascular structures.

135



MICROVASCULARIZACAQ ARTERIAL DA COCLEA

Regarding the capillaries of the inner and outer wall of the cochlea networks this
technique allowed their characterization in morphometric terms.

To conclude the capillaries of the inner wall and of the external wall of the
cochlea have similar size.

So although located at different cochlear regions, with a different functional role,
in cochlear physiology these networks consist of capillaries of similar caliber.

It seems to translate a cochlear blood flow control mechanism that is so import-
ant in the inner wall as in and the external wall of the cochlea to provide for in inner

ear homeosthasia.
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