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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccién.- Los musculos cefélicos estan inervados sensitivamente por diferentes nervios
craneales (facial, trigémino, glosofaringeo, vago e hipogloso). Sin embargo, a diferencia de la
sensibilidad somatosensorial general, la inervaciéon propioceptiva depende exclusivamente del
nervio trigémino, el cual garantiza la inervacién de todos ellos mediante abundantes
comunicaciones con el resto de los pares craneales. Por otro lado, los musculos cefélicos, salvo
los inervados por el trigémino, carecen de propioceptores tipicos, es decir, de husos
neuromusculares por lo que es plausible que existen estructuras sensitivas que los sustituyan
(propioceptores atipicos). De cualquier forma, la presencia en los terminales nerviosos de los
propioceptores tipicos y atipicos de la mecanoproteina Piezo2, y en menor medida de ASIC2, es
condicion suficiente para identificarlos como propioceptores funcionantes.

Hipotesis y objetivos.- Los musculos cefalicos realizan movimientos finos que requieren ajustes
permanentes del tono muscular y, por tanto, tienen que poseer mecanorreptores-
proprioceptores al inicio de los arcos nerviosos responsables de los mismos. El objetivo general
del estudio es contribuir al conocimiento de las bases de la propiocepcién cefélica. Los objetivos
especificos son los siguientes: 1) Estudiar y clasificar los tipos de propioceptores en los
musculos cefalicos humanos correspondientes al territorio de los nervios trigémino, facial,
glosofaringeo, vago e hipogloso; 2) Establecer la densidad relativa de propioceptores en los
musculos cefdlicos humanos analizados; 3) Determinar los patrones de expresiéon de la
mecanoproteina Piezo2 en los propioceptores cefalicos y la posible co-localizacién con la
mecanoproteina ASIC2; y 4) Analizar la presencia de mecanorreceptores atipicos en los
musculos inervados por el nervio trigémino en ratones deficientes en el sistema NT-3/TrkC.
Material y técnicas.- Se utilizé material humano y de ratdn. El material humano procedia de
caddveres y piezas cadavéricas criopreservadas, no fijadas, y de piezas de necropsias,
correspondientes a 10 varones y 7 mujeres, de edades comprendidas entre los 46 y 83 afios. Se
estudiaron los siguientes musculos: 1) territorio del n. trigémino: masetero, perigoideo externo,
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milohiodeo, viente anterior del digdstrico y tensor del velo del paladar; 2) territorio del n. facial:
orbicular de los labios, orbicular de los parpados, cigomaticos mayor y menor, elevador del labio
superior y platisma del cuello; 3) territorio del nervio hipogloso: geniogloso; terriotorio n.
glosofaringeo y vago: musculo de la Uvula, palatogloso, contrictor superior de la faringe y
constrictor medio de la faringe. Como controles positivos en todos los procesos se incluyeron
muestras de piel de los pulpejos de los dedos (Registro Nacional de Biobancos, Seccidon
colecciones, Ref. C-0001627) vy el estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Biomédica del Principado de Asturias, Espafia (Cod. CEIm, PAst: Proyecto 266/18). Todo el
material se obtuvo de acuerdo con la legislacién espafiola (RD 1301/2006; Ley 14/2007; DR.
1716/2011; Orden ECC 1414/2013) vy las directrices de la Declaracién Il de Helsinki. En el estudio
sobre raton se incluyeron ratones de genotipo salvaje, heterozigotos y homozigotos para
mutaciones no funcionales en los genes que codifican para NT-3 y su receptor TrkC. Las técnicas
realizadas incluyen estudios estructurales (hematoxilina-eosina y tricrdmico de Masson), de
inmunohistoquimica indirecta para la deteccién de las proteinas S100 y del neurofilamento,
Piezo2 y ASIC2, y de doble inmunofluorescencia para co-localizar Piezo2 + ASIC2. Finalmente se
determind la densidad de propioceptores tipicos y atipicos, asi como la expresion y/o co-
expresion de las dos mecanoproteinas. En el material de ratdn se realizaron Unicamente
estudios estructurales y ultraestructurales.

Resultados.- Humanos: se localizaron husos neuromusculares estructuralmente identificables
en los musculos inervados por el nervio trigémino, excepto el elevador del velo del paladar, y en
el musculo geniogloso, correspondiente al n. hipogloso. La mayor densidad de husos
neuromusculares correspondidé a los musculos masetero y pterigoideo externo. En el resto de
los musculos analizados se detectaron propioceptores atipicos correspondientes a los 3 tipos de
la clasificacion de Cobo et al. (2019), con proporciones relativas variables entre cada uno de
ellos. En los musculos de la faringe y velo del paladar los propioceptores presentar morfologias
muy variables siendo tipicas de los musculos constrictores de la faringe las formaciones
espiroideas. En cuanto a la expresion de las mecanoproteinas, en la mayoria de los husos
neuromusculares se han detectado tanto Piezo2 como ASIC2 y en las formaciones
propioceptoras atipicas proporciones altas, pero no absolutas, de ellas, predominando siempre
Piezo2; en mas de la mitad de estas formaciones se observé co-localizacién de Piezo2 y ASIC2.
Raton: en los animales deficientes en NT3, estudiados en el momento del nacimiento, no se
encontraron husos neuromusculares; en los animales deficientes en TrkC, estudiados a los 7 y
15 dias de vida, se encontraron husos neuromusculares normales en los animales de genotipo
salvaje y heterozigotos, mientras que en los homozigotos los husos estaban en menor densidad,
eran de menor tamafio y mostraban signos de degeneracién. No se observaron formaciones
nerviosas sensitivas sustitutas de los husos neuromusculares en los animales portadores de las
mutaciones.

Conclusiones.- Solo los musculos del territorio del nervio trigémino humano tienen husos
neuromusculares que son sustituidos por propioceptores atipicos en el resto de los musculos
cefalicos estudiados. Todas estas estructuras estan suplidas por fibras nerviosas que expresan la
mecanoproteina Piezo2 y en menor medida ASIC2, co-localizdndose ambas en muchos casos.
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RESUMEN (en Inglés)

Introduction.- The cephalic muscles are supplied sensitively by different cranial nerves (facial,
trigeminal, glosopharyngeal, vagus and hypoglosse). However, unlike general somatosensory
sensitivity, propoceptive inervation depends exclusively on the trigeminal nerve, which ensures
the inervation of all of them through abundant communications with those cranial nerves. On
the other hand, the cephalic muscles, except those supplied by the trigeminal, lack typical
propioniors, that is, muscle spindles. So, it is plausible that there are sensitive structures that
replace them (atypical propceptors). In any case, the presence in the typical and atypical nerve
terminals of the mechanoprotein Piezo2, and to a lesser extent ASIC2, is a sufficient condition to
identify them as functioning proprioceptors.

Hypothesis and objectives.- The cephalic muscles perform fine movements that require
permanent adjustments of muscle tone and, therefore, have to possess mechanorreptors-
proprioceptores at the beginning of the nerve arches responsible for them. The main objective
of the study is to contribute to the knowledge of the basis of cephalic propioception. The
specific objectives are as follows: 1) Study and classify the types of propioceptors in human
cephalic muscles corresponding to the territory of the trigeminal, facial, glosopharyngeal, vagus
and hypoglosse nerves; 2) Establish the relative density of propioceptors in the human cephalic
muscles analyzed; 3) Determine the expression patterns of Piezo2 mechanoprotein in cephalic
propioceptors and the possible co-location with the ASIC2 mecanoprotein; and 4) Analyze the
presence of atypical mecanoreceptors in the muscles supplied by the trigeminal nerve in mice
deficient in the NT-3/TrkC system.

Material and technigues.- Human and mouse material was used. Human material came from
cryopreservated cadaveric pieces, unfixed, and from pieces of necropsies, corresponding to 10
males and 7 women, aged between 46 and 83 years. The following muscles were studied: 1)
territory of the trigeminal n: masseter, pterygoideus laterales, mylohyodeus, venter of anterior
digastric muscle, and tesor veli papatini; 2) territory of the facial n.: orbicular of the lips,
orbicular of the eyelids, major and minor zygomatic muscles, upper lip lift and neck platism; 3)
territory of the hypoglossous nerve: genioglossus muscle; 4) Territory n. glossopharyngeal and
vagus: uvula muscle, palatoglosse, upper pharynx constrictor and mean pharynx constrictor.
Positive controls in all processes included digital skin samples (National Biobank Registry,
Collections Section, Ref. C-0001627) and the study was approved by the Ethical Committee for
Biomedical Research of the Principality of Asturias, Spain (Cod. CEIm, PAst: Project 266/18). All
the material was obtained in accordance with Spanish legislation (RD 1301/2006; Law 14/2007;
DR. 1716/2011; ECC Order 1414/2013) and the guidelines of the Helsinki Declaration Il. The
mouse study included wild type, heterozygote and homozygous mice for nonfunctional
mutations in the genes encoding for NT-3 and its TrkC receptor. Techniques performed include
structural studies (hematoxin-eosin and Masson trichromic), indirect immunohistochemistry for
the detection of S100 and neurofilament proteins, Piezo2 and ASIC2, and double
immunofluorescence for co-locating Piezo2 + ASIC2. Finally, the density of typical and atypical
propceptors, as well as the expression and/or co-expression of the two mecanoproteins, was
determined. Only structural and ultrastructural studies were carried out on the mouse material.
Results.- Human: structurally identifiable neuromuscular spindles were located in the muscles
inert by the trigeminal nerve, except the elevator of the palate veil, and in the genioglosous
muscle, corresponding to the hypoglosse nerve. The highest density of neuromuscular spindles
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corresponded to the external masetero and pterigoid muscles. In the rest of the muscles
analyzed, atypical propioceptors corresponding to the 3 types of the Cobo et al classification
were detected. (2019), with varying relative proportions between each of them. In the muscles
of the pharynx and veil of the palate the propioceptors present very variable morphologies
being typical of the constrictor muscles of the pharynx the spiroidal formations. As for the
expression of mechanoproteins, in most neuromuscular spindles both Piezo2 and ASIC2 have
been detected and in the atypical proprioceptive formations high proportions, but not absolute,
of them, always predominantly Piezo2; in more than half of these formations co-location of
Piezo2 and ASIC2 was observed. Mouse: in NT3-deficient animals, studied at birth, no
neuromuscular spindles were found; in animals deficient in TrkC, studied at 7 and15 days of
life, normal neuromuscular spindles were found in animals of wild and heterozygous genotype,
while in homozygous the spindles were in lower density, were smaller in size and showed signs
of smaller density, were smaller and showed signs of lower density, were smaller and showed
signs of lower density, were smaller and showed signs of lower density, were smaller and
showed signs of lower density, were smaller and showed signs of lower density and showed
signs of lower density, Degeneration. No sensitive tissue nerve formations of neuromuscular
spindles were observed in animals carrying mutations.

Conclusions.-  Only the muscles of the territory of the human trigeminal nerve have
neuromuscular spindles that are replaced by atypical propioceptors in the rest of the cephalic
muscles studied. All these structures are supplemented by nerve fibers that express the
mechanoprotein Piezo2 and to a lesser extent ASIC2, co-locating both in many cases.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA
SALUD
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1 « INTRODUCCION

La propiocepcién es una cualidad de somatosensibilidad que informa al sistema
nervioso central sobre la estatica y la dindmica de los musculos y las articulaciones. Este
tipo de sensibilidad ha sido muy estudiado en los musculos dependientes de los nervios
espinales y en la actualidad se conocen bien las estructuras nerviosas implicadas en ella
(Dijkerman y de Haan, 2007; Butler et al., 2016; Blecher et al., 2018). Por el contrario,
las bases anatdmicas, celulares y moleculares de la propiocepcion de los musculos
cefdlicos son muy poco conocidas, aunque es evidente que estos musculos desarrollan
permanentemente importantes y finos ajustes de estiramiento y tono en los
movimientos faciales, regulacion de la fuerza masticatoria, comportamientos
oromotores y comunicacién facial no verbal, reflejos orofaciales relacionados con el
habla, la deglucidn, la tos, el vémito o la respiracién (Miller, 2002; Cattaneo y Pavesi,

2014; Frayne et al., 2016).

El primer asunto sin resolver en la propiocepcion cefdlica es si todos los nervios
craneales que inervan musculos esqueléticos recogen también la inervacion
propioceptiva de los mismos. Segun Lazarov (2007) la inervacién propioceptiva de todos
los musculos cefélicos depende, exclusivamente, del nervio trigémino. Dicho en otras
palabras: ni las neuronas sensitivas periféricas de los ganglios sensitivos de los pares
craneales ni los ndcleos sensitivos centrales de terminacion de las fibras aferentes de
los pares craneales diferentes al trigémino, procesan la informacién propioceptiva que
se origina en su territorio muscular periférico cefdlico. Ademas, es bien conocido que

las neuronas propioceptivas del territorio del trigémino se localizan en el ndcleo
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mesencefalico del mismo y no en el ganglio del trigémino (Yoshida et al., 2017) y no se
conoce si los ganglios sensitivos periféricos de los nervios facial, glosofaringeo y vago
tienen o no neuronas propioceptivas. Aunque es posible que su existencia no sea
necesaria y que se sean siempre axones de neuronas trigeminales los que alcanzan los
propioceptores cefalicos por las uniones del nervio trigémino con el resto de los pares

craneales (ver Diamond et al., 2011; Shoja et al., 2014).

El segundo aspecto pendiente de resolver en este tema es la identificacion de los
propioceptores de los musculos cefalicos. En los musculos esqueléticos inervados por
los nervios espinales los propioceptores estan representados por drganos
especializados de dos tipos: los husos neuromusculares y los érganos tendinosos de
Golgi, ademas de otros tipos de corpusculos con menor entidad funcional
(Heppelmann, 1997; Banks, 2015; Bewick y Banks, 2015; Ackermann et al., 2016). Pero
en los musculos cefdlicos sélo los musculos masticadores inervados por la rama
mandibular del trigémino y el musculo platysma colli contienen husos neuromusculares
(Scutter y Turker, 2001; Osterlund et al., 2011; May et al., 2018). Por lo tanto, los
propioceptores cefdlicos, si existen, tienen que estar representado por otras
formaciones nerviosas sensitivas distintas a los husos neuromusculares. Estudios
recientes, usando técnicas de inmunohistoquimica asociadas a marcadores propios de
la mecanotransduccion han permitido poner de manifiesto que los musculos faciales
(Cobo, 2016; Cobo et al., 2017) y algunos musculos de la faringe (De Carlos et al., 2013)
poseen estructuras nerviosas sensitivas diferenciadas que presumiblemente podrian
sustituir a los propioceptores. Pero estos trabajos son fragmentarios y no existe ningun

estudio que analice de forma sistematica estas estructuras en los territorios musculares
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de todos los pares craneales. No obstante, no se puede descartar que otras fibras
nerviosas sensitivas que alcanzan los musculos (especialmente las nociceptivas) puedan

funcionar como mecanorreceptores-propioceptores (ver Ackerley y Watkins, 2018).

Para tratar de aclarar en parte segundo aspecto de la propiocepcién cefdlica, en el
presente trabajo de tesis doctoral se han estudiado dos modelos murinos modificados
genéticamente que no desarrollan husos neuromusculares, los animales deficientes en
neurotrofina-3 (NT-3) y en su receptor de alta afinidad TrkC (Farifias et al., 1994; Oakley
et al., 1995, 1997) si bien existen algunas controversias en el caso de los musculos
masticadores (Kucera et al.,, 1998; Matsuo et al., 2000). Seria interesante ver si estos
animales carentes de husos neuromusculares tienen otras formaciones nerviosas

sensitivas capaces de sustituirlos.

Y, en tercer lugar, no se conoce cuales son las bases moleculares de Ia
mecanotransduccion en los propioceptores de los musculos cefélicos. En los Ultimos
afios se ha puesto de relieve el papel de un canal idnico, Piezo2, como proteina
mecanotransductora esencial para la propiocepcion (Woo et al., 2015; Florez-Paz et al.,
2016; Anderson et al., 2018; Krdger, 2018). Pero en los husos neuromusculares también
se han detectado otras mecanoproteinas que participan o son requeridas para la
mecanotransduccion propioceptiva, como las proteinas ASIC (acid-sensing ion channels;
Gautam y Benson, 2009; Simon et al., 2010; Chen y Wong, 2013; Lee y Chen, 2018). Por
ello pude ser de interés conocer si los husos neuromusculares tipicos y los
propioceptores atipicos de los musculos cefdlicos expresan y/6 co-expresan las

mecanoproteinas que actualmente se consideran implicadas en la mecanotransduccion.
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En esta tesis doctoral se ha abordado el estudio de la propiocepcién de los musculos
cefdlicos humanos mediante es estudio morfolégico e inmunohistoquimico de las

formaciones nerviosas sensitivas presentes en ellos.
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2 « Estado actual del problema
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2 « ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

2.1. Propiocepcién

La propiocepcion es una forma de mecanosensibilidad y se puede definir como la
informacion inconsciente que llega al sistema nervio central sobre el estiramiento y la
tensién de musculos, tendones, piel y articulaciones. La sensibilidad mecanica requiere
que las fuerzas actien sobre el sensor. Consecuentemente, las vias nerviosas que la
conducen al sistema nervioso central se inician en los propioceptores, suplidos por los
axones de neuronas mecanosensibles especializadas localizadas en los ganglios
sensitivos (raquideos y de los pares craneales; (Proske y Gandevia, 2012; Bewick y
Banks, 2015). La informacion codificada por los proprioceptores da origen a sensaciones
inconscientes, y también conscientes, necesaria para la mayoria de las funciones

motoras basicas (Akay et al., 2014).

Los propioceptores estan representados por los husos neuromusculares y los érganos
tendinosos de Golgi (Figura 2.1) que responden a los cambios en la longitud o la tensién
de los musculos esqueléticos. Ademas, una serie de estudios recientes in vivo los
implican en el mantenimiento de la alineacién de la columna vertebral o en la
realineacién de los huesos fracturados. Estos descubrimientos se han hecho en varias
lineas de ratdon carentes de mecanosensores funcionales en parte o completamente
(Blecher et al., 2018). Para los interesados en una revision reciente y en detalle sobre
ambos tipos de propioceptores, remitimos a los trabajos de Vega (1999), Kistemaker et

al. (2013), Banks et al. (2015), Ellaway et al. (2015), Proske et al. (2015)
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Figura 2.1.- Representacién esquematica de la estructura de un huso neuromuscular (A) y un dérgano
tendinoso de Golgi (B) con los tipos de fibras nerviosas que lo inervan. Las imagenes fueron tomadas de
las referencias incluidas en la webgrafia.

2.2. El problema de la propiocepcion cefalica

La propiocepcion involucra a todos los musculos esqueléticos, incluidos los musculos
cefdlicos, que contienen un sistema mecanosensorial intrinseco, el sistema
proprioceptivo, para informar al sistema nervioso central sobre las condiciones estaticas

y dindmicas de las articulaciones y los musculos.

De todos los musculos cefdlicos, hasta le fecha, solo se han identificado propioceptores
tipicos, es decir huesos neuromusculares, en los inervados por el nervio trigémino
(Saverino et al., 2014), mientras que en el resto del territorio de los pares craneales

estan ausentes (ver Cattaneo y Pavesi, 2014).

Ya hace algunas décadas Baumel (1974) sugirid que los impulsos propioceptivos de los
musculos faciales se transmiten al sistema nervioso central a través de diferentes ramas
trigémino, hecho que Lazarov (2007) extendid posteriormente a todos los musculos

cefélicos.
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El trigémino vehicula la propiocepcion de los musculos cefélicos a través de neuronas
del nucleo mesencefalico debido a las numerosas conexiones anastomosis entre este
nervio y los diferentes pares craneales. Las mejor conocidas son las uniones que se
establecen entre el nervio trigémino con el nervio facial. La revisién llevada a cabo por
Hwang et al. (2015) muestra que en estudios cadavéricos que la mayor frecuencia de
comunicacién es con la rama maxilar (95,0% a 8,0%), seguida de la rama mandibular
(76,7% a 38,5%) vy la oftdlmica (33,8% a 19,5%). Sin embargo, utilizando métodos de
impregnacion nerviosa, las comunicaciones alcanzan el 100% para las ramas mandibular
y maxilar y el 85,7% para la oftalmica (Yang et al., 2013; ver para una revisiéon Cobo et
al., 2017b, 2019). Por otro lado, el nervio facial recibe fibras propioceptivas procedentes
de los nervios cervicales (65,2 a 43,5%; Hwang et al., 2015), asi como con el nervio
auriculotemporal (Namking et al., 2004; Kwak et al., 2004). También se han encontrado
de forma regular conexiones entre el tronco del nervio facial y el gran nervio auricular
(compuesto por ramas de los nervios espinales C2 vy C3) (Yang et al., 2015), asi como
entre el nervio cervical transverso (C2 y C3) y la rama cervical del nervio facial (Brennan

et al., 2017).

Aparte de las comunicaciones nerviosas mencionadas, no se ha encontrado en le
revision bibliogréfica efectuada ninguna referencia a las uniones entre el nervio
trigémino con los nervios glosofaringeo, vago, espinal e hipogloso. Ello hace pensar que
las fibras propioceptivas del territorio muscular de estos nervios pasan del trigémino a
ellos en los propios 6rganos diana (lengua, faringe, paladar) o por medio de sus
anatomosis con el nervio facial (Diamond et al., 2011; Shoja et al., 2014a y b) (Figura

2.2).
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Figura 2.2.- Representacion esquemdtica de las uniones del nervio facial con el nervio trigémino
(izquierda) y con ramos espinales cervicales (derecha). Tomada de Diamond et al. (2011).

2.3. Propioceptores tipicos y atipicos en los musculos cecalicos

Por lo que se refiere a los priopioceptores de los musculos cefalicos los datos son
igualmente controvertidos. Es bien conocido que los musculos faciales estan
desprovistos de propioceptores tipicos vy, por lo tanto, los movimientos faciales carecen
de un sistema de retroalimentacion propioceptivo convencional, que puede ser sélo en
parte vicariado por aferentes cutaneos (Connor y Abbs, 1998; Andreatta y Barlow, 2009;

ver Pilurzi et al., 2019).

A mediados del siglo pasado Kadanoff (1956) utilizé métodos de impregnacion argéntica
para investigar la inervacion de los musculos faciales humanos y observé la presencia de
una abundancia y sorprendente variedad de terminaciones nerviosas sensitivas que
iban desde terminaciones nerviosas libres hasta husos neuromusculares tipicos. Ello

esta en contradiccion con los estudios posteriores en los que nunca se encontraron
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husos neuromusculares en los musculos faciales humanos (Stal et al., 1987,1990;
Kamen y De Luca, 1992; Happak et al., 1994; Goodmurphy y Ovalle, 1999; Cobo et al.,
2017b). Recientemente May et al. (2018) han encontrado numerosos husos en la parte

facial del musculo platysma colli.

En el territorio de los nervios glosofaringeo y vago, lo mismo que ocurre con el territorio
facial la presencia de husos neuromusculares es también muy cuestionada. Seto (1963)
en su libro “Studies on the sensory innervation (human sensibility)” no describe husos
neuromusculares en los musculos de esta region, hecho que fue confirmado
posteriormente (Bossy y Vidic, 1967; Kuehn et al., 1990; Liss, 1990; Mu and Sanders,

2007) en la faringe o en el velo del paladar.

Recientemente De Carlos et al. (2013), en los musculos de la faringe, y Cobo (2016) y
Cobo et al. (2017,2019), en los musculos faciales, utilizaron técnicas de
inmunohistoquimica asociada a marcadores nerviosos especificos y mecanoproteinas
para tratar de identificar propioceptores. Los primeros encontraron corpusculos
sensitivos de tipo Ruffini-lie, Pacini y formaciones espiroideas pero nunca husos
neuromusculares, Los segundos, tampoco localizaron propioceptores tipicos vy
establecieron 3 tipos de receptores en los musculos (Figura 2.3): tipo |, capsulados, con
una capsula delgada, las células gliales dispuestas de forma variable y con diferentes
morfologias; tipo Il, parcialmente capsulados (la capsula es continua con el perimisio),
con morfologia variable; tipo Illl, no capsulados y tanto el axdon como las células

Schwann-like adoptan una disposicion muy variable (ver Cobo et al., 2019).
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Figura 2.3.- Clasificacidn de los receptores sensitivos-propioceptores en los musculos faciales humanos.
Tomado de Cobo et al. (2019).

2.4. Bases moleculares de la propiocepcion

Segun la definicién de propiocepcién que se hizo en las paginas anteriores, es evidente
que los sensores-receptores tienen que ser deformables (acortarse y elengarse). Ello
hace que el numero de moléculas capaces de intervenir en la mecanotransduccion se
reduzca mucho ya que deben poder cambiar su estructura ante una fuerza. Segun Sachs
(2015) los sensores mecanicos son moléculas, u organulos, en las que la energia de
salida es significativamente mayor que la energia de entrada. Los canales idnicos
pueden hacerlo porque funcionan como enzimas que disipan mucha de la energia
almacenada catalizando el transporte idnico. Por tanto, tedricamente, los canales
idnicos mecanosensitivos pueden definirse como aquellos cuyo rango dindmico es
accesible con fuerzas fisioldgicas (Meng et al.,, 2011, 2012; Verma et al., 2012). Otros
canales idnicos, como los voltaje-dependientes, se modulan por tensién mecanica, pero

no pueden abarcar su rango dinamico solo con mecanica (Morris, 2011,2012).

Hay dos tipos basicos de canales mecanosensitivos: los que se abren-cierran por al
tension-deformacién de las proteinas de la membrana celular (Moe y Blount, 2005;

Martinac et al.,, 2014) y los que abren-cierran por la tension de las proteinas
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estructurales unidas a ellos (es decir, de la matriz extracelular y del citoesqueleto; Meng
et al., 2011; Suchyna et al., 2007,2009,2011; Huang et al., 2013; Martinac, 2014) (Figura

2.4).

Figura 2.4.- Tipos bdsicos de canales mecanosensitivos. Modificado de Ridone et al. (2019).

La transduccién de la tension mecanica de musculos y articulaciones en sefiales
eléctricas estdn mediados por canales idnicos Na*y, en menor medida, Ca®* (Hunt et al.,
1978). Hasta ahora se han identificado proteinas ENa*C (epitelial sodium channels) en
las vesiculas sinapstofisina-positivas de los husos heuromusculares de rata aunque no
existen pruebas concluyentes de su participacion en la propiocepcion (Simon et al,
2010). También se ha postulado la participacién en ella de los canales idnicos de la
familia ASIC (acid-sensing ion channels) que se expresan en los aferentes musculares y
detectan acidosis extracelular y otros metabolitos liberados durante la isquemia vy el
gjercicio (Simon et al., 2010). El estudio llevado a cabo por Gautam y Benson (2013)
demostraron que los heterodimeros de canales ASICla, ASIC2a y ASIC3 son los
principales canales en las aferencias musculares del musculo esquelético, pero no se

puedo confirmar categdricamente su participacion en la propiocepcion.

2.5. Piezo2 y propiocepcion

2.5.1. Piezo2
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Aungue como se expuso en el apartado anterior son varios los candidatos a posibles
mediadores de la mecanotransduccion-propiocepcion, Piezo2 es el que ha demostrado
que cumple todos los requisitos para ser considerado el responsable casi Unico del
proceso, siendo actualmente considerado el transductor para la sensacion tactil y la

propiocepcion.

Piezo 1 y Piezo2 forman una familia de canales idnicos identificados hace una década
por Coste et al. (2010) a partir de células N2A de neuroblastoma N2A. Esta familia esta
bien conservada evolutivamente y son los canales iénicos de mayor tamafio
identificados hasta la fecha. Sus homdlogos y ortdlogos se encuentran en plantas,
eucariotas unicelulares e invertebrados. Los canales Piezo del ratén son catiénicos no
selectivos, formados por 2521 y 2752 aminoacidos para Piezol humano y Piezo2
humano, respectivamente, y tienen una identidad del 42 % (Honoré et al.,, 2015).
Recientemente se ha aclarado la estructura y las propiedades de sensibilidad mecanica
de Piezol (Zhao et al.,, 2018) y Piezo2 (Taberner et al., 2019; Wang et al., 2019). Piezol
esta formado por tres subunidades con 16-18 hélices transmembranas (Coste et al.,
2015; Ge et al.,, 2015; Zhao et al., 2016). En el caso de Piezo 2 se trata de una proteina
de transmembrana que se requiere en los canales catidnicos no selectivos
mecanosensibles en células de mamiferos, aunque los canales idnicos mecanosensibles
pueden abrirse también independientemente de estrés mecanico (Honore et al., 2015;
Taberner et al., 2019; Wang et al., 2019). Funcionalmente, Piezol es un sensor mas
polimodal para las fuerzas mecanicas que detectan un mayor nimero de estimulos,
mientras que Piezo2 estd mas adaptado para detectar especificamente el tacto

mecanico (Bagriantsev y Gracheva, 2014; Wu et al., 2017).
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Human Piezo1

Human Piezo2

Figura 2.5.- Estructura de los canales canales mecanosensitivos Piezol y Piezo2 humanos. Modificado de
Soatin et al. (2016).

2.5.2. Distribucion de Piezo2 en mecanorreceptores

Las proteinas Piezo se expresan en una amplia gama de tejidos normales y neopldsicos
que funcionan desconocidas (Bagriantsev y Gracheva, 2014). En estos tejidos se
sospecha que, al menos Piezol, participan en procesos biolégicos asociados a la
mecanica, como la deteccidn de la tension por cizallamiento en los vasos sanguineos, la
regulacién del flujo de orina y la distensién vesical, el desarrollo celular, el volumen
migracion celular, proliferacion y elongacion (Bagriantsev y Gracheva., 2014; Honore et

al., 2015; Anderson et al., 2017; Wu et al., 2017).

Piezo2, objetivo principal de esta tesis, se encuentra ampliamente distribuido en el
sistema nervioso periférico de los vertebrados. Utilizando diferentes métodos se ha
detectado en una subpoblacién de neuronas en los ganglios raquideos, células de
Merkel, complejos célula de Merkel-axon, y corpusculos de Meissner ademads de las
terminaciones nerviosas lanceoladas de la piel con pelo (Coste et al., 2010; lkeda et al.,

2014; Li et al, 2014; Maksimovic et al., 2014; Ranade el al., 2014; Woo et al.,

35


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bagriantsev%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25305018

2014,2015; Garcia-Mesa et al., 2017; Garcia-Piqueras et al., 2019). Recientemente
Florez-Paz et al. (2016) han estudiado la expresién de Piezo2 en las neuronas
propioceptivas del nucleo mesencéfalo del trigémino que participan en el
procesamiento de informacion propioceptiva de la cara y la cavidad oral. Las
alteraciones en la coordinacién de esas zonas tras la eliminacion selectiva de Piezo2
demuestran que este canal cumple un papel critico en las neuronas proprioceptoras

gue inervan los musculos de la cabeza.

Pero ademas, Piezo2 se encuentra ampliamente distribuido en células no nerviosas
como condrocitos (Lee et al., 2014), odontoblastos (Khatibi Shahidi et al., 2015), células
endoteliales (Ferrari et al.,, 2015), astrocitos (Choi et al.,, 2015) vy células

enterocromafines del intestino (Wang et al., 2017).

De acuerdo con las funciones que se le atribuyen, los animales deficientes en Piezo2
tienen ausencia de contacto ligero y de la propiocepcion sin que se afecten otras
funciones somatosensoriales (Ranade et al., 2014; Woo et al., 2015). Las mutaciones en
el gen que codifica para Piezo2 en humanos se manifiestan clinicamente por una
pérdida selectiva de la percepcién del tacto y disminucion de la propiocepcién asi como
sindromes complejos que implican articulaciones, musculos oculares y desarrollo 6seo
(McMillin et al., 2014; Alisch et al., 2016; Chesler et al., 2016; Mahmud et al., 2016;

Alper et al., 2017; Haliloglu et al., 2017).

2.5.3. Piezo2 en husos neuromusculares
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Un subconjunto de neuronas mecanosensibles de los ganglios raquideos DRG son
propioceptoras que se caracterizan por la expresién de la proteina ligante del calcio
parvalbumina (Pvalb) (Arber et al., 2000). Los propioceptores son mecanorreceptores
de bajo umbral y adaptaciéon lenta que inervan los husos neuromuscuares y los érganos
tendinosos de Golgi (Proske y Gandevia, 2012; Proske, 1015). El estudio de Woo et al.
(2015) demostré de Piezo2 es el principal mecanotransductor en los husos
neuromusculares del raton. Estos autores utilizaron dos cepas condicionales de ratén
knockout para Piezo2 que carecidan de propioceptoires parvalbumina-positivos. Los
animales mostraron un profundo deterioro de la coordinacion en las extremidades vy
alteraciones en el funcionamiento de los husos neuromusculares. Recientemente, un
elegante estudio del grupo Ana Gomis corrobord estos hallazgos utilizando neuronas

propioceptivas del ntcleo mesencefalico (Florez-Paz et al., 2016).
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3 . Hipotesis y Objetivos

Los musculos cefalicos realizan movimientos finos que requieren ajustes permanentes
del tono muscular y, por tanto, tienen que poseer mecanorreptores-proprioceptores al

inicio de los arcos nerviosos responsables de los mismos.

El objetivo general del estudio es contribuir al conocimiento de las bases de la

propiocepcién cefalica.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1.- Estudiar v clasificar los tipos de propioceptores en los musculos cefalicos humanos
correspondientes al territorio de los nervios trigémino, facial, glosofaringeo, vago e
hipogloso.

2.- Establecer la densidad relativa de propioceptores en los musculos cefalicos humanos
analizados.

3.- Determinar los patrones de expresion de la mecanoproteina Piezo2 en los
propioceptores cefdlicos y la posible co-localizacion con la mecanoproteina ASIC2.

4.- Analizar la presencia de mecanorreceptores atipicos en los musculos inervados por

el nervio trigémino en ratones deficientes en el sistema NT-3/TrkC.
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4 . Material y técnicas
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4 « Material y técnicas

4.1. Material

Para la realizacion del trabajo se utilizé material humano y de ratdn. El material humano
procedia de cadaveres y piezas cadavéricas criopreservadas, no fijadas, y de piezas de
necropsias obtenidas en el Area de Anatomia y Embriologia Humana de la Universidad
de Oviedo, de la Seccion del Anatomia del Departamento de Anatomia y Radiologia de
la Universidad de Valladolid, y de los Servicios de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario Central de Asturias (Oviedo) y Complejo Hospitalario Universitario de

Salamanca.

El material de ratén se obtuvo del laboratorio del Grupo SINPOS (Sistema Nervioso
Periférico y Organos de los Sentidos) del Departamento de Morfologia y Biologfa Celular
de la Universidad de Oviedo. Todos los experimentos y técnicas se desarrollaron en las
dependencias y laboratorios del Departamento de Morfologia y Biologia Celular de la
Universidad de Oviedo (Laboratorio 9.11) y Seccién de Patologia Animal del Instituto

Universitario de Oncologia del Principado de Asturias.

4.1.1. Material humano: obtencion y procesado de las piezas

Las piezas cadavéricas y de autoposia se correspondian a 7 varones y 5 mujeres,
de edades comprendidas entre los 61 y 83 afios. De todos ellos se obtuvieron
piezas de espesor completo en los que estaban incluidos musculos de la cara, del

velo del paladar y de la faringe.
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Ademads, se emplearon piezas de diferentes partes de la cara que incluyen el
espesor completo de las mismas (desde piel a periostio o mucosas), procedentes
de 5 hemicaras de cadaveres congelados, obtenidos del Area de Anatomia vy
Embriologia Humana del Departamento de Morfologia y Biologia Celular de la
Universidad Oviedo (n = 4) y del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universitario de Salamanca (n = 1). Correspondian a 3 varones y dos mujeres, de

edades compredidas entre los 46 y 81 afios.

Tensor del velo del paladar
Tensor veli palatini

Orbicular de la boca h Palatogloso
Orbicularis oris Orbicular de los parpados Palatoglossus
Cigomatico mayor Orbicularis oculi . Musculo de la tvula
Zygomaticus major ) Uvulae

Cigomatico menor
Zygomaticos minor
Elevador del labio superid
Levator labii superioris

Constrictor medio de la faringe
Constrictor pharyngis medius
Constrictor inferior de la faringe
Constrictor pharyngis inferior

Masetero
Masseter
Pterigoideo externo

Pterygoideus lateralis
Vientre anterior del digastrico
Venter anterior m. gigastricus

Platisma del cuello
Platysma colli

——

Milohioideo
Mylohyoideus
Geniogloso
Neniohyoideus

Figura 4.1.- Regiones de la cabeza de la que se obtuvieron las piezas de estudio y musculos estudiados en
cada una de ellas. Cada una fue orientada antes de la inclusion en parafina para la identificacién correcta
de los musculos.

Las zonas de obtencién del material y que sirven de referencia a la hora de
exponer los resultados, se recogen en la figura 4.1. El material cropreservado y

fres fue lavado en una olucién salina fria durante 1 hora, dividido en segmentos y
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fijado durante 48 h en formol al 10% tamponado (PBS 0.1M, pH 7,4),

posteriormente procresado de forma rutinaria para su inclusion en parafina.

Como controles positivos en todos los procesos se incluyeron muestras de piel de los
pulpejos de los dedos (Registro Nacional de Biobancos, Secciéon colecciones, Ref. C-
0001627) y el estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Biomédica del
Principado de Asturias, Espafia (Cod. CEIm, PAst: Proyecto 266/18). Todo el material se
obtuvo de acuerdo con la legislacién espafiola (RD 1301/2006; Ley 14/2007; DR.

1716/2011; Orden ECC 1414/2013) vy las directrices de la Declaracion Il de Helsinki.

El proceso de inclusiéon en parafina fue como sigue: las piezas se deshidrataron en una
bateria de etanoles de gradacion creciente (70%: 24horas; 80%: 1 hora; 90%: 1 hora;
96%: 1 hora; 100%: 1 hora x 3), se diafanizaron en isopropanol (100%: 30 min x 3) y se
pasaron por parafinas blanda (30 mina 55° C) y dura (2 horas a 60° C). Las muestras se
cortaron de forma seriada a un grosor de 5 um y 10 pm con un microtomo
convencional (Microm) y se utilizaron para las técnicas del hematoxilina-eosina,
tricromico de Masson, y de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Las secciones
obtenidas fueron recogidas sobre portaobjetos gelatinizados y secadas en estufa a 45° C
durante 24h como minimo antes de ser utilizadas. Antes de la realizacién las diferentes
técnicas, se procedié a la desparafinizacion mediante bafios en xilol 100% (20 min x2) y
la rehidratacion se realizd pasando los cortes por una bateria de alcoholes de gradacion
decreciente (de 10 min cada uno) hasta agua corriente (20 min). A continuacién, se
seleccionaron algunas secciones para la realizacion de una tincion rutinaria de

hematoxilina y eosina, con el fin de comprobar la integridad estructural de los tejidos e

47



identificar las estructuras objeto de estudio para la realizacion de las técnicas de

inmunohistoquimica simple o de doble inmunofluorescencia.

4.1.2. Material de ratén: obtencion y procesado de las piezas

El estudio se realizé sobre cabezas de ratones recién nacidos (0d), de 7 y de 15 dias
proporcionados por la Prof. Isabel Farifias (Universidad de Valencia) que fueron
generados sobre el fondo genético de la cepa C57B1/6. En el estudio se incluyeron
ratones NT-3 +/+ (n =2) y TrkC +/+ (n = 5), NT-3 +/- (n = 2) y TrkC +/- (n = 3), y animales
TrkC-/- (n = 2) y NT-3-/- (n = 3); los animales con mutaciones eran portadores de
mutaciones no funcionales. El genotipado de los animales se realizé mediante PCR en el
laboratorio de origen. Los animales fueron perfundidos por via transcardiaca con una
solucion fria de paraformadehido al 4%. A continuacidn, se separaron las cabezas y
se mantuvieron en la misma solucién durante 48 h, se procedié a su
descalcificacion (una solucion de formol al 10%, acido nitrico 15,4 M vy agua
destilada, 10:5:85 v/v, hasta la descalcificacion completa). Finalmente, las piezas

se lavaron en agua corriente durante 24 h y se procesaron para su inclusion en

parafina.

4.2. Técnicas

4.2.1. Técnicas estructurales: Hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson

La técnica de la hematoxilina-eosina se realizé de manera rutinaria en un
procesador automatico. Para la realizacion de la técnica del tricromico de

Masson las secciones hidratadas se pasan por hematoxilina de Weigert (5 min),
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después se lavan con agua corriente (10 min), seguido de tincion en fucsina de
Ponceau (5 min), acido fosfomolibdico (5 min) y verde luz (5-7 min). Mediante
esta técnica el tejido conectivo aparece de color verde, el tejido epitelial del

color rojo y el muscular pardo.

4.,2.2. Técnica de inmunohistoquimica: Inmunoperoxidasa indirecta mediante la técnica
de la PAP

Se llevd a cabo sobre secciones de tejido humano y de raton. Para la realizacion de la
técnica de inmunohistoquimica las secciones desparafinizadas y rehidratadas, se
lavaron en una solucién de TBS (tris buffer solution) a pH 7.4. A continuacién, se inhibié
la actividad de la peroxidasa enddgena durante 10 minutos con una solucion en tampdn
de H,0, al 3%; después las secciones se lavaron en el mismo tampon durante 10
minutos. Tras bloquear las uniones inespecificas con albumina sérica bovina al 10%
durante 20 minutos, las secciones, sin lavar, se incubaron durante la noche a 4° C, en
camara humeda, con los anticuerpos primarios que se incluyen en la Tabla 4.1. Tras la
incubacion con el anticuerpo primario, las secciones se lavaron en TBS (15 min) vy
después se incubaron durante 30 minutos, a temperatura ambiente, con el anticuerpo
secundario (Dako EnVision labelled polymer-HR anti-conejo 1gG o anti-raton 1gG).

Tabla 3.1.- Anticuerpos primarios utilizados en el estudio

Anticuerpo Origen y especificidad Dilucién  Proveedor

anti-NFP Raton 1:1000  Santa Cruz Biotechnology?
Anti-S100P Conejo 1:100  Dako?

Anti-ASIC2 Conejo 1:200 Lifespan Biosciences?
Anti-Piezo2 Conejo (1) 1:100 Sigma-Aldrich, Spain*

ISanta Cruz, CA, USA; 2Glostrup, Denmark; 3Seattle, WA, USA; “Madrid, Espafia.
(1) secuencia: FEDENKAAVRIMAGDNVEICMNLDAASFSQHNP
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Finalmente, tras un lavado en TBS se reveld la inmunorreaccion con una solucién de 3-

3’ diaminobencidina (DAB, kit de revelado de Dako).

Las secciones se contrastaron con hematoxilina, se lavaron en agua, se deshidrataron
en una bateria de alcohol etilico en concentracion creciente, se diafanizaron en xilol y se
montaron con Entellan®. Los controles de la especificidad de la inmunorreaccion se
realizaron por exclusiéon del anticuerpo primario o por incubaciéon con suero de conejo
no inmune en lugar del anticuerpo primario. En estas condiciones no se observd

inmunomarcaje especifico.

4.2.3. Técnica de triple inmunofluorescencia

Con el objeto de establecer con exactitud la localizacion de Piezo2 mecanorreceptoras
en las estructuras sensitivas de los musculos cefdlicos se realizd doble
inmunofluorescencia (mds una tercera de contraste mediante DAPI). Las secciones se
desparafinaron, hidrataron y lavaron en una solucién de TBS (tris buffer solution)
a pH 7.4 y las uniones inespecificas se redujeron mediante incubacion durante 30
min en una solucion del 5% de albumina de suero bovino en tampdn (TBS, pH 7,4). A
continuacion se incubaron las secciones durante toda la noche, a 4° C en una cdmara
himeda, con una mezcla 1:1 de los siguientes anticuerpos: anti-ASIC2, y anti-Piezo2 y
anti-S100 (Dako, monoclonal, diluido 1:500, que marca las células gliales periféricas);
anti-Piezo2 y anti-neurofilamento (Dako, monoclonal, diluido 1:1000); anti-ASIC2 y anti-
Piezo2 y anti-neurofilamento (Dako, monoclonal, diluido 1:1000). Después de un lavado

en TBS (15 min en oscuridad), las secciones se incubaron durante 1:30 h con suero de
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cabra anti-lgG de conejo conjugado CyTM3 (Jackson-ImmunoResearch, Baltimore, MD,
EE.UU.) diluido a 1:100 en TBS. A continuacion, se volvieron a lavar en el mismo tampon
(15 min en oscuridad) y se incubaron durante otra hora con un anticuerpo de asno anti-
ratén conjugado y con el fluorocromo Alexafluor-488 (Serotec, Oxford, Reino Unido),
diluido al 1:1000 en TBS. Ambos pasos se realizaron a temperatura ambiente en una
camara humeda oscura. A continuacion se lavaron las secciones (15 min en oscuridad) y
finalmente, para verificar detalles estructurales, las secciones se contratifieron con DAPI
Fluoromount -G (Southern Biotech, cat N°0100-20). La doble fluorescencia desarrollada
se detectd utilizando un microscopio Leica DMR-XA de fluorescencia automatica con
Software Leica Confocal, version 2.5 (Leica Microsystems, Heidelberg GmbH, Alemania).
Las imagenes capturadas fueron procesadas con el software “Image J version 1.43g
Master Biophotonics Facility”, Mac Master University Ontario
(www.machiophotonics.ca) (Unidad de Analisis de Imdgenes, Servicios Cientifico-
Técnicos de la Universidad de Oviedo). Para determinar la especificidad de la
inmunofluorescencia, se procesaron secciones representativas de la misma manera
utilizando sueros de conejo o ratdon no inmunes en lugar de los anticuerpos primarios u

omitiendo los anticuerpos primarios en la incubacion.

4.2.4. Microscopia electronica

Muestras de los musculos masetero de las diferentes cepas de ratones se procesaron
para su inclusion en resina Durcapan© (Fluka) siguiendo el siguiente procedimiento:
lavado repetido en PBS 0.1 M (pH 7.4) durante dos dias, y posterior deshidratacion en
acetona de gradaciones crecientes (50%, 70%, 90% y acetona anhidra). A continuacion,

las piezas se pasaron por mezclas de acetona anhidra y resina de concentraciones
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crecientes (3:1, 1:1, 1:3) y finalmente en resina pura. Cada paso tuvo una duracion de
una hora y se realizé en estufa a 60° C. Tras la confeccion de los blogues se realizaron
cortes semifinos que se tifieron con azul me metileno. Sobre los campos seleccionados
se procedid a la realizacidn de cortes ultrafinos que se tifieron con acetato de uraniloy
citrato de plomo. Finalmente, las rejillas se observaron y fotografiaron en un
microscopio electréonico de transmision JEOL-JEM-T8, en los Servicios comunes de

investigacion de la Universidad de Oviedo.

4.2.5. Andlisis cuantitativo

En las secciones completas de las diferentes regiones faciales tefiidas con tricrémico de
Masson (5 campos en 10 secciones separadas entre ellas 1 mm) se realizé un estudio
morfométrico utilizando un analizador de imagenes automatico de la imagen
Quantimet 550, Leika, Programa QWIN (Servicios de Investigacion, Universidad de
Oviedo). El microscopio foténico empleado fue un Olympus BX-61 con luz transmitida,
con un objetico 4x, de apertura numérica 0,6, y un objetivo UPlanSApo. En cada una de
las secciones se determind el numero de estructuras nerviosas presumiblemente
mecanorreceptoras que cumplen los criterios de los tipos establecidos por Cobo et al.
(2019); este estudio se realizd sobre secciones procesadas para la determinacion de la

proteina S100.

Por otro lado, sobre 5 preparaciones completas procesadas para la doble
inmunodetecciéon de Piezo2+ASIC2 se establecid el porcentaje de estructuras
mecanorreceptoras Piezo2 positivas y Piezo2+ASIC2 positivas, considerando como valor

absoluto (100%) el de las formaciones reactivas para la proteina S100.
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5 . Resultados
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5 « RESULTADOS

5.1. Presencia de propioceptores tipicos en los musculos cefalicos

Los propioceptores tipicos de los musculos cefédlicos humanos estdn representados por
los husos neuromusculares ya que al carecer la mayoria de ellos de verdaderos

tendones no se han descrito en ellos érganos tendinosos de Golgi.

De todos los musculos estudiados, sélo se han encontrado con regularidad husos
neuromusculares tipicos en los musculos masetero, pterigoideo externo y platisma del
cuello (Figura 5.1); excepcionalmente se han encontrado en los musculos digastrico,

geniogloso y milohioideo (Figura 5.2).

Figura 5.1.- Secciones seriadas de husos neuromusculares tefiidos con las técnicas de hematoxilina-eosina
y tricromico de Masson en los musculos masetero, perigoideo externo y platisma del cuello humanos.

En los musculos donde la densidad de husos neuromusculares era alta, estaban
formador por una capsula multilaminar muy bien desarrollada, un espacio intralaminar
poco amplio y un numero variable de fibras musculares intrafusales (que oscilaba entre
4 y 12). Con las técnicas utilizadas y dada la dimension de estas formaciones, no fue

posible identificar ni establecer la proporcion de fibras intrafusales en cadena y en saco
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nuclear. En los musculos en los que la densidad de husos neuromusculares fue baja,
con caracter general, el tamafio de los musculos fue menor, tenian menos fibras

intrafusales y la capsula estaba mucho menos desarrollada.
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Figura 5.2.- Secciones de husos neuromusculares tefiidos para la demostracion de la proteina del
neurofilamento en los musculos vientre anterior del digastrico (a,b), milohioideo (c), geniogloso (d,e) y
pterigoideo lateral (f) humanos.

5.2. Identificacion morfologica de propioceptores atipicos en los musculos
cefalicos

La identificacion de los receptores sensitivos/propioceptores atipicos en los musculos
cefélicos se baso en los siguientes criterios (ver Cobo et al., 2019): no encontrarse en el
trayecto de los nervios, estar en relacion estrecha, yuxtapuestos, con las fibras
musculares, y presentar un aspecto morfolégicamente diferenciado. Ademas, como
identificacién definitiva se ha utilizado el criterio de expresion de inmunorreaccién con
un patréon nervioso de al mecanoproteina Piezo2, ademads de la posible expresiéon de
ASIC2, bien en el terminal axdnico, células gliales periaxdnicas y capsula. Por otro lado,
teniendo en cuenta la gran variabilidad en la densidad y morfologia de los
propioceptores atipicos, en los musculos cefdlicos estudiados, se ha utilizado como

criterio de inclusién en el trabajo (tanto en la descripcion morfoldgica como en la
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determinacion de la densidad) que puedan ser incluidos en algunos de los tres tipos de

la clasificacion de Cobo et al. (2019).

Figura 5.3.- Propioceptores atipicos, correspondientes a los morfotipos |, Il y Ill (clasificacion de Cobo et
al., 2019) en diferentes musculos del territorio del nervio facial.

En todos los musculos del territorio del nervio trigémino y facial estudiados, asi como
en el musculo geniogloso, se han encontrado propiceptores atipicos en distintas
proporciones (Figura 5.3 y Tabla 5.1). En los propioceptores de tipo | los axones
neurofilamento positivos se disponen formando ovillos, perfiles axdnicos de distintos
calibres localizados dentro de una cdpsula mds o menos organizada o terminan en
dilataciones.  Los propioceptores del grupo Il son parcialmente capsulados, de

morfologias muy variables en las que predomina aparentemente los axones sobre las
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células de Schwann-like, y la capsula estd en estrecho contacto con el perimisio. Los
propioceptores de tipo Il pueden confundirse con haces de fibras nerviosas y su

morfologia es también muy irregular.

Por lo que respecta a los musculos de los territorios de los nervios glosofaringeo y vago,
en ellos nunca se han observado husos neuromusculares, y si diferentes morfotipos de
formaciones nerviosas sensitivas, mas o menos complejas y dotadas ocasionalmente de
una capsula bien diferenciada, que pueden identificarse como formaciones nerviosas
sensitivas (Figuras 5.4, 5.5 y 5.6). Aunque por su morfologia no pueden asimilarse a
ningln tipo de formacién nerviosa sensitiva, su perfil inmunohistoquimico permite
identificarlas como propioceptores. Un tipo de formacion sensitiva caracteristica de lo

musculos constrictores de la faringe son los que tienen disposicion espiroidea (Figura

5.4.c).
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Figura 5.4.- Estructuras nerviosas sensitivas inmunorreactivas para Piezo2 presentes en diferentes
musculos pertenecientes al territorio del nervio trigémino (milohioideo, a-b) y de los nervios
glosofaringeo y vago (constrictores de la faringe; c-f).
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Figura 5.5.- Estructuras nerviosas sensitivas inmunorreactivas para Piezo2 presentes en diferentes
musculos pertenecientes al territorio de los nervios glosofaringeo y vago (constrictores de la faringe).
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Figura 5.6.- Estructuras nerviosas sensitivas inmunorreactivas para Piezo2 presentes en diferentes
musculos pertenecientes al territorio del nervio trigémino (tensor del velo del paladar) y de los nervios
glosofaringeo y vago (palatogloso).
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Las densidades de husos neuromusculares, de propioceptores atipicos faciales y de
formaciones nerviosas sensitivas en los musculos del velo del paladar y la faringe se

recogen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1.- Densidad media de formaciones nerviosas presentes en los musculos faciales. Los contajes se
realizaron en 5 secciones por cada uno de los musculos con una separacion entre los cortes de 200 um.
*Existen dudas acerca de la identificacion del musculo. **Tercio superior; ***Tercio inferior.

Musculo HNM Tipol Tipoll Tipolll  Fibras
M. Masseter 23 3 3 6 Si
M. Pterygoideus lateralis 18 3 14 7 Si
Venter anterior m. dygastricus 2 3 1 1 Si
M. Mylohyoideus 1* 4 2 2 Si
M. Tensor veli palatini 0 2 2 1 Si
M. orbicularis oris 0 7 22 16 Si
M. orbicularis oculi 0 6 12 8 Si
M. zygomaticus maior 0 2 3 3 Si
M. zygomaticus minor 0 1 1 1 Si
M. levator labii superioris 0 1 1 3 Si
M. platysma colli 12%* 11 4 6 Si
7 8 [

Territorio  Territorio del nervio hipogloso

-----

Terr|tor|o de los nervios glosofaringeo y vago ~ Caps. Fibras

M. Palatoglossus 0 4 4 Si
M. uvulae 0 2 Si
M. constrictor pharyngis superior 0 6 14 Si
M. constrictor pharingis medius 0 5 < Si

5.3. Expresién y co-expresion de mecanoproteinas en los propioceptores
de los musculos cefalicos

La presencia de canales idnicos mecanosensibles es la condicidon sine qua non para que
se produzcan los procesos de la mecanotransduccion, iincluida la propiocepciéon en los
terminales nerviosos. En una primera parte del estudio se validd el anticuerpo anti-

Piezo2 incubando cortes de piel y de musculo gastonemio. En la piel, y de acuerdo con
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resultados previos de nuestro laboratorio (Garcia-Mesa et al.,, 2017) se detecto

inmunorreaccién para Piezo 2 en los axones de los corpusculos de Meissner y en los

citoplasmas de las células de Merkel (Figura 5.7).
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Figura 5.7.- Deteccién inmunohistoguimica de Piezo2 en los corpusculos de Meissner (b) y en las células
de Merkel (c) de la piel glabra digital humana.
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Figura 5.8.- Deteccion inmunohistoquimica de Piezo2 en secciones transversales (a-f) y longitudinales (g-i)
de husos neromusculares de musculo gastronemio humano.

Por lo que respecta a los husos neuromusculares, tanto en las secciones transversales
(Figura 5.8 a-f) como en las longitudinales (Figura 5.8 g-i) Piezo2 se detecté en perfiles
nerviosos situados principalmente alrededor de la region ecuatorial de las fibras

musculares intrafusales, aungue nunca llegan a circundarlas completamente.
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Por tanto, el anticuerpo anti-Piezo2 utilizado marca de manera selectiva y eficaz las

terminaciones nerviosas de las estructuras donde tiene lugar la mecanotransduccion.

En la mayoria de los husos neuromusculares identificados se ha identificado tanto la
presencia de Piezo2 como de ASIC2. En todos los casos la inmunorreacion aparecié en
perfiles axdnicos aparentemente coincidentes con los axones que inervan las fibras
intrafusales (Figura 5.8). Ademas los estudios de doble inmunofluorescencia indican
claramente que Piezo2 se localiza en el axdon (Figura 5.9), ya que se colocaliza con el
neurofilamento, mientras que ASIC2 se detectd tanto en las células de Schwann-like
como en los axones (Figura 5.10) y en la mayoria de las fibras nerviosas intrafusales co-

localizan Piezo2 y ASIC2 (Figura 5.11).

Piez02 Piez02 ASIC2:

Figura 5.9.- Deteccién inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2 en los husos neuromusculares presentes en
los musculos de masetero (a-d) y pterigoideo externo (e-h) humanos.

Aparte de los en los husos neuromusculares, en los propioceptores atipicos faciales y en

las formaciones nerviosas sensitivas-propioceptivas identificadas en el resto de los
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musculos analizados se ha detectado la presencia en ellos de las dos mecanoproteinas

investigadas en conjunto o segregadas (Figuras 5.12 a 5.17).

Zygomaticus maius

Zygomaticus minus

Orbicularis oris

Figura 5.12.- Deteccidon inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2, con co-localizacién parcial de las mismas
en algunos de los musculos faciales estudiados.
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Figura 5.13.- Deteccidén inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2, con co-localizacién parcial de las mismas
en algunos de los musculos faciales estudiados.
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Palatoglossus

Mylohyoideus

Palatoglossus Palatoglossus Tensor veli palatini

Figura 5.14.- Deteccion inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2, con co-localizacién parcial de las mismas
en los musculos del velo del paladar y del suelo de la boca investigados.

Tensor veli palatini

Palatoglossus

Geniohyoideus

Figura 5.15.- Deteccién inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2, con co-localizacién parcial de las mismas
en los musculos del velo del paladar y de la lengua investigados.

La densidad (expresada en porcentajes) de propioceptores y fibras nerviosas que
expresan y/o co-expresan Piezo2 y ASIC2 en los musculos analizados se recogen en la

Tabla 5.2.
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M uvulae

Figura 5.16.- Deteccién inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2, con co-localizacién parcial de las mismas
en los musculos del velo del paladar investigados.

Palatogossus Constrictor pharyngis superior

Figura 5.17.- Deteccion inmunohistoquimica de Piezo2 y ASIC2, con co-localizacién parcial de las mismas
en los musculos palatogloso y constrictor superior de la faringe.
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Tabla 5.2.- Porcentaje de husos neuromusculares y morfotipos de mecanorreceptores que expresan las
proteinas Piezo2 y ASIC2 segregadas o separadas. Los datos se obtuvieron por contaje de 5 secciones por
cada uno de los musculos con una separacion entre los cortes de 200 um. *Existen dudas acerca de la

identificacién del musculo. **Tercio superior; ***Tercio inferior

Musculo

\ Piezo2

ASIC2

Piezo2 + ASIC2

Territorio del nervio trigémino

M. Masseter HNM 81 86 81
Tipo | 85 89 84

Tipoll 90 87 91

Tipo llI 92 92 100

Fibras 1 100 100 100

M. Pterygoideus lateralis HNM 83 92 83
Tipo | 85 81 84

Tipoll 85 83 88

Tipo Il 93 94 94

Fibras 1 90 92 89

Venter anterior m. dygastricus HNM 100 91 91
Tipo | 85 80 77

Tipoll 75 73 84

Tipo Il 74 67 65

Fibras 1 82 73 76

M. Mylohyoideus HNM 100 100 100
Tipo | 85 73 71

Tipoll 86 62 63

Tipo Il 81 71 52

Fibras 1 72 61 60

M. Tensor veli palatini Tipo | 85 80 80
Tipoll 82 77 73

Tipo Il 77 72 69

Fibras 1 93 94 94

Territorio del nervio facial \

M. orbicularis oris Tipo | 72 61 53
Tipoll 55 33 29
Tipo Il 72 62 62
Fibras 1 80 64 31
M. orbicularis oculi Tipo | 33 22 16
Tipoll 21 17 11
Tipo Il 19 20 17
Fibras 1 36 17 22
M. zygomaticus maior Tipo | 20 8 5
Tipoll 11 6 3
Tipo llI 9 7 4
Fibras 1 26 21 21
M. zygomaticus minor Tipo | 82 42 40
Tipoll 82 56 43
Tipo Il 91 62 47
Fibras 1 16 9 11
M. levator labii superioris Tipo | 79 45 38
Tipoll 81 42 40
Tipo Il 83 54 47
Fibras 1 12 11 8
M. platysma colli HNM 100 100 93
Tipo | 82 72 46
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M. genioglossus

Territorio de los nervios glosofaringeo y

vago

Territorio del nervio hipogloso \

Tipoll 83 46 24
Tipo I 84 52 50
Fibras 1 25 16 11

HNM 100 100 100

Tipo | 80 100 100

Tipoll 72 100 100
Tipo I 85 91 92
Fibras 1 89 100 100

Caps.

No Caps.

Fibras

M. Palatoglossus Tipo | 41 26 20
Tipoll 53 41 32
Tipo Il 62 71 44
Fibras 1 85 79 76
M. uvulae Tipo | 31 52 26
Tipoll 82 31 21
Tipo lll 81 40 22
Fibras 1 39 33 37
M. constrictor pharyngis superior Tipo | 93 838 90
Tipoll 89 83 51
Tipo Il 91 81 84
Fibras 1 90 72 88
M. constrictor pharingis medius Tipo | 86 74 81
Tipoll 72 46 49
Tipo llI 92 73 83
Fibras 1 87 81 88

5.4. Husos neuromusculares en ratones deficientes en NT3 y TrkC

El desarrollo de los husos neuromusculares de los mamiferos estd regulado por la

neurotrofina-3 (NT-3) y su receptor de alta afinidad TrkC. La accidn se ejerce controlado

la formacién de las neuronas propioceptivas de los ganglios raquideo que influencian

los mioblastos para determinar su fenotipo como células musculares intrafusales en

lugar de rabdomiocitos. Sin embargo, no hay unanimidad de criterio entre los autores

sobre si las los musculos masticadores de los animales deficientes en NT-3 y TrkC

desarrollan husos neuromusculares normales.

Los husos neuromusculares del musculo masetero de ratones wild type de 15

dias estan formados por cuatro fibras intrafusales de las que dos son del tipo de

“cadena nuclear” y otras dos de tipo “saco nuclear”. Alrededor de las fibras se

dispone un espacio mas o menos amplio y el conjunto estd rodeado por una
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capsula por la que penetran las fibras nerviosas que rodean las diferentes
regiones de las fibras intrafusales y son diferenciables las sensitivas por la gran

riqueza en mitocondrias que poseen (Figura 5.18).

Figura 5.18.- Ultraestructura y estructura de los husos neuromusculares de los musculos masetero y
pterigoideo lateral de ratones de diferentes edades deficientes en NT-3 y TrkC en grado de heterozigosis
o de homozigosis.

En el analisis de los musculos cefdlicos cabe destacar dos cosas: que nunca se
han observado estructuras cuya morfologia sea compatible con la de los husos
neuromusculares en los musculos faciales; y que, como era de esperar, se han
encontrado husos neuromusculares en los musculos inervados por el trigémino
(masetero y pterigoideo) de animales de genotipo +/+ y +/-, nunca en los
animales -/- de los animales deficientes en NT-3. Sin embargo, en los musculos

de los animales con una mutacion en TrkC, se han encontrado husos
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neuromusculares en menor cantidad (en torno al 60%) y los que persisten tienen

un aspecto degenerado (Figura 5.18).

Al estudiar la distribucion de Piezo2 en estos animales, resultd tremendamente
llamativo el hallazgo de la mecanoproteina directamente en las células
musculares intrafusales de los animales deficientes en NT-3 y TrkC de 7 dias
(Figura 5.19 a-f), mientras que en los husos neuromusculares de los animales
wild type y heterozigotos para TrkC se detectd positividad para Piezo2 solo en los

nervios que suplen a los husos y en algunas fibras intrafusales (Figura 5.19; h e i).
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Figura 5.19.- Regiones de la cabeza de la que se obtuvieron las piezas de estudio y musculos estudiados
en cada una de ellas. Cada una fue orientada antes de la inclusidon en parafina para la identificacion
correcta de los musculos.

En ningun grupo de ratones se ha detectado la presencia de Piezo2 fuera de los husos

neuromusculares, es decir, no existen estructuras Piezo2 positivas con posible
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capacidad propioceptora capaces de suplirlos; no obstante en un caso Unico en un
aminal heterozigoto para TrkC (Figura 5.19 g) se detecté Piezo2 en una formacion

nerviosa extracorpuscular.
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6 . DISCUSION

6.1. Consideraciones generales, 73

El presente trabajo de Tesis Doctoral se realizd para analizar diferentes aspectos de la
inervacion propioceptiva de los musculos de la cabeza asi como para establecer la
presencia de mecanoproteinas en ellos con el fin de establecer el perfil

inmunohistoquimico propioceptivo en ellos.

La mayor parte del material utilizado en el estudio fue de origen cadavérico humano,
fijado y preservado para la realizacién de estudios anatémicos convencionales y no
estudios de inervacién microscépica, como en nuestro caso. Ello ha hecho que en
ocasiones no se hayan preservado de la forma ideal los antigenos nerviosos
investigados; o que los grupos aldehido del formaldehido empleado en la fijacién
enmascaren los epitopos que detectan los anticuerpos utilizados en la investigacion; ni
siquiera la recaptacién antigénica consintié obviar este tipo de problemas. Es probable
que los resultados que se han obtenido podrian haberse visto potenciados a
incrementados con unas condiciones mas adecuadas de tratamiento del material. Pero
a paesar de ello, los datos que se obtienen siempre de los estudios sobre material
humano son superiores a los del animal de experimentacion, ya que no es necesaria la
extrapolacién de los mismos y en la mayoria de los casos los hallazgos experimentales

solo son parcialmente trasladables al humano.

6.2. Los propioceptores cefalicos
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Como se expuso claramente en el capitulo de Estado actual del problema, los musculos
faciales carecen de husos neuromusculares, y su presencia nunca ha sido observada en
la especie humana. Solo Kadanoff (1956) habla de la existencia de morfotipos muy

variados en los musculos faciales humanos, que incluyen los husos neuromusculares.

En nuestro estudio nunca hemos encontrados husos neuromusculares tipicos en los
musculos craneofaciales inervados por el nervio facial, mientras que en los inervados
por el trigémino (musculos masetero, pterigoideo interno y vientre anterior del

digastrico) se han encontrado husos neuromusculares tipicos.

Los husos neuromusculares de los musculos del territorio del trigémino estan formados
por un numero variable de fibras intrafusales suplidas por fibras nerviosas en nimero
variable. Nuestros hallazgos, con caracter general son superponibles a los de otros
autores (Stal et al., 1987, 1990, 1994; Saverino et al., 2014). En la mayoria de los casos
hemos podido marcar las fibras nerviosas en relacién con estas formaciones sensitivas.
Los marcadores generales utilizados marcan tanto las fibras motrices como las
sensitivas pero los anticuerpos contra mecanoproteinas solo marcan una subpoblacion
que debe de asumirse que se trata de las fibras sensitivas propioceptoras. En nuestro
estudio hemos localizado subpoblaciones de fibras Piezo2, ASIC2 y TRPV4 positivas.
Estos hallazgos estan en consonancia con lo aportado por diferentes autores que han
detectado la presencia de proteinas ASIC en los husos neuromusculares (Chen y Wong,
2013) y otros que han establecido recientemente que Piezo2 es esencial para la

propiocepcién (Woo et al., 2015).
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Hasta donde llegan nuestros datos este es el primer estudio que se realiza en humanos
en el que se demuestra la presencia de fibras mecanorreceptoras, propioceptivas en
relacién con los husos neuromusculares. No obstante seria necesario poder disponer de
mayor cantidad de muestras y en condiciones idéneas para poder demostrar con
claridad la distribucién de estas fibras y en el interior de los jusos y su relacion exacta
con las fibras musculares intrafusales, especialmente el tipo de terminaciones que

forman (anuloespitales, hederiformes, etc ...).

En los musculos faciales inervados por el nervio facial, por el contrario, no se han
observado husos neuromusculares tipicos. Esta observacion no es sorprendente ya que
la mayoria de los autores consultados refieren que dichos musculos carecen de ellos.
Pero sin embargo, en todos los musculos faciales analizados se han encontrado perfiles
nerviosos, en densidades muy variables, que se organizan de una forma diferenciada a
los troncos nerviosos y que en podrian constituir el aparato nervioso sensitivo muscular.
Para poder etiquetarlos como estructuras sensitivas, seguramente de naturaleza
mecanosensorial y presumiblemente propioceptora, hemos establecido una serie de
criterios: morfoldgicos (estar mas o menos capsulados), topograficos (disponerse en los
tabigues musculares conectivos y nunca en el trayecto de los perfiles nerviosos) y, sobre
todo, expresar inmunorreaccion para alguna de las tres mecanoproteinas investigadas

(ASIC2, Piezo2 y TRPV4).

En base a estas premisas se han establecido, ademas, tres morfotipos basicos de
formaciones sensitivas en los musculos faciales, guidndonos sobre todo de criterios

morfoldgicos. Seguramente sera necesario volver a revisitar este argumento mas veces,
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incluso desde la perspectiva de la anatomia comparada, para establecer si esta division

es acertada o no.

Los receptores cutaneos se han propuesto como una fuente indirecta de propiocepcion
de los musculos faciales debido a las relaciones de estos con los tabiques conectivos
que unen el SMAS con la dermis (Connor y Abbs, 1998; Collins et al., 2005; Macefield,
2005; Frayne et al., 2016a) aunque los estudios fisioldgicos no apoyan esta opinion
(Proske y Gandevia, 2012; Cattaneo y Pavesi, 2014). Desde un punto vista
exclusivamente anatomico es dificil de asumir que los musculos faciales puedan
intervenir en la propiocepcion teniendo en cuenta la distancia que existe entre ambas
estructuras, con independencia de los puentes fibrosos que existen entre la dermis y los
musculos o el SMAS. Por tanto la propiocepcién de los musculos faciales tiene que
depender de estructuras sensitivas no identificadas aun, y se seguramente estén
relacionadas con las descritas por Kadanoff (1956) hace 60 afios utilizando técnicas de

impregnacioén argéntica.

En la actualidad no existen investigaciones centradas en el estudio de la propiocepcién
de los musculos faciales. En nuestro trabajo se ha demostrado que dichos musculos
contienen un aparato nervioso muy denso con diferentes tipos de formaciones
nerviosas sensitivas. La mayoria de ellas son de tipo Ruffini-like, pero también existen
otras de dificil catalogacion desde un punto de vista morfoldgico. Lo que no deja de ser

sorprendente es el alto parecido de algunas de nuestras imagenes con las de Kadanoff.
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De cualquier manera, lo que confirma la naturaleza sensitiva de estas estructuras es la
presencia en ellas de inmunorreaccidn para proteinas mecdnicas, y que algunas de ellas
ya han sido detectadas previamente en mecanorreceptores cutaneos (Cabo et al., 2015;
Alonso-Gonzélez et al.,, 2016), e incluso en los husos neuromusculares (Gautan vy

Benson, 2013; Woo et al., 2015).

Por otro lado, aunque los musculos faciales carecen de propioceptores tipicos, la
agudeza de la propiocepcion facial es superior a la mandibular (Frayne et al., 20164, b),
por lo que consideramos que el aparato nervioso sensitivo descrito y su densidad es

suficiente para suplir con ventaja a los husos neuromusculares.

La propiocepcion en los musculos faciales es de importancia capital para coordinar los
movimientos faciales (van der Bilt, 2011; Schotz et al., 2013), en la elaboracién de
determinados reflejos (May, 2002) y funcionan en conjuncién con los con los musculos
masticadores en la elaboraciéon del lenguaje, tragar o la comunicacion no verbal (Wild et
al., 2003; Kang et al., 2005; Hontanilla et al.,, 2013), parece evidente que deben de
existir formaciones sensitivas en los mismos que los suplan. Una Buena parte de nuestra

investigacion se ha centrado en la identificacion y caracterizacion de estas formaciones.

6.3. Mecanoproteinas y propiocepcion

Las dos mecanoproteinas que hasta la fecha se han puesto en relacién con la
mecanotransduccion en los husos neuromusculares son Piezo2 y ASIC2, aunque solo la
primera ha demostrado de manera eficiente que es la auténtica mecanotransductora.
Un subconjunto de neuronas mecanosensibles de los ganglios raquideos DRG son
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propioceptoras que se caracterizan por la expresién de la proteina ligante del calcio
parvalbumina (Pvalb) (Arber et al., 2000). Los propioceptores son mecanorreceptores
de bajo umbral y adaptacion lenta que inervan los husos neuromuscuares y los érganos
tendinosos de Golgi (Proske y Gandevia, 2012; Proske, 1015). El estudio de Woo et al.
(2015) demostré de Piezo2 es el principal mecanotransductor en los husos
neuromusculares del raton. Estos autores utilizaron dos cepas condicionales de ratén
knockout para Piezo2 que carecian de propioceptoires parvalbumina-positivos. Los
animales mostraron un profundo deterioro de la coordinacién en las extremidades y
alteraciones en el funcionamiento de los husos neuromusculares. Recientemente, un
elegante estudio del grupo Ana Gomis corrobord estos hallazgos utilizando neuronas
propioceptivas del ndcleo mesencefalico (Florez-Paz et al.,, 2016). Nosotros hemos
demostrado en este trabajo que tanto los propioceptores tipicos como los atipicos de

los musculos cefalicos expresan y co-expresan ambas proteinas.

Teniendo en cuenta que desde un punto de vista funcional los corpusculos de Meissner
y Pacini son de adaptacién rapida y los complejos Merkel-neurita se comportan como
mecanorreceptores de adaptacion lenta nuestros resultados sugieren que Piezo2 es
necesario para la mecanotransduccion independientemente del tipo de adaptacidon que
tengan las formaciones nerviosas sensitivas que las expresen (ver Florez-Paz et al,,

2016).

6.4. Regulacién del desarrollo de los propioceptores

Las neurotrofinas (NTs) son una familia de factores de crecimiento relacionados

estructural y funcionalmente que poseen propiedades neurotréficas y neurotrdpicas
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(Barbacid, 1995; Lewin y Barde, 1996). La familia de las NTs incluye, en los mamiferos, el
factor de crecimiento nervioso (nerve growth factor, NGF), el factor de crecimiento
derivado del cerebro (brain-derived neurotrophic factor, BDNF), y las neurotrofinas (NT)

3, (NT-3), NT-4/5 and NT-6 (Barbacid, 1995; Reichardt y Farifias, 1997).

En conjunto, estas moléculas controlan el desarrollo, diferenciacién y mantenimiento
fenotipico de algunas poblaciones neuronales de los ganglios raquideos (ver Montafio
et al.,, 2010). Las neurotrofinas actuan sobre las células que responden a ellas
uniéndose a proteinas especificas de la membrana celular que funcionan como
receptores de alta (proteinas Trk: TrkA, TrkB y TrkC) y baja (proteina p75) afinidad
(Lewin y Barde, 1996; Reichardt 2001) TrkA es el receptor primario para NGF, TrkB para

BDNF y NT-4/5y TrkC es el receptor de NT-3.

El complejo TrkC-NT-3 ha sido implicado en la propiocepcién (Ernfors y Cols., 1994;
Farifias y Cols., 1994; Klein y Cols., 1994; Tessarollo y Cols., 1994; Oakley y Cols., 1997;
Wright y Cols., 1997) al menos a nivel de la médula espinal, aunque no de una forma

tan clara en el sistema del nucleo mesencefélico del trigémino (Kucera y Cols., 1998).

En el presente trabajo se ha demostrado que los musculos masticadores del ratén
contienen husos neuromusculares normales, ya identificables desde el momento del
nacimiento mientras que en los animales deficientes en NT-3 no se han encontrado
husos pero si estructuras en proceso de degeneracidén que posiblemente correspondan
con los husos degenerados. En los animales deficientes en TrkC, analizados a los 15 dias

de vida no hay husos neuromusculares.
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El fenotipo nervioso de los animales deficientes en NT-3 se caracteriza por una
reduccion en el nimero de neuronas sensitivas en los ganglios del trigémino (60%) y en
los raquideos (en torno al 60%). Asociado a este déficit neuronal, en el caso de los
ganglios espinales se produce una desaparicion de los propioceptores musculares
periféricos (Farifias y Cols., 1994; Kucera y Cols., 1995). Sin embargo, en el sistema
neuromuscular dependiente del ganglio de Gasser y del nucleo mesencefdlico del
trigémino no existen estas alteraciones y en los musculos masticadores de los animales
carentes de NT-3 se desarrollan normalmente los husos neuromusculares (Kucera y
Cols., 1998). Este hecho esta en completa contradiccidon con los resultados del presente
trabajo ya que en nuestro caso se ha observado que los animales que carecen del
sistema NT-3/TrkC carecen de husos neuromusculares, si bien es cierto que los datos
sugieren que primero se diferencian y posteriormente se atrofian y desaparecen. Los
trabajo antes mencionados posiblemente no tuvieron en consideracion las formaciones

aberrantes observadas en nuestro estudio y esa puede ser la causa de las discrepancias.

6.4. Limitaciones del estudio y futuras investigaciones

Aungue, con caracter general, puede afirmarse que se han logrado todos los objetivos

del estudio, es vidente que algunos aspectos del mismo han quedado incompletos.

En primer lugar, las disecciones del nervio facial seria conveniente realizarlas sobre las
piezas cadavéricas y a poder ser material fresco. Soélo asi se podria proceder al
aislamiento adecuado de la estratigrafia de la cada y del SMAS y se podria ver

claramente el decurso de los nervios facial y trigémino con respecto a él.

Otro aspecto que ha quedado sélo parcialmente resuelto, y que también debe de ser

atribuido a las caracteristicas y condiciones de preservacion del material humano

80



utilizado, es el de la inervacion sensitiva de la cara. Si como muchos autores afirman la
cara tiene una gran inervacion sensitiva y nosotros no hemos logrado ponerla de
manifiesto es porque el material no era idéndeo para este tipo de estudios. No puede
ser atribuido a defectos en la técnica ya que en las mismas piezas si se ha logrado poner
de manifiesto el aparato nervioso muscular y las células de Merkel. Creemos que el
mantenimiento de las piezas durante largo tiempo en formol produjo alteraciones en
los epitopos que detectan los anticuerpos utilizados que los hace indetectables

mediante inmunohistoquimica.

Finalmente, consideramos que la identificacién de las ramas mas periféricas de los
nervios cuando estan incluidos en tejidos blandos, como en el de los nervios trigémino y
facial en la cara, podra ser resuleto sélo cuando se desarrollen técnicas de imagen con
mayor capacidad de resolucion. Poder disponer de un mapa redioldgico de los nervios

de la cara impedira en el futuro que se lesiones en las manipulaciones de la misma.

Aungue son necesarios mas estudios para profundizar en estos resultados y poder
demostrar de manera clara la posible trascendencia practica de los mismos,
seguramente son de interés para futuras intervenciones de cirugia de la cara en la que
sea necesario preservar la propiocepcion como en el caso de los trasplantes de cara
(Roche et al., 2015; Russo et al., 2016), en la cirugia de la paralisis facial cosmética o
reconstructiva (Hassoouneh et al., 2015), en las intervenciones faciales minimamente
invasivas como los tratamientos con toxina botulinica (Commader et al., 2016; Dickey et
al., 2016; Jia et al.,, 2016; Meaike et al.,, 2016) e incluso para el tratamiento de la

depresion (Finzi y Rosenthal, 2016).
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Un aspecto que merece la pena reinvestigar mas adelante es tratar de diferenciar en los
extremos terminales de las ramas del nervio facial que fibras son sensitivas y cuales son
motoras, y poder establecer la proporcién de las mismas. Con las técnicas actuales este
tipo de estudios resultan casi imposibles en humanos. Pero seguramente en los
proximos anos la utilizacién de anticuerpos especificos contra proteinas exclusivamente

motoras o sensitivas podria arrojar luz sobre este aspecto.

Y en un futuro inmediato, sobre material humano en mejores condiciones de
preservacion, volveremos a investigar la inervacién sensitiva de la piel de la cara.
Nuestro grupo de trabajo posee una amplia experiencia en el andlisis de las formaciones
nerviosas sensitivas periféricas y estamos en disposicion de arrojar luz sobre este

aspecto si disponemos del material adecuado.
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7 « CONCLUSIONES

Tras el analisis detallado de los datos obtenidos de la experimentacidon y de la oportuna
discusién de los mismos con los datos existen en la literatura cientifica, se ha llegado a

las siguientes conclusiones:

1.- Los musculos cefdlicos estudiados inervados por el nervio trigémino (masetero,
perigoideo externo, milohioideo, vientre anterior del digastrico y tensor del velo del
paladar) presentan husos neuromusculares tipicos; no se han detectado en el
musculo elevador del velo del paladar.

2.- Se han observado husos neuromusculares morfolégicamente identificables en los
musculos platisma del cuello (correspondiente al territorio del nervio facial), en
densidades altas, y uno en el musculo geniogloso (correspondiente al territorio del
nervio hipogloso).

3.- En el resto de los musculos estudiados, carentes de propioceptores tipicos, se ha
identificado un aparato nervioso muy desarrollado, que se organiza en estructuras
nerviosas capsuladas, parcialmente capsuladas y acapsuladas, de morfologia muy
variable, que por su perfil pueden identificarse como propioceptores atipicos. Su
densidad varia de unos musculos a otros.

4.- Los musculos constrictores de la faringe presentas formaciones espiroideas tipicas y
propias con el perfil inmunohistoquimico de propioceptores.

5.- La mayoria de los os propioceptores tipicos y atipicos de los musculos cefalicos
tienen fibras nerviosas Piezo2 positivas, en menor proporcion fibras nerviosas

ASIC2 positivas, y en un porcentaje variable ambas mecanoproteinas se expresan
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en la misma formacion sensitiva confirmando a nivel molecular que se trata de
propioceptores.

6.- El sistema de las neurotrofinas neurotrofina-3/TrkC regula el desarrollo de los husos
neuromusculares del territorio del nervio trigémino. La mutacion no funcional en el
gen que codifica para neurotrofina-3 resulta en la ausencia completa de husos
neuromusculares, mientras que la ausencia de TrkC resulta en una menor densidad
de husos neuromusculares que ademas son atroficos. No se han detectado, ni
morfolégicamente ni a nivel inmunohistoquimico, propioceptores atipicos en los

animales deficientes en neurotrofina-3/TrkC.
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7. CURSOS IMPARTIDOS
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8. FORMACION COMPLEMENTARIA

Curso de "Manejo de datos con el Sistema Estadistico SPSS 2014", con
una duracion de 24 h. Diciembre 2017. Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela (CHUS).

"Jornadas radioldgicas" con una duracion de 16 h. Enero 2018.
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS).

"Master Proradio". Curso online de programa oficial de actualizacion
profesional en radiologia de la Sociedad Espafiola de Radiologia
Médica (SERAM). 375h (Duracién 4 afios: 2018-2022). En desarrollo.

19 Curso "Experto pro-radiol en la actualizacién profesional en
radiologia" (Curso 2018-2019). Finalizado. (15 ETCS).

"XXX Curso Internacional de Correlacién Radio-Patoldgica". Madrid,
17-20/07/2019.

"A oportunidade da medicina personalizada a través de la impresion
3D". Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
(CHUS). 20/05/20109.

Estancia formativa en el Servicio de Radiologia del Hospital
Universitario Central de Asturias (Seccidon: Cabeza y Cuello).
Septiembre y octubre de 2019.

Estancia de investigacion en el Laboratorio del Departamento
Anatomia y Embriologia Humana de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Oviedo, con una duracion de 126 h (Curso académico
2017-2018.

9. ACTIVIDAD PROFESIONAL

Médico-Residente de Radiologia. Hospital Clinico Universitario de
Santiago de Compostela. Fecha de inicio del contrato. Fecha de inicio:
Mayo 2017.

10. OTROS MERITOS

Premio a la mejor comunicacion formato poster titulada "Encefalocele

adquirido: una causa infradiagnosticada de epilepsia". Vigo 10-11 de
mayo 20109.

Idiomas

IDIOMA LEE HABLA ESCRIBE
Castellano C C C
Inglés C C C
Portugués C M M
Gallego C C M

C: correctamente / M: nivel medio / NB: nociones bdsicas
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En Oviedo a 18 de diciembre 2019

Fdo: Sonsoles Junquera Olay
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Anexo 2 .Trabajo derivado de la tesis
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