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el seno carotideos Studies on the carotid body and sinus
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Organo responsable: CENTRO INTERNACIONAL DE POSTGRADO

RESUMEN

Introduccién y estado actual del problema. - Los barorreceptores y quimiorreceptores periféricos,
especialmente el cuerpo carotideo, detectan los cambios en la presion de la sangre, y cambios en los niveles
sanguineos de oxigeno (hipoxemia), didéxido de carbono (hipercapnia), pH (acidosis) y glucosa
(hipoglucemia), respectivamente.

Aunque se conocen con bastante precision los mecanismos de la deteccion mecanica en diferentes
sistemas corporales, especialmente el tacto, no existe informacion sobre la presencia de mecanoproteinas
en los terminales de los barorreceptores del seno carotideo. En el seno adrtico de ratones se han detectado
PIEZO1, PIEZO2 y tentonina; ademas, otros canales idnicos podrian estar implicados en la barorrecepcion.
En otro orden de cosas, se desconoce por completo si el cuerpo carotideo puede tener funciones
mecanoceptoras y algunas proteinas con estas propiedades se han detectado en el cuerpo carotideo del
ratdn y rata, asi como en el ganglio petroso.

De analisis de la literatura especializada se deduce que: 1) no existen datos en sobre la presencia de
proteinas potencialmente mecanosensibles mi en las paredes del seno carotideo humano ni en los
barorreceptores que lo inervan; 2) los datos experimentales disponibles se centran en el seno adrtico y no
existen referencias ni al seno carotideo ni al cuerpo carotideo; 3) no se ha explorado la presencia de
proteinas mecanosensoras en el cuerpo carotideo, aunque algunas con potencial mecanosensiblidad se
han detectado en las células glémicas; y 4) en las neuronas sensitivas del ganglio petroso (que prestan
inervacion aferente tanto al cuerpo como al seno carotideos) se expresan numerosas proteinas
mecanosensibles y se puede hipotetizar que también lo hagan en sus extremos terminales aferentes.

Este trabajo de tesis doctoral se disefié inicialmente para estudiar fundamentalmente Ia
mecanosensibilidad de los vasos arteriales cerebrales. Sin embargo, la dificultad en la obtencién de material
en condiciones idoneas hizo que se limitara el estudio a la region de origen de la arteria cardtida interna.
Pero en Ultima instancia, son el seno y el cuerpo carotideos los que regular la circulacién cerebral.
Hipdtesis y objetivos. — Hipdtesis: Los canales idnicos mecanosensibles de la familia PIEZO (PIEZO1 y
PIEZO2), y algunos miembros de superfamilia TRP (transient receptor potential channels) con capacidad de
detectar estimulos mecanicos (TRPA1, TRPC6, TRPMS8, TRPV1 y TRPV4) intervienen en detecciéon de las
variaciones de la presién arterial, tanto en el seno como en el cuerpo carotideo vy, por tanto, deben de
expresarse en las células de esos 6rganos y/o en los nervios que los suplen. Objetivos: El objetivo general
es contribuir a conocimiento de los mecanismos por los cuales el seno y el cuerpo carotideos humanos
detecta las variaciones en presidn arterial. Como objetivos especificos se han propuesto los siguientes: 1.-
Estudiar la distribucion de las mecanoproteinas PIEZO1 y PIEZO2 en el seno carotideo y en el cuerpo
carotideo; 2.- Estudiar la distribucion de las proteinas mecanosensibles (TRPA1, TRPC6, TRPMS&, TRPV1 y
TRPV4) de la superfamilia TRP en el seno carotideo y en el cuerpo carotideo; 3.- Estudiar la distribucién de
las mecanoproteinas PIEZO1 y PIEZO, y de las proteinas mecanosensibles (TRPA1, TRPC6, TRPMS8, TRPV1y
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TRPV4) en el ganglio petroso y en el ganglio simpatico cervical superior humanos, que es donde se localizan
los somas aferentes y eferentes, respectivamente, que inervan el seno y el cuerpo carotideos.

Material y técnicas. - Se utilizaron piezas de 8 donantes multiorganicos (5 hombresy 3 mujeres), con edades
comprendidas entre los 38 y 68 afios, fallecidos en accidentes de trafico que contenian la bifurcacion de la
arteria cardtida comun y el cuerpo carotideo procedentes del Hospital Universitario Central de Asturias.
Ademas, se incluyeron en el estudio el ganglio petroso (n = 6) y el ganglio simpatico cervical superior (n =
4) de los mismos sujetos. El material se obtuvo de conformidad con la Legislacion espafiola (RD 1301/2006;
Ley 14/2007; RD 1716/2011; Orden ECC/1404/2013) y las directrices de la Declaraciéon de Helsinki Il. Las
muestras se fijaron en formaldehido al 10 % en PBS 0,1 M, pH 7,4 durante 24 h a 4° C, se deshidratarony
se incluyeron de forma rutinaria en parafina. En el momento del uso, los blogues de parafina se cortaron
en secciones seriadas de 10um de espesor y se montaron sobre portas gelatinizados.

Inmunohistoquimica simple mediante el método PAP: Para detectar la expresién de proteinas ASIC en el
cuerpo carotideo se utilizé el método de inmunohistoquimica indirecta peroxidasa-antiperoxidasa. Las
secciones se incubaron durante toda la noche en una cdmara humeda a 4° C con anticuerpos primarios que
se recogen en la tabla 1.

Inmunofluorescencia con microscopia confocal: Las secciones también se procesaron para la deteccion
simultdnea de los diferentes ASICs con proteinas especificas para el marcaje de lo axones (NSE, NFP),
células Schwann-like (proteina S100; S100P) y vesiculas de neurotransmisores (sinaptofisina; Syn). Las
secciones se incubaron con una mezcla 1:1 v/v de anticuerpo policlonal contra ASIC y anticuerpos
monoclonales contra NSE, NFP y Syn en una cdmara himeda durante la noche a 4 °C. Después de lavar con
TBS, las secciones se incubaron durante una hora con IgG anti-conejo bovino conjugado con CFL488 (diluido
1:200) y luego, enjuagado e incubado nuevamente durante otra hora con anticuerpo anti-ratén de burro
conjugado con CyTM3 (diluido 1:100). Ambos pasos se realizaron en cdmara himeda oscura a temperatura
ambiente. Las secciones finalmente se lavaron y los nicleos celulares se tifieron con DAPI (10 ng/mL). La
triple fluorescencia se detectd utilizando un microscopio de fluorescencia automatico Leica DMR-XA
(Microscopia fotdnica y Proceso de imagen, Servicios cientifico-técnicos, Universidad de Oviedo) junto con
un software Leica Confocal (version 2.5; Leica Microsystems, Heidelberg GmbH, Alemania), y las imagenes
capturadas se procesaron con el software Image J (version 1.43 g; Master Biophotonics Facility, Mac Master
University Ontario; www.macbiophotonics.ca, acceso el 11 de enero de 2021).

PIEZO1 Conejo 1:200 Alomone!

PIEZO2 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich?
TRPA1 Conejo 1:100 Ab Serotec?

TRPC6 Conejo 1:100 Novus Biologicals Inc?
TRPMS Conejo 1:200 Abcam?®

TRPV1 Conejo 1:200 Gentaur Europe BVBA®
TRPV4 Conejo 1:200 Abcam?

NSE (clone Ratdn 1:500 Dako®
BBS/NC/VI-H14)

NFP (clone 2F11) Ratdn 1:200 Roche’

Sinaptofisina (clone | Ratén Prediluido Leica Biosystems®
27G12)

S100 P Raton 1:500 Dako®

ICambridge, UK; 2Seattle, WA, USA; 3Glostrup, Denmark; *Viena, Austria; >°Madrid, Spain.

Resultados y Discusion. - La estructura del seno carotideo humana es la de una arteria de paredes
adelgazadas sobre todo a expensas de la capa muscular; la del cuerpo carotideo es en glomérulos y [6bulos
glomicos; las células principales o de tipo | se disponen en clusters y fueron positivas para la NSE y la SYN,
mientras que las células de tipo Il, se disponian en la parte periférica de los glomérulos y fueron positivas
para S100P. La inmunorreaccion para NFP, utilizada para evidenciar la inervacion del cuero carotideo, puso
en evidencia que esta proteina sélo marca parcialmente el aparato nervioso del érgano.

En ningln caso se detecté inmunorreaccién para TRPC6 y TRPA1. PIEZO1, PIEZO2, TRPV4 y TRV1 se localizan
en formaciones sensitivas de distintas morfologias en la adventicia del seno cavernoso. No se detecté en
esta localizacion TRPMS8. En el cuerpo carotideo (tabla 2) PIEZO1 estaba practicamente ausente; PIEZO2
dos se detect6 en nervios y una subpoblacién de neuronas tipo I; los mismos resultados se obtuvieron para
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TRPMS8, TRPV4 y TRPV1. No es descartable la presencia de todas estas mecanoproteinas en las células de
tipo Il del cuerpo carotideo.

Tabla 2.- % de area inmunorreactiva para las proteinas estudiadas y % de area de mergencia con los
marcadores nerviosos y de las células de tipo I.

Area total 1,1+0,9 58,1+5,7 71,3+8,1 62,3+ 7,6% 61,1+5,6
(fluorescencia

verde) %

Area de 1+£0,9 8,4+2,2 37,7+5,9 24,7+ 8,1 42,8+7,1

emergencia %

Tambien se detectaron las proteinas investigadas en subpoblaciones neuronales de los ganglios petroso y
simpatico cervical superior (Tabla 3).

Tabla 5.2. Porcentajes de neurona que expresan las subunidades ASIC en el ganglio petroso y en el ganglio
cervical superior

Ganglio 23% 86% 12% 44% 88%

petroso NP 19% NP 16% NP 31% NP 80% NP 14%
NI 22% NI 81% NI 26% NI 21% NI 80%
NG 8% NG 100% NG 14% NG 100% NG 100%

GSCS 71% 96% 63% 84% 93%

Conclusiones: 1.- Las formaciones nerviosas sensitivas de la adventicia del seno carotideo forman
diferentes morfotipos de terminales barorreceptores que incluyen terminaciones libres, terminaciones en
flor, terminaciones arborescentes y corpusculos laminares simples y Ruffini-like. 2.- Los terminales
barorreceptores expresan inmunorreaccion para las mecanoproteinas PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 y TRPV4,
pero no para TRPMS8. Por tanto, los barorreceptores carotideos humanos pueden realizar
mecanotransduccién mediante esas mecanoproteinas. 3.- La capa musculares de las paredes de las arterias
carotidas expresan inmunorreaccion para PIEZO1. 4.- Las formaciones nerviosas sensitivas, tanto libres
como organizadas, de las capas adventicia y muscular de las arterias cardtidas expresan las
mecanoproteinas PIEZO1, PIEZO2, TRPV1y TRPV4. 5.- Las mecano proteinas PIEZO1 y PIEZO2 se expresan
de manera irregular en el cuerpo carotideo. Mientras PIEZO1 no estd presente en los nervios y
practicamente tampoco en las células de tipo I, PIEZO2 se detecta en nervios, una subpoblaciones de
células tipo |y en las células de tipo Il. Este resultado atribuye indirectamente potencial mecanorreceptor
a las células gldmicas gliales de tipo Il. 6.- Los canales idnicos multifuncionales TRPM8, TRPV1 y TRPV4 se
expresa en los nervios, células de tipo | y células del tipo Il del cuerpo carotideo humano. 7.- Las neuronas
del ganglio petroso con tamafios en el rango propio de las neuronas mecanorreceptoras expresan
inmunorreaccion para PIEZO1, PIEZO2, TRPMS, TRPV1 y TRPVA4. En el ganglio simpatico cervical superior,
se detectdé inmunorreaccion en la mayoria de los somas neuronales para PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 y TRPV4,
y en menor proporcion para TRPMS.

SUMMARY

Introduction and state of the art. - Peripheral baroreceptors and chemoreceptors, especially the carotid
body, detect changes in blood pressure, and changes in blood levels of oxygen (hypoxemia), carbon dioxide
(hypercapnia), pH (acidosis), and glucose (hypoglycemia), respectively.

Although the mechanisms of mechanical sensing in different body systems, especially touch, are fairly well
known, there is no information on the presence of mechanoproteins in carotid sinus baroreceptor
terminals. PIEZO1, PIEZO2 and tentonin have been detected in the aortic sinus of mice; In addition, other
ion channels may be involved in baroreception. On the other hand, it is completely unknown whether the
carotid body can have mechanoceptor functions and some proteins with these properties have been
detected in the carotid body of mice and rats, as well as in the petrosal ganglion.
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From the analysis of the specialized literature, it can be deduced that: 1) there are no data on the presence
of potentially mechanosensitive proteins in the walls of the human carotid sinus or in the baroreceptors
that innervate it; 2) the available experimental data focus on the aortic sinus and there are no references
to either the carotid sinus or the carotid body; 3) the presence of mechanosensing proteins in the carotid
body has not been explored, although some with potential mechanosensitivities have been detected in
glomic cells; and 4) in the sensory neurons of the petrosal ganglion (which provide afferent innervation to
both the carotid body and the carotid sinus) numerous mechanosensitive proteins are expressed and it can
be hypothesized that they also do so at their afferent terminal ends.

This doctoral thesis work was initially designed to study fundamentally the mechanosensitivity of cerebral
arterial vessels. However, the difficulty in obtaining material in ideal conditions meant that the study was
limited to the region of origin of the internal carotid artery. But ultimately, it's the carotid sinus and body
that regulate cerebral circulation.

Hipotesis y objetivos. — Hipdtesis: Los canales idnicos mecanosensibles de la familia PIEZO (PIEZO1 y
PIEZO2), and some members of the TRP (transient receptor potential channels) superfamily with the ability
to detect mechanical stimuli (TRPA1, TRPC6, TRPMS8, TRPV1 and TRPV4) are involved in detecting blood
pressure variations, both in the breast and in the carotid body and, therefore, must be expressed in the
cells of these organs and/or in the nerves that supply them. Objectives: The general objective is to
contribute to the knowledge of the mechanisms by which the human carotid sinus and body detect
variations in blood pressure. The following specific objectives have been proposed: 1.- To study the
distribution of the mechanoproteins PIEZO1 and PIEZO2 in the carotid sinus and carotid body; 2.- To study
the distribution of mechanosensitive proteins (TRPA1, TRPC6, TRPMS8, TRPV1 and TRPV4) of the TRP
superfamily in the carotid sinus and carotid body; 3.- To study the distribution of the mechanoproteins
PIEZO1 and PIEZO, and the mechanosensitive proteins (TRPA1, TRPC6, TRPMS8, TRPV1 and TRPV4) in the
human petrosal ganglion and in the upper cervical sympathetic ganglion, which is where the afferent and
efferent somas are located, respectively, which innervate the carotid sinus and body.

Material and techniques. - Specimens from 8 multi-organ donors (5 men and 3 women), aged between 38
and 68 years, who died in traffic accidents containing the bifurcation of the common carotid artery and the
carotid body from the Central University Hospital of Asturias, were used. In addition, the petrosal ganglion
(n = 6) and upper cervical sympathetic ganglion (n = 4) of the same subjects were included in the study.
The material was obtained in accordance with Spanish legislation (RD 1301/2006; Law 14/2007; RD
1716/2011; Order ECC/1404/2013) and the guidelines of the Declaration of Helsinki Il. Samples were fixed
in 10% formaldehyde at PBS 0.1 M, pH 7.4 for 24 h at 4°C, dehydrated, and routinely enclosed in paraffin.
At the time of use, the paraffin blocks were cut into serial sections 10um thick and mounted on gelatinized
holders.

Simple immunohistochemistry using the PAP method: To detect the expression of ASIC proteins in the
carotid body, the indirect immunohistochemistry peroxidase-antiperoxidase method was used. The
sections were incubated overnight in a humid chamber at 4°C with primary antibodies listed in Table 1.
Immunofluorescence with confocal microscopy: The sections were also processed for the simultaneous
detection of the different ASICs with specific axon labeling proteins (NSE, NFP), Schwann-like cells (S100
protein; S100P) and neurotransmitter vesicles (synaptophysin; Syn). Sections were incubated with a 1:1 v/v
mixture of polyclonal antibody against ASIC and monoclonal antibodies against NSE, NFP and Syn in a humid
chamber overnight at 4 °C. After washing with TBS, the sections were incubated for one hour with anti-
bovine rabbit IgG conjugated with CFL488 (diluted 1:200) and then rinsed and incubated again for another
hour with anti-donkey mouse antibody conjugated with CyTM3 (diluted 1:100). Both steps were performed
in a dark humid chamber at room temperature. The sections were finally washed and the cell nuclei stained
with DAPI (10 ng/mL). Triple fluorescence was detected using a Leica DMR-XA automatic fluorescence
microscope (Photonic Microscopy and Image Processing, Scientific-Technical Services, University of
Oviedo) together with Leica Confocal software (version 2.5; Leica Microsystems, Heidelberg GmbH,
Germany), and the captured images were processed using Image J software (version 1.43 g; Master
Biophotonics Facility, Mac Master University Ontario; www.macbiophotonics.ca, accessed January 11,
2021).

PIEZO1 Rabbit 1:200 Alomone!
PIEZO2 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich?
TRPA1 Rabbit 1:100 Ab Serotec?
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TRPC6 Rabbit 1:100 Novus Biologicals Inc?
TRPMS Rabbit 1:200 Abcam?®

TRPV1 Rabbit 1:200 Gentaur Europe BVBA®
TRPV4 Rabbit 1:200 Abcam?

NSE (clone Mouse 1:500 Dako®

BBS/NC/VI-H14)

NFP (clone 2F11) Mouse 1:200 Roche’

Sinaptofisina (clone | Mouse Prediluido Leica Biosystems®
27G12)

S100 P Mouse 1:500 Dako®

ICambridge, UK; % Seattle, WA, USA; 3Glostrup, Denmark; *Viena, Austria; >Madrid, Spain.

Results and Discussion. - The structure of the human carotid sinus is that of an artery with thinned walls,
especially at the expense of the muscular layer; that of the carotid body is in glomeruli and glomus lobes;
the main or type | cells were arranged in clusters and were positive for NSE and SYN, while the type Il cells
were arranged in the peripheral part of the glomeruli and were positive for SI00P. The immunoreaction
for NFP, used to evidence the innervation of the carotid leather, showed that this protein only partially
marks the nervous system of the organ.

In no case was immunoreaction detected for TRPC6 and TRPA1l. PIEZO1, PIEZO2, TRPV4 and TRV1 are
located in sensory formations of different morphologies in the adventitia of the cavernous sinus. TRPM8
was not detected at this location. In the carotid body (Table 2), PIEZO1 was practically absent; PIEZO2 two
were detected in nerves and a subpopulation of type | neurons; the same results were obtained for TRPMS,
TRPV4 and TRPV1. The presence of all these mechanoproteins in type Il cells of the carotid body cannot be
ruled out.

Table 2.- % of immunoreactive area for the proteins studied and % of area of mergence with nerve markers
and type | cells.

Total area 1,1+0,9 58,1+5,7 71,3+8,1 62,3+7,6% 61,1+5,6
(green

fluorescence) %

Merge area % 1+0,9 84+2,2 37,7+5,9 24,7+8,1 42,8+7,1

Tambien se detectaron las proteinas investigadas en subpoblaciones neuronales de los ganglios petroso y
simpatico cervical superior (Tabla 3).

Tabla 5.2. Porcentajes de neurona que expresan las subunidades ASIC en el ganglio petroso y en el ganglio
cervical superior

Petrosal 23% 86% 12% 44% 88%
ganglion NP 19% NP 16% NP 31% NP 80% NP 14%
NI 22% NI 81% NI 26% NI 21% NI 80%
NG 8% NG 100% NG 14% NG 100% NG 100%
Sympathetic 71% 96% 63% 84% 93%
ganglion

Concluding remarks: 1.- The sensory nerve formations of carotid sinus adventitia forms different
morphotypes of baroreceptor terminals that include free endings, flowering endings, arborescent endings,
and simple and Ruffini-like lamellar corpuscles. Baroreceptor terminals express immunoreaction for the
mechanoproteins PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 and TRPV4, but not for TRPMS8. Therefore, human carotid
baroreceptors can perform mechanotransduction using these mechanoproteins. The muscular layer of
carotid artery walls expresses immunoreaction to PIEZO1. The sensory nerve formations, both free and
organized, of the adventitious and muscular layers of the carotid arteries express the mechanoproteins
PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 and TRPV4. The mechanoproteins PIEZO1 and PIEZO2 are irregularly expressed in
the carotid body. While PIEZO1 is not present in nerves and virtually not in type | cells, PIEZO2 is detected
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in nerves, a subpopulation of type | cells, and in type Il cells. This result indirectly attributes
mechanoreceptor potential to glial glial cells type Il. The multifunctional ion channels TRPMS8, TRPV1 and
TRPV4 are expressed in nerves, type | cells and type Il cells of the human carotid body. Petrosal ganglion
neurons with sizes in the proper range of mechanoreceptor neurons express immunoreaction to PIEZO1,
PIEZO2, TRPMS8, TRPV1 and TRPV4. In the upper cervical sympathetic ganglion, immunoreaction was
detected in most neuronal somas for PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 and TRPV4, and to a lesser extent for TRPMS.
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1. Introduccion

Las neuronas mecanosensoriales, mecanosensores, de todos los sistemas fisiolégicos
detectan la fuerza y los estimulos mecdnicos mediante las terminaciones de sus
prolongaciones periféricas, de morfologias muy variables, en los diferentes érganos. Los
barorreceptores arteriales, por su lado, son un subtipo de neuronas mecanosensitivas
gue monitorizan la presidén arterial para estabilizar, en tiempo real, el gasto
cardiovascular. Las proyecciones periféricas de los axones de los barorreceptores
terminan sobre las paredes arteriales, especialmente el cayado adrtico y el seno
carotideo, formando diferentes tipos de estructuras que detectan los cambios en la

presion arterial.

Los barorreceptores proporcionan las sefiales aferentes a un circuito de
retroalimentacién negativa en el tronco del encéfalo que mantiene la presién arterial en
niveles normales: los receptores se activan cuando la pared del vaso se estira por un
aumento de la pared arterial (Kougias et al., 2010). Posteriormente, la sefial pasa a través
del nervio glosofaringeo al nlcleo del fasciculo solitario del tronco encefdlico. Los axones
aferentes primarios hacen sinapsis en el nucleo del fasciculo solitario con neuronas que,
a su vez, envian proyecciones a diferentes nucleos del tronco del encéfalo. Como
resultado final, el tono simpdtico se reduce y el parasimpatico aumenta, lo que
finalmente conduce a la vasodilatacién con normalizacion de la presion arterial (Chapleau

et al., 2001).

Aunqgue la totalidad de las paredes vasculares estan inervadas, la deteccion de la presion
arterial se produce solo en algunos puntos concretos del sistema vascular. Las aferencias
del nervio vago y del nervio glosofaringeo recogen los estimulos del arco adrtico y el seno
carotideo, respectivamente. Las fibras sensitivas vagales acceden a la aorta a través del
nervio depresor adrtico, mientras que las del glosofaringeo llegan al seno carotideo por
el nervio del seno carotideo. Ambos nervios estan formados por fibras co-fasciculantes,
gue incluyen aferencias mecanosensoriales y quimiosensoriales; este hecho es clave para
justificar, en parte, la inclusion del cuerpo carotideo en un estudio de mecanobiologia

como el presente. Por tanto, los barorreceptores inervan areas especializadas de la pared
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de los vasos sanguineos que son mas eldsticas de lo habitual, debido al adelgazamiento
local del musculo liso y a la abundancia de fibras de elastina y coldgeno (Rees, 1968;

Kirchheim, 1976).

Los pulsos de presién arterial que se producen con cada latido del corazén estiran
radialmente la pared del vaso y esta distensién activa los barorreceptores (Kirchheim,
1976; Kimada et al., 1995) que informan sobre la magnitud del estiramiento, la frecuencia
del pulso y la presion arterial media. Esta informacién puede modularse
bidireccionalmente, lo que permite una accion refleja adecuada tanto para disminuir
como para aumentar la presion arterial. En respuesta a la activacion de los
barorreceptores, se activan vias neuronales paralelas que disminuyen la actividad
simpatica y potencian la parasimpatica, lo que en ultima instancia reduce la frecuencia

cardiacay la presion arterial (Spyer, 1989; Andresen y Kunze, 1994).
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Figura 1.1.- Esquema de las interacciones entre barorreceptores y quimiorreceptores, el sistema vagal
cardiovascular, el simpdtico cardiaco espinal, los propioceptores y los reflejos aferentes renales
quimiosensibles. Las vias aferentes en azul y verde son simpatico-inhibitorias y simpatico-excitatorias,
respectivamente. Tomado de Iturriaga et al. Physiol Rev. 2021.
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Asi, pues, los barorreceptores que inervan las zonas especificas de los vasos antes
indicadas proporcionan al sistema nervioso central informacién esencial y constante para
el control de la frecuencia cardiaca, la presidon arterial y la respiracion. Eso lo que se
denomina reflejo barorreceptor, en el que la presiéon arterial elevada desencadena
instantdneamente disminuciones compensatorias en el gasto cardiovascular para
estabilizar el flujo sanguineo a todo el cuerpo vy, especialmente, al cerebro (Kirchheim,
1976; Brown, 1980; Kumada et al., 1995; Benarroch, 2008; Wehrwein y Joyner, 2013)
(Figura 1.1).

El reflejo barorreceptor juega un papel clave en la regulacion cardiovascular, permitiendo
la estabilizacion de la presidn arterial y, por lo tanto, en el mantenimiento de un flujo
sanguineo tisular adecuado. Las preguntas clave en los Ultimos aflos han sido como
funcionan los barorreceptores y cual es la naturaleza de los receptores sensoriales que
monitorizan la presién arterial. El reciente descubrimiento de los canales piezoeléctricos
o Piezo (Coste et al., 2010; Coste, 2013; ver Murthy et al. 2017), canales mecanosensibles
presentes en una variedad de terminaciones nerviosas, llevd a la hipdtesis de que los

canales Piezo subyacen a la barosensacion.

Hasta muy recientemente se desconocian los mecanismos moleculares de la
mecanotransduccion en las terminaciones periféricas de los barorreceptores. Es decir,
los mecanismos por los cuales un estimulo de presion se transforma en un potencial de
accién. Considerando que, en el origen de todos los tipos de sensibilidad, incluidas las
diferentes cualidades de la mecanica, se encuentran canales idnicos, cabe pensar que
también debe de ser el caso de la barosensibilidad. Entre los canales idnicos candidatos
a mecanosensores y/o mecanotransductores se han propuesto a miembros de las
familias de canales degenerina-canales epiteliales de sodio (Deg/ENa*C), acid-sensing ion
channels (ASIC; canales idnicos sensibles a acido), transient receptor potential (TRP;
caneles idnicos de potencial transitorio de membrana), canales de doble poro de potasio

y, sobre todo, canales Piezo (Figura 1.2).

Existen evidencias al respecto para la subunidad y-ENa*C (Drummond et al., 1998), ASIC2

(Lu et al., 2009), Piezo2 (Chesler et al., 2016), y TRPC5 (Thakore et al., 2018). Sin embargo,
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en los animales genéticamente modificados que carecen de estos canales idnicos persiste
una sensibilidad residual sustancial de los barorreceptores, lo que implica la participacién
de otros canales idnicos no identificados. La mayoria de esos los canales idnicos
candidatos a mediar la mecanosensibilidad en los barorreceptores no se ha logrado
activar directamente por estimulos mecdanicos en sistemas heterdlogos, por lo que se
cree que se trata de moléculas accesorias de un complejo mecanosensorial no
completamente conocido. Ademas, no esta claro si estos canales actlan como sensores

o desempefian un papel posterior a la mecanotransduccion.
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Figura 1.2.- Esquema que representa los canales idnicos detectados en las terminaciones periféricas de los
barorreceptores aortico y carotideo. Tomado de Yang et al. Cardiovasc Res. 2022

El panorama cambia radicalmente en el caso de los canales idnicos Piezo. En 2018, Zeng
et al. observaron en ratones que la pérdida funcional de los canales PIEZO causa un
deterioro de la funcidn barorreceptora, y que los canales PIEZO1 y PIEZO2 juntos, no
individualmente, son mecanorreceptores criticos en la funcion barorrefleja. Es probable
gue existan otros factores receptores mecanicos o sensoriales ademas de los canales
Piezo, pero como se expondra mas adelante, estos hallazgos cambiaron el concepto
molecular de la barorrecepcién ya que afectan a la clinica por convertirse en dianas
terapéuticas para diferentes patologias. Los resultados de los estudios del grupo de Zeng
fueron admitidos con gran expectacion por la comunidad cientifica (Ehmke 2018; Allison
2019; Burke et al. 2019; Miglis y Muppidi 2019) aunque aun persisten dudas sobre el

mecanismo intrinseco de |la barorrecepcion.

26


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6766733/#B5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6766733/#B1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6766733/#B1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6766733/#B3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6766733/#B13

Las proteinas PIEZO son partes esenciales de canales catiénicos mecanosensibles criticos
para la sensacién de la presion arterial y el reflejo barorreceptor (Zeng et al., 2018).
Ademas, son criticos para la sensacion normal de tacto, propiocepcion y sensacion de
estiramiento de las vias respiratorias (Nonomura et al., 2017; Ranade et al., 2014; Woo
et al,, 2015; Cobo et al., 2020). La activacién optogenética de las aferencias vagales que
contienen PIEZO2 interrumpe la respiracion (Chang et al., 2015; Nonomura et al., 2017),
ya que PIEZO2 media la sensacidn de estiramiento de las vias respiratorias subyacente al
reflejo inspiratorio de Hering-Breuer (Nonomura et al., 2017), y también disminuye la
frecuencia cardiaca y la presion arterial (Zeng et al., 2018) caracteristicas del reflejo

barorreceptor.

En cuanto al cuerpo carotideo, aunque se lo considera principalmente como un
quimiorreceptor (ver lturriaga et al., 2021), existen evidencias recientes, aceptadas por
la comunidad cientifica, de que en realidad es un sensor polimodal y es el punto de
convergencia entre los mecanismos de regulacién homeostatica de la presién arterial y
de la glucosa en sangre ya que participa en la deteccion de la glucosa, la regulacién
metabdlica y el control de la actividad nerviosa simpatica (Thakkar et al., 2023). Estos
organos sensoriales son activados por la hipoxia arterial de una manera dependiente del
pH; también responden a la hipoglucemia, la temperatura, las hormonas (angiotensina,
leptina) y el bajo flujo sanguineo (Prabhakar, 2013; Nurse, 2014; Zera et al., 2019; Ortega-

Saenz y Lopez-Barneo, 2020).

Los quimiorreceptores coordinan los cambios en la presion respiratoria y arterial durante
la hipercapnia y las alteraciones crénicas del equilibrio acido-base. La activacion de los
cuerpos carotideos por hipoxia impulsa, a través de los nervios glosofaringeo y vago, la
estimulacion del sistema nervioso simpatico, que determina un aumento de la presiéon

arterial y, en Ultima instancia, mejora la perfusion cerebral (McBryde et al., 2917).

éQué datos existen para sospechar que el cuerpo carotideo también interviene en la

deteccién de los cambios de la presién arterial?
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Se ha demostrado experimentalmente que la hiperactividad del cuerpo carotideo
desencadena hipertension (Abdala et al., 2012; Riveiro et al., 2013; Del Rio et al., 2016;
Pijacka et al., 2016; Shin et al., 2019). En roedores, el barorreflejo arterial se regula a la
baja cuando se activan los cuerpos carotideos (McBryd et al., 2013). Por el contrario, la
reseccion del cuerpo carotideo produce reducciones sostenidas de la presién arterial
(Nakayama et al., 1962; Paton et al.,, 2013) y su denervacién retrasa el desarrollo de
hipertension (Abdala et al., 2012; McBryde et al., 2013). En todos los modelos, la principal
evidencia es que la escision o denervacién bilateral del cuerpo carotideo atenua la

hipertension.

El quimiorreflejo y el barorreflejo, en conjunto, controlan el sistema cardiovascular a
través de las profundas influencias que ejercen sobre el flujo de salida auténomo, y
ambas respuestas reflejas son interdependientes, particularmente en presencia de
estimulos como la hipoxia o la isquemia (Marshall, 1998). Y aunque todavia existe debate
sobre la interdependencia entre estas dos respuestas reflejas, se ha observado que la
estimulacion eléctrica unilateral del seno carotideo y del nervio del seno carotideo activa
tanto el barorreflejo como el quimiorreflejo (Gonzalez et al., 1994), lo que resulta en
hipotensién (Katayama et al., 2015). Ademas, también se demostré que la respuesta
hipotensora después de la estimulacion eléctrica del seno carotideo se ve potenciada por
la desactivacién de los quimiorreceptores carotideos (Katayama et al., 2015), lo que
sugiere que un quimiorreflejo bilateral intacto contrarresta los efectos hipotensores de
la estimulaciéon del seno carotideo. En conclusion, la regulacién quimiorrefleja y
barorrefleja a corto plazo de la presion arterial se disocian en términos de respuesta
hipdxica, pero se integran para generar una respuesta efectora a un cambio dado en la

presion arterial (Conde et al., 2022).

La segunda evidencia mayor de que el cuerpo carotideo pude detectar cambios
mecdanicos se basa en que las neuronas del ganglio petroso y algunas poblaciones
celulares gldomicas expresan canales idnicos relacionados con la mecanosensibilidad
(lturriaga y Alcayaga, 2004; Hondoh et al., 2010; Shirahata et al., 2015), incluidos los
canales Piezo (Chang et al., 2015; Zeng et al., 2018; Min et al., 2019).
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En base a los datos anteriormente expuestos se ha planteado el presente trabajo de Tesis
Doctoral con el objetivo de detectar proteinas de canales idnicos relacionados con la
mecanosensibilidad (presién, flujo, osmolaridad) en el complejo seno carotideo-cuerpo
carotideo. Es de esperar que en el seno carotideo las mecanoproteinas investigadas se
detecten en los nervios que lo suplen y que estan localizados en sus paredes; en cuanto
al cuerpo carotideo también deben de encontrarse en los nervios, pero no se puede
descartar a priori su presencia en las células glémicas. El trabajo se ha realizado utilizando
material humano y técnicas de inmunohistoquimica, inmunofluorescencia asociada a
microscopia laser confocal y de cuantificacion. El estudio se enmarca en la linea de
investigacién iniciada recientemente por el grupo de investigacién acreditado SINPOS
(Martinez-Barbero, 2023; Martinez-Barbero et al., 2023; ) encaminado a analizar todos

los posibles componentes sensitivos de los baro y quimiorreceptores periféricos.
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2. Estado actual del problema

En las paginas que siguen se exponen los datos esenciales sobre el seno y el cuerpo
carotideos y su inervacion, asi como los caneles idnicos mecanosensibles incluidos en

este trabajo de tesis doctoral.

2.1. Estructura, inervacion y funcion del seno carotideo

2.1.1. Estructura

El seno carotideo, o bulbo carotideo (sinus caroticum), es una estructura neurovascular
gue se presenta como una dilatacién distal a la bifurcacion de la arteria carétida comun,
gue crea una expansion del calibre y conduce a la perturbacién del flujo y la formacién
de vértices (Nguyen et al., 2008). Las arterias cardtidas estan formadas histoldogicamente
de tres capas que de dentro a afuera son la tunica intima, la tunica media y la tunica
adventicia. La tunica intima, a su vez, consta de un endotelio sostenido por una capa
eldstica y coldgena. La tunica media consiste en una capa de musculo liso relativamente
gruesa que se encarga de cambiar el didmetro de los vasos sanguineos para regular el
flujo sanguineo. Por ultimo, la tUnica adventicia, mas externa, esta hecha de tejido
conectivo laxo con abundante colageno y elastina, y sirve para unir el vaso a los tejidos
circundantes. La caracteristica estructural del seno carotideo es que las paredes estan

muy adelgazadas, sobre todo a expensas de la capa muscular.

2.1.2. Inervacion

La inervacidon del seno carotideo la realiza el nervio del seno carotideo, o nervio de
Hering, que es una rama del nervio intercarotideo del nervio glosofaringeo, formado por
fibras nerviosas de diferentes calibres aferentes y eferentes (fibras simpaticas que se

incorporan al nervio glosofaringeo) (Porzionato et al., 2019; Bryant et al., 2023).

El barorreflejo arterial proporciona un control de la presién arterial latido a latido. Esto
se logra, en parte, gracias a un grupo heterogéneo de aferencias barorreceptoras
arteriales, es decir de terminaciones nerviosas mecanosensibles, localizadas en los senos
carotideos, cuyos cuerpos celulares localizados en los ganglios petrosos del nervio
glosofaringeo (Ciriello et al., 1994; Figura 2.1).

33


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8222608/#B82

N X parasympathetic
nerve and gangson co!

Glomus cet
(chamoreceptce col
monitors Oz, COz, pH)

Actual 5ize of carotd body
(3 mm wide X & e high)

Figura 2.1. Representacion esquematica de la inervacion aferente y eferente del seno y del cuerpo
carotideo. Tomado de Wilson-Pauwels et al. Cranial Nerves 3rd Edition. 2010.

Las neuronas barorreceptoras dan origen a una poblacién heterogénea de fibras
mielinizadas y no mielinizadas (para revisiones, véase Andresen y Kunze 1994; Kumada
et al. 1990; Schild y Kunze, 2012). Los barorreceptores de tipo A estan mielinizados y
tienen un umbral de potencial de accidon mas bajo que las fibras C, amielinicas. Las fibras
muestran cambios en la frecuencia del potencial de accidon que son directamente
proporcionales al cambio de la presidn arterial en un amplio rango de presiones (Seagard
etal., 1990,1993). Esta heterogeneidad en la estructura de las aferencias probablemente
permite la codificacion de diferentes estimulos de la presion arterial y puede explicar por
gué las neuronas del nucleo del fasciculo solitario responden selectivamente a distintos
tipos de estimulos (Kolpakova et al., 2017). Los distintos tipos de fibras también pueden
codificar diferentes dindamicas. Asi, hay pruebas que sugieren que las fibras de tipo Cy las
fibras finas de tipo A pueden codificar niveles absolutos de presion (es decir, de
adaptacion lenta), mientras que las fibras gruesas de tipo A pueden proporcionar
informacion sobre el cambio de presion agudo (es decir, la adaptacion rapida) (Seagard

et al., 1990; Rogers et al., 1993,1996).

La estructuras de las terminaciones neuronales en el seno carotideo ha sido ampliamente
estudiadas mediante microscopia dptica y electrénica (Aumonier, 1972; Krauhs, 1979).
Sin embargo, los primeros estudios sobre la estructura de los barorreceptores asumieron
gue el nervio depresor aodrtico, al menos en rata, estd formado exclusivamente un tipo

de terminacién por lo que los analisis resultantes concluyeron que los barorreceptores
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eran de un tipo Unico. Trabajos posteriores, en ratas y otras especies, indicaron que las
neuronas sensitivas adrticas tienen tres morfologias terminales principales:
terminaciones en flor, terminales de la red final y contactos de células gldomicas (Cheng
etal., 1997). Se ha aceptado que los aferentes cercanos a las células del glomus funcionan
como quimiorreceptores, pero no estd claro si las terminaciones en flor y las
terminaciones reticulares finales son tipos diferentes de barorreceptores o si cumplen
funciones sensoriales alternativas. Cada fibra barorreceptora detecta una presion
caracteristica (umbral) por debajo de la cual los barorreceptores estan inactivos y cuando
se produce una subida de presidn cada una de ellas se activa y frecuencia del potencial
de accion alcanza un maximo. Por lo tanto, el rango de codificacién de la poblacién de
barorreceptores arteriales individuales generalmente coincide con el rango fisiolégico de
presiones de 40 a 180 mmHg. Los aumentos en la actividad aferente de los
barorreceptores reducen la resistencia periférica total a través de la inhibicién de la
actividad nerviosa simpatica (vasodilatacién arteriolar en muchos lechos vasculares) y la
reduccion del gasto cardiaco (reduccién tanto de la frecuencia cardiaca como del
volumen sistdlico) a través de la disminucion de la entrada simpatica y el aumento de la
entrada parasimpatica. La disminucion de la activacion aferente de los barorreceptores
promueve la vasoconstriccidon y el aumento del gasto cardiaco. Estas respuestas reflejas
iniciadas por los barorreceptores carotideos y adrticos son rdpidas, y se adaptan casi

instantdneamente a los cambios en la presidn arterial.

2.1.3. Funcion

La funcién del seno carotideo empezd a intuirse en 1875, cuando Quincke observo la
asociacién entre la compresiéon de la bifurcacién carotidea y la disminucion del gasto
cardiaco (Munster et al., 2016), hecho que se atribuyd a la compresion de los nervios
adyacentes a la carétida (Persson y Kirchheim, 1991). Pero a principios de la década de
los afios 20 del siglo pasado, Heinrich E. Hering demostro la anatomia y la funcion del
seno carotideo y su nervio tal y como se entiende en la actualidad. Observd que la
aplicacion directa de un estimulo de presion interno en el seno carotideo tenia efectos
similares a los de la estimulacién eléctrica directa del seno, y aprecid que el nervio que
suplialazona no erarama del vago, sino del glosofaringeo (ver Perssony Kirchheim, 1991;

Zimmer, 2004).
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En la actualidad, se conoce perfectamente que el seno carotideo es un sensor de presion
o barorreceptor (Andaniy Khan, 2020). Se acepta que es una dilatacion arterial, pero las
caracteristicas geométricas del mismo conducen a la perturbacion del flujo y la formacién
de vortices (Nguyen et al., 2008). Estas propiedades, junto con el ciclo cardiaco, conducen
a una distensién pulsatil del carotideo con cada pico de presion sistélica en cada latido;
en otras palabras, el seno carotideo, debido a la geometria de la dilatacion, experimenta
un campo de tension no uniforme con flujo pulsatil (Bilgi y Atalik, 2020). Los tipos de
fuerzas que actlan sobre el endotelio vascular se consideran, en términos generales,
como un estiramiento circunferencial (Lu y Kassab, 2011), que refleja la presion arterial
y depende de las propiedades del fluido y de las condiciones de flujo, y se ve muy

afectado por la viscosidad (Lee et al., 2020).

Ademas de la presion, el seno carotideo también ha sido implicado en la deteccién de la
viscosidad de la sangre. Durante los ultimos 30 afios, las simulaciones computacionales
de dindmica del flujo sanguineo en el seno carotideo han permitido medir en tiempo real
la viscosidad de la sangre (Iskander et al.,, 2021). Pero aun se desconoce si el seno

carotideo funciona o no como viscosensor.

2.2. Estructura, inervacion y funcion del cuerpo carotideo

2.2.1. Estructura

El cuerpo carotideo es un 6rgano par, localizado en el angulo de la bifurcacién de la
arteria cardtida comun. Mide unos 2-3 mm y pesa 18-20 mg (Iturriaga y Alcayaga, 2004;
Ortega-Saenz et al., 2013). A pesar de su reducido tamafio, el cuerpo carotideo tiene el
flujo sanguineo mas alto (1.0-2.0 L / min / 100 g) de todo el organismo (Barnett et al.,
1988) que aportado por ramas de las arterias cardtidas y que en el interior del érgano
forman una densa red vascular de pequefias arterias, capilares fenestrados y vénulas

(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Esquemas de la localizacién y estructura del cuerpo carotideo. A: bifurcacién carotidea y
localizacién del cuerpo carotideo. B: representacién esquematica de un glomérulo del cuerpo carotideo.
Se sefialan las sinapsis quimiosensoriales y quimioproliferativas. Tomado de Ortega-Sdenz y Lépez-Barneo,
Annu Rev Physiol. 2020.

El cuerpo carotideo lo forman un nimero variable de l6bulos glémicos rodeados por una
densa cdpsula de tejido conectivo que contiene vasos y nervios; a su vez, cada lébulo lo
constituyen varios glomoides o glomérulos glémicos, considerados como la unidad
estructural (Figura 2.3). Los glomérulos estan formados por dos tipos de células, ademas
de los vasos y los nervios. Las células tipo I, células gldmicas o células quimiorreceptoras,
se organizan alrededor de los capilares, y las células células tipo I, gliales o

sustentaculares, que se disponen por fuera de las de tipo | (Figura 2.2).

Cuerpo carotideo Lébulo glémico Glomérulo glémico

Figura 2.2. Estructura basica del cuerpo carotideo. Tomado de Gold et al. Front Synaptic Neurosci. 2022.

Dentro del cuerpo carotideo ambos tipos de células gldmicas mantienen importantes y
complejas relaciones estructurales y funcionales entre ellas (Figura 1.3). Nurse et al.
(2014, 2018) observaron que la hipoxia induce la liberacion de ATP a través de canales de
pannexina-1 en las células tipo I, contribuyendo a la integracidon sindptica y la
comunicacién cruzada entre las células tipo |, las células tipo Il y las terminaciones
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nerviosas; a este complejo sistema de relacion lo denominaron sinapsis tripartita. Las
células de tipo Il, por su lado, expresan receptores purinérgicos P2Y2 y canales de
pannexina permeables al ATP, asi como receptores muscarinicos y de angiotensina tipo
1 (AT1) (Frinchi et al., 2013; Nurse, 2014; Murali et al., 2016; Nurse et al., 2018; Taruno
et al., 2018) (Figura 2.3).

ATP P2YR ¥ AR
Adenosine | P2XR ¢ DR
@ Dopamine Panx-1

Figura 2.3. Representacién esquematica de la sinapsis tripartita. AR: receptor de adenosina; DR: receptor
de dopamina; Panx-1, canal pannexina-1; P2XR: receptor ionotrdpico purinérgico 2X; P2YR: receptor
metabotrdpico purinérgico 2Y. Tomado de Ortega-Saenz y Lépez-Barneo, Annu Rev Physiol. 2020.

Aungue no es una cuestién que se aborde en este trabajo, es necesario hacer una breve
consideracion sobre el nicho neurogénico del cuerpo carotideo. Una serie de elegantes
experimentos realizados por el grupo de investigacién de Lépez-Barneo demostraron que
el cuerpo carotideo es un nicho neurogénico que contiene una poblacién de células
troncales multipotentes derivadas de la cresta neural. En condiciones de normoxia son
células quiescentes, pero en situaciones de hipoxia mantenida proliferan y se diferencian
a células tipo Il, las cuales pierden su fenotipo y se transforman en células tipo | (Pardal
et al.,, 2007; Platero-Luengo et al., 2014; Lopez-Barneo, 2018; Ortega-Sdenz y Lépez-
Barneo, 2020). De todas formas, las células troncales del cuerpo carotideo no son
activadas directamente por la hipoxia, y su activacién depende de las células tipo I. El
término sinapsis quimioproliferativa fue propuesto por Lépez-Barneo para designar los

contactos funcionales que se establecen entre las células tipo | y las células troncales y
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que, en gran medida, son los responsables de los procesos de diferenciacién de estas

(Figura 2.1).

2.2.2. Inervacion

Las células tipo | del cuerpo carotideo establecen contactos sindpticos con los terminales
nerviosos de las neuronas aferentes primarias, cuyos somas se localizan en el ganglio
petroso del nervio glosofaringeo (lturriaga y Alcayaga, 2004; Kumar y Prabhakar, 2012;

Lépez-Barneo et al., 2016).

Por su lado, los vasos sanguineos y las células tipo I, reciben inervacion simpatica del
ganglio cervical superior a través de los nervios ganglio-glomerulares; también se han
localizado neuronas postganglionares simpaticas dentro del cuerpo carotideo y en el

propio trayecto del nervio glosofaringeo (McDonald y Mitchell, 1975) (Figura 2.1).

2.1.3. Funcion

Los quimiorreceptores periféricos, especialmente el cuerpo carotideo, son sensores
capaces de detectar cambios en los niveles sanguineos de oxigeno (hipoxemia), didxido
de carbono (hipercapnia), pH (acidosis) y glucosa (hipoglucemia) (lturriaga et al., 2021).
La activacidon de quimiorreceptores en las células de tipo | lleva a su despolarizacion y a
un aumento en la concentracion intracelular de Ca?', la liberacién de multiples
neurotransmisores y la activacion sindptica de las terminaciones nerviosas aferentes

(Eyzaguirre y Fidone, 1980; Nurse, 2005; Lu et al., 2013; Porzionato et al., 2019).

En la actualidad, se acepta que el cuerpo carotideo es un sensor multimodal. Varios
estudios sugieren que, ademas de detectar las variaciones en el oxigeno, didxido de
carbonoy pH, también es sensible a niveles bajos de glucosa y/o participa en la regulacion
del metabolismo (Koyama et al., 2000; Pardal y Lépez-Barneo, 2002; Zhang et al., 2007;
Wehrwein et al., 2010; Shin et al., 2014). Hasta donde nosotros conocemos no existen

datos directos sobre su implicacion en funciones de mecanodeteccion.
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2.3. Canales idnicos mecanosensibles

2.3.1. Introduccién

Los organismos vivos han desarrollado a lo largo de la evolucion sistemas sensores para
relacionarse con el medio ambiente y recibir sefiales del interior del propio cuerpo. En la
actualidad se acepta que todos los tipos de sensibilidad estan relacionados con y
dependen de canales idnicos (Belmonte y Viana, 2008; Martin-Alguacil et al., 2022). Los
canales idnicos son estructuras de la membrana celular formados por agregados de
proteinas que contienen un poro central acuoso para el intercambio idnico entre la célula
y el medio externo. Todos comparten tres caracteristicas: conducen iones, reconocen y
seleccionan iones especificos y se abren o cierran en respuesta a sefiales eléctricas,
mecanicas o quimicas. De acuerdo con su mecanismo de activacion pueden diferenciarse
diferentes tipo de canales de membrana: los que no se pueden abrir o cerrar y los que si
lo hacen y son dependientes de ligando (ionotropicos), dependientes de protones,

controlados por segundos mensajeros (metabotropicos) y dependientes de voltaje.

La trascendencia de los estudios sobre la identificacién de los canales iénicos que
participan o son responsables directos de las distintas modalidades sensoriales se plasmo
en la concesién del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2021 a David Julius y Ardem

Patapoutian (ver Reeh y Fischer, 2022).

2.3.2. Canales i6bnicos mecanosensibles

La activa investigacion en el campo de la mecanobiologia que se viene llevando a cabo en
la ultima década, ha permitido identificar proteinas esenciales para la
mecanotransduccidn y otras que pueden ser requeridas para algunos pasos de esta. La
mayoria de ellas estan relacionadas con los canales idnicos (Martinac y Poole, 2018;

Douguet y Honore, 2019; Kefauver et al., 2020; Jin et al., 2020).

Para explicar el mecanismo de la mecanotransduccion (es decir, la conversiéon de un
estimulo mecanico en un efecto eléctrico, quimico o biolégico) se han propuesto canales
idnicos dependientes e independientes de voltaje. Es importante subrayar que el efecto
de una fuerza sobre una célula depende del sitio de incidencia sobre la membrana. Las
membranas celulares contienen "corrales de proteinas" (dominios espaciales de
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proteinas lipidicas) y la incidencia de fuerzas dentro estos dominios son diferentes que
en la membrana circundante. Por lo tanto, los canales idnicos mecanosensibles pueden
cerrarse o no por inclusion o exclusion de un dominio (Sukharev y Sachs, 2012). Existen
dos tipo bdsicos de canales mecanosensibles: los que se abren-cierran por la tension-
deformacion de las proteinas de la membrana celular (Moe y Blount, 2005; Martinac,
2014) y los que abren-cierran por la tensién de las proteinas estructurales unidas a ellos
(es decir, de la matriz extracelular y del citoesqueleto; Meng y Sachs., 2011; Suchyna et

al., 2007,2009,2011; Huang et al., 2013; Martinac, 2014) (Figura 2.4).

matriz extracelular

\ ¢ ’

exterior

interior

BERSERR

Citoesqueleto

Figura 2.4.- Tipos basicos de canales mecanosensitivos. Modificado de Ridone et al. Biophys Rev. 2019.

Segun Delmas y Coste (2013), los canales idnicos mecanosensibles se pueden dividir en
dos categorias: los que responden a la tensién de la membrana y los que son susceptibles
de estiramiento. La experimentacién propone, al menos, tres mecanismos capaces de
activarlos: 1) modificaciones de la membrana celular en las proximidades de los canales;
2) tension de la matriz extracelular y/o proteinas citoesqueléticas ancladas a los dominios
extra o intracitoplasmaticos, respectivamente, de los canales iénicos de membrana; 3)
acoplamiento de proteinas mecanosensoriales secundarias a los canales idnicos
(Lumpkin y Caterina, 2007; Sharif-Naeini, 2015). Por lo tanto, cualquiera de estos tres
mecanismos, o una combinacion de ellos, esta en la base de la apertura del canal idnico

mecanosensible y, en consecuencia, de la mecanodeteccion y /o mecanotransduccion.

La identidad de los canales mecanosensibles es muy variada, y pertenecen a varias
familias y superfamilias de canales iénicos. Las superfamilia degenerina/canales
epiteliales de sodio (DEG/ENa*C), potencial de receptor transitorio (TRP), dominio de dos
poros de potasio (Kp) y la familia Piezo, tienen miembros que han demostrado ser canales

idnicos mecanosensoriales y/o mecanotransductores total o parcialmente (ver Coste y
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Delmas, 2013; Guy Gu, 2014; Ranade et al., 2015; Sharif-Naeini, 2015; Cobo et al., 2020).
Sin embargo, solo PIEZO1 y PIEZO2 ha demostrado propiedades mecanotransductoras en
vertebrados. Por lo tanto, el resto de las supuestas mecanoproteinas podrian ser
proteinas accesorias y no una parte esencial del canal o canales idnicos mecanosensibles

adecuados.

En los parrafos siguientes se realiza una puesta al dia sobre las proteinas analizadas en
este trabajo de tesis doctoral. Respecto a la superfamilia DEG/ENaEC y ASIC, existen
evidencias de que los miembros de la familia de canales idnicos sensibles a acido (ASIC)
puede funcionar como mecanorreceptores. Esta familia ha sido objeto de un trabajo
reciente de tesis doctoral realizado en nuestro laboratorio (Martinez-Barbero, 2023;
Martinez-Barbero et al., 2023) y por ello no se ha abordado su estudio en la presente

tesis doctoral.

2.3.2.1. Canales i6nicos mecanosensibles de las familias TRP

Las proteinas de los canales iénicos TRP son proteinas de transmembrana que forman
parte de canales catidnicos no selectivos, aungue unos pocos son altamente selectivos
para el Ca?* y algunos son permeables para el Mg?*. La superfamilia de canales TRP se
subdivide en 7 familias: TPRC (candnica), TRPV (vanilloide), TRPM (melastatina), TRPP
(policistina), TRPML (mucolipina), TRPA (ankirina), y TRPN (NOMPC-like); la ultima se ha
detectado solo en invertebrados y peces. En mamiferos se han identificado al menos 28

proteinas TRP diferentes.

Estructuralmente, una proteina TRP tipica contiene 6 dominios transmembrana (S1 a S6)
con un bucle reentrante formador de poro entre S5 y S6 (Clapham et al., 2005; Hellmich
y Gaudet, 2014; Nilius y Szallasi, 2014; Samanta et al., 2018). Funcionalmente, se han
relacionado con todos los tipos de sensibilidad (véase revisién Eid y Cortright, 2009; Nilius

y Owsianik, 2011; Nilius y Szallasi, 2014).

En la superfamilia de canales idnicos TRP algunos de sus miembros intervienen en la
transduccién de estimulos osmoéticos y mecanicos. Estos "osmo- y mecano-TRPs"

incluyen a TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPC1, TRPC3, TRPC6, TRPA1, TRPP2, TRPM3, TRPM4,
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TRPM7 y TPMLS3 (Liedtke y Kim, 2005; Liedtke, 2007; Moore y Liedtke, 2017). En nuestro
trabajo se han estudiado los canales TRPV1, TRPV4, TRPC6 y TRPA1. Los dos ultimos
resultaron negativos, por lo que el estudio se circunscribié a TRPV1 y TRPV4. Ademas, se
ha incluido en el presente trabajo, el canal TRPMS, ya que existen algunas evidencias de

gue pueda tener también una funcién mecanosensorial.

Sin embargo, como ya se ha reiterado a lo largo de las paginas precedentes, no se ha
establecido completamente si esos canales idnicos TRP son mecanosensores o solo son
necesarios para la mecanosensacién. Recientemente, se demostrd que los miembros de
diferentes familias de canales TRP son insensibles al estiramiento de la membrana, lo que
sugiere que no son mecanotransductores primarios. A pesar de esto, se esta acumulando
evidencia de que los algunos miembros de las familias del TRP participan en la

mecanodeteccion.

2.3.2.1.1. TRPV1

Los canales TRPV1 responden a la hipertonicidad y a sefiales térmicas en las proximidades
de los 37°C (Zaelzer et al., 2015). Un estudio reciente de Yan et al. (2021) ha demostrado
en preparaciones del nervio del arco adrtico que tanto TRPV1 como ASIC2 son
funcionalmente necesarios, ya que el bloqueo de cualquiera de ellos anula casi
completamente la descarga nerviosa dependiente de la presion. ASIC2 y TRPV1 se co-
localizan en las terminaciones nerviosas aodrticas y funcionan sinérgicamente en la
transduccién mecanoeléctrica de los barorreceptores arteriales, pero no esta claro si

funcionan de forma independiente o en coordinacién.

2.3.2.1.2. TRPV4
TRPV4 es un canal catidnico no selectivo de iones de calcio, magnesio y sodio que se
activa en respuesta a factores bioguimicos y mecdanicos en muchos tipos de células,

incluidas las células endoteliales (Becker et al., 2009; Toft-Bertelsen y MacAulay, 2021).

En el afio 2000 Liedtke et al. demostraron que TRPV4 es osmosensor y/o
mecanorreceptor de estiramiento, y existen abundantes estudios que sugieren,

inequivocamente, que TRPV4 estd involucrado de manera critica y estrecha en la
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mecanotransduccion (Liedtke y Friedman, 2003; Loukin et al., 2009; Thodeti et al., 2009;
Matthews et al., 2010; Adapala et al., 2013, 2016, 2020, 2021; Rahaman et al. 2014).
TRPV4 es un componente clave de osmosensibilidad en los reflejos de las vias
respiratorias; los activadores de TRPV4 y las soluciones hipoosmoticas producen la
despolarizacién de las neuronas sensitivas vagales y esta accion es inhibida por los

antagonistas de TRPV4 (Bonvini et al., 2016).

TRPV4 se expresa en las neuronas de los ganglios raquideos (Liedtke et al., 2000; Liedtke
y Friedman, 2003; Chen et al., 2014, 2013), nervios periféricos y corpusculos de Meissner,
y en queratinocitos (Delany et al., 2001; Giler et al., 2002, Alonso-Gonzalez et al., 2017).
También se expresa en condrocitos del cartilago articular donde responde a sefiales
osmoticas (Phan et al., 2009) y juega un papel central en la transduccion de sefiales
mecanicas para apoyar el mantenimiento de la matriz extracelular del cartilago y la salud
de las articulaciones. En el ojo de los vertebrados, TRPV4 estd implicado en la deteccién
mecanica de la presion intraocular y su regulacion (Ryskamp et al., 2016). TRPV4 también

se expresa en las paredes de los vasos sanguineos (Jawaid et al., 2022).

lgualmente se ha observado que TRPV4 desempefia un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis osmodtica celular mediante el cambio de volumen
regulatorio, es decir, la disminucién del volumen regulatorio en respuesta a la
hipotonicidad y el aumento del volumen regulatorio en respuesta a la hipertonicidad

(Arniges et al., 2004).

2.3.2.1.3. TRPMS8

TRPMS8 es preferentemente es un sensor de frio activado por temperaturas bajas (>10,
<28 °C), pero funciona como un canal iénico polimodal, estimulado por voltaje,
compuestos refrigerantes (mentol, icilina), presion e hiperosmolaridad (ver lzquierdo et
al., 2021). Se expresa en una subpoblacién de neuronas sensitivas primarias (Dhaka et al.,
2008) que inervan tejidos altamente sensibles al frio, como la piel, el epitelio de la cavidad
oral, los dientes, la mucosa nasal, la lengua y la cornea (Abe et al., 2005; Parra et al, 2010;
El Karim et al., 2011; Keh et al., 2011; Tawaza et al., 2017). También se ha detectado en

algunas neuronas del ganglio petroso (ver mas adelante).
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2.3.2.2. Canales iénicos mecanosensibles de la familia Piezo

PIEZO1 y PIEZO2 forman una clase uUnica de una familia de canales catidnicos no
selectivos, conservada filogenéticamente, que se activan por estimulos fisicos,
incluyendo presion, estiramiento y cizalladura (Delmas y Coste, 2013; Ranade et al.,
2014). Ambos canales generan corrientes de inactivacion rapida que convierten la fuerza
en respuestas celulares en una escala de tiempo de milisegundos. Las proteinas PIEZO
forman de parte de canales iénicos que se comportan como mecanosensibles y
mecanotransductores no solo en el sistema nervioso si no también en multiples sistemas
bioldgicos (Coste et al., 2010; Murthy et al., 2017; Wu et al., 2017; Jiang et al., 2021,
Delmas et al., 2022; Young et al., 2022).

Los canales ionicos de la familia PIEZO son los de mayor tamafio identificados hasta la
fecha; sus homodlogos y ortélogos se encuentran en plantas, eucariotas unicelulares e
invertebrados. Los canales Piezo son catidnicos no selectivos, y en humanos estan
formados por 2521 y 2752 aminodcidos para Piezol y Piezo2, respectivamente, con una
identidad del 42 % (Honore et al., 2015). Recientemente se han aclarado la estructura y
propiedades de sensibilidad mecanica de Piezol (Zhao et al., 2018) y Piezo2 (Taberner et
al., 2019; Wang et al., 2019). Piezo1 estd formado por tres subunidades con 16-18 hélices
de transmembrana mientras que Piezo2 es una proteina de con 17-19 hélices
transmembrana. Funcionalmente, Piezol es un sensor mas polimodal para las fuerzas
mecdanicas que detectan un mayor nimero de estimulos, mientras que Piezo2 esta mas
adaptado para detectar especificamente el tacto mecanico (Bagriantsev y Gracheva,

2014; Wu et al., 2017; Figura 2.5).

Por lo que respecta a su expresion, mientras que PIEZO1 lo hace ampliamente en tejidos
no neuronales expuestos a la presién y el flujo de liquidos, por ejemplo, rifiones, vejiga,
células endoteliales y células sanguineas, PIEZO2 se expresa predominantemente en
tejidos sensitivos, como ganglios raquideos, ganglio del trigémino y células de Merkel o
los axones de los corpusculos sensitivos cutaneos (Murthy et al., 2017; Wu et al., 2017,

Cobo et al., 2020). Es interesante destacar que las proteinas PIEZO se coexpresan en los
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ganglios nodoso y petroso, y estan involucrados en el reflejo barorreceptor (Zeng et al.,

2018; Min et al., 2019).

PIEZO1 humano

PIEZO2 humano

Figura 2.5.- Estructura de los canales mecanosensitivos Piezo1 y Piezo2 humanos. Modificado de Soattin et
al. Biophys Chem. 2016.

Por lo que se refiere a su fisiologia, las proteinas PIEZO intervienen en la deteccion tactil,
asi como en otros procesos bioldgicos asociados a la mecdnica, entre los que se
encuentran el desarrollo, migracion, proliferacion y el alargamiento celulares
(Bagriantsev et al., 2014; Wu et al., 2017). En estos tejidos se sospecha que, al menos
Piezol, participan en procesos bioldgicos asociados a la mecanica, como la deteccién de
la tension por cizallamiento en los vasos sanguineos, la regulacion del flujo de orinay la
distensidn vesical, el desarrollo celular, el volumen migracién celular, proliferacion y

elongacién.

Recientemente se ha descubierto otro canal idénico mecanosensible denominado
tentonina o TTN3/TMEM150C que puede ser activado por estimulos mecanicos en
sistemas heterdlogos (Hong et al., 2016). TTN3 tiene inactivacién lenta y, por lo tanto, se
clasifica como un canal ME de adaptacion lenta (SA). Estd presente en las neuronas de
los ganglios raquideos y en la fibras aferentes de los husos neuromusculares, asi como en
las neuronas de y en los terminales nerviosos aferentes, barorreceptores, del arco aértico
(Luetal., 2020). En las neuronas sensitivas primarias, los canales TTN3 median corrientes

internas de adaptacion lenta en respuesta a la estimulacién mecdnica, en contraste con

46


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8578708/#bib93
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8578708/#bib93
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8578708/#bib59
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26259784

lo que sucede PIEZO2, que media corrientes internas de adaptacion rapida. Sin embargo,
en su estudio Lu et al. (2020) observaron que la estimulacién mecdanica de los terminales
nerviosos aferentes del arco adrtico produce tres tipos de tipos de corrientes internas en
el ganglio nodoso: corrientes de adaptacién rapida, corrientes de adaptacion intermedia
y corrientes de adaptacién intermedia. Por tanto, TTN3 podria estar implicada en
procesos mecanosensoriales desconocidos incluidos los mediados por los
mecanorreceptores de bajo umbral. Por otro lado, TTN3 parecen estar relacionada
funcionalmente con PIEZO1 (Dubinetal., 2017), como con PIEZO2 (Parpaite et al., 2021).
Por todo ello, Gu y Berkowitz (2020) se plantean si TTN3 es redundante con otros canales
mecanicos previamente implicados en la barorrecepcién como ASIC2, ENa*C, TRPC5 y los

canales PIEZO.

2.3.3. Canales idnicos mecanosensibles en el seno y cuerpo carotideos

Como se expuso en las paginas precedentes existe una amplia variedad de canales idnicos
activados por estimulos mecdanicos. Pero determinar qué canal(es)/procesos celulares
son criticos para los barorreflejos centrales y periféricos aun no se ha aclarado

definitivamente.

Para ayudar a identificar los mecanosensores moleculares clave involucrados en los
barorreflejos periféricos y centrales, hay que tener en consideracion que la molécula
candidata debe cumplir dos criterios: tener propiedades conocidas de
mecanotransduccidon y expresarse en los nervios aferentes que inervan el arco aértico
y/o el seno carotideo. Algunos miembros de las superfamilias de canales degenerarina-

ENa*C, ASIC, TRP y PIEZO cumplen total o parcialmente estos criterios.

2.3.3.1. Seno carotideo

La base celular de la mecanobiologia del seno carotideo incluye contacto celular directo
con fuerzas de cizallamiento, cambios en el voltaje transmembrana y el estiramiento
mecanico. Entre los fendmenos fisicos que sirven como desencadenantes de la
mecanotransduccion en las células endoteliales, el mas importante es el flujo cortante,
definido como la fuerza creada cuando dos campos adyacentes de fluido viajan

adyacentes entre si a diferentes velocidades.
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En los vertebrados, PIEZO1 estd implicado en la funcién y el desarrollo endotelial asi como
la homeostasis cardiovascular (Li et al., 2014; Rode et al., 2017). PIEZO2, por su lado,
actla juntamente con PIEZO1 en el seno carotideo (Zeng et al., 2018). Recientemente se
ha demostrado un cuadro similar al sindrome de "fallo barorreceptor" en ratones knock-
out para ambos PIEZOs. Sin embargo, la eliminacion génica aislada de Piezol o Piezo2 no
afecta significativamente a la funcién barorrefleja. Ademas, los transcritos de Piezol y
Piezo2 se expresan en los ganglios nodoso y petroso que es donde se encuentran los
cuerpos celulares barorreceptores (Chang et al., 2015; Zeng et al., 2018). Estos datos
sugieren que las proteinas PIEZO pueden desempefiar un papel fisiologico en el
mantenimiento de la funcién barorreceptora y, en consecuencia, en la regulacion de los
cambios a corto plazo en la presién arterial. Es posible que PIEZO1 y PIEZO2 sean dos
tipos diferentes de aferencias barorreceptoras que muestran diferencias sutiles en las
propiedades de respuesta, como el umbral de respuesta, la cinética de respuesta o la tasa
de adaptacién. Esta hipdtesis estan en consonancia con los estudios electrofisiologicos
gue han demostrado la existencia de neuronas barorreceptoras con diferentes
propiedades de respuesta y velocidades de conduccion (Fidone y Sato, 1969; Kumada et

al., 1990).

En el mismo orden de cosas, un trabajo muy detallado de Min et al. (2019) ha demostrado
gue la ablacion de PIEZO2 de las neuronas vagales y del glosofaringeo elimina los efectos
del reflejo barorreceptor y del nervio depresor adrtico sobre la presidon arterial y la
frecuencia cardiaca. El mapeo genético revela que las neuronas PIEZO2 forman una
estructura mecanosensorial distintiva: “garras macroscépicas” que rodean el arco adrtico
y emiten finas terminaciones terminales. Otras neuronas que también inervan las
paredes arteriales y forman terminales en “ramos de flor” no participan en la
barorrecepcion (Figura 2.6). En conjunto, estos hallazgos proporcionan informacién
estructural sobre como se detecta la presidn arterial en la pared del seno adrtico, pero

no informar sobre el seno carotideo.
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Figura 2.6.- Esquema de disposicion de los terminales nerviosos PIEZO2 positivos en las paredes del arco
aortico de rata. Modificado de Min et al. Cell Rep. 2019.

Ademds de lo apuntado, los canales Piezo desempefian un importante papel
mecanosensorial en el sistema cardiovascular. Wang et al. (2016) realizaron el
descubrimiento seminal al demostrar que Piezol es un componente necesario del
complejo mecanosensible en las células endoteliales involucradas en la regulacion del
tono vascular y la presion arterial al iniciar la liberacion endotelial de ATP en respuesta al

estrés producido por la sangre.

A pesar de las evidencias sefialadas y si bien los canales Piezo son los mejores candidatos
a mecanosensores en el seno carotideo, su expresion en el seno carotideo es baja y por
ello se ha propuesto que los canales Piezo se limitan a desempefiar un papel accesorio

para el funcionamiento de otros canales (Stocker et al., 2019).

Para los fines de este trabajo es importante destacar que PIEZO1 se expresa de manera
prominente en el sistema cardiovascular (Retailleau et al., 2015; Wang et al., 2016), y
PIEZO2 es abundante en varias poblaciones de neuronas sensoriales, incluidas las del

ganglio petroso (Ranade et al., 2014; Woo et al., 2015; Nonomura et al., 2017).

2.3.3.2. Cuerpo carotideo
Hasta donde conocemos no se ha demostrado la presencia de proteinas PIEZO en el

cuerpo carotideo. Sin embargo, tanto PIEZO1 como PIEZO2 se expresan en las neuronas
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sensitivas primarias del ganglio petroso (Chang et al., 2015; Zeng et al., 2018; Min et al.,
2019).

Por otro lado, aunque aun no se ha establecido su relevancia para la generacion de
actividad quimiosensorial del cuerpo carotideo (Kim et al., 2015), algunos canales idnicos
de la familia TRPC candnica (TRPC), han sido detectados tanto las células glémicas de tipo
| (TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6 y TRPC7) como en las neuronas del ganglio petroso
(TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6 y TRPC7 (Buniel et al., 2003; Shirahata et al., 2015; Gao et

al., 2017). Y algunos de ellos, especialmente TRPC6 tiene propiedades mecanosensibles.

Ademds, mediante hibridacion in situ se ha observado que las neuronas del ganglio
petroso expresan canales de la familia de la melastina (TRPCM): TRPM3, TRMP6, TRPM?7,
TRPMS; de la familia anquirina (TRPA): TRPA1; y vanilloide (TRPV): TRPV1 (Hondoh et al.,
2010; Sato et al.,, 2013; Shirahata et al., 2015; Hossain et al., 2018). También se han
descrito transcritos de TRPM3, TRPM4, TRPM6 y TRPM7 en el cuerpo carotideo (Hondoh
et al., 2010; Shirahata et al., 2015).

De todo lo expuesto en las paginas de este capitulo, se extraen varias conclusiones que

dejan numerosos interrogantes:

1) que no existen datos en sobre la presencia de proteinas potencialmente
mecanosensibles mi en las paredes del seno carotideo humano ni en los barorreceptores

gue lo inervan;

2) que los datos experimentales disponibles se centran en el seno adrtico y no existen

referencias ni al seno carotideo ni al cuerpo carotideo;

3) que no se ha explorado la presencia de proteinas mecanosensoras en el cuerpo
carotideo, aunque algunas con potencial mecanosensiblidad se han detectado en las

células gldomicas;
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4) que en las neuronas sensitivas del ganglio petroso (que prestan inervacion aferente
tanto al cuerpo como al seno carotideos) se expresan numerosas proteinas
mecanosensibles y se puede hipotetizar que también lo hagan en sus extremos

terminales aferentes.

Este trabajo de tesis doctoral se disefid inicialmente para estudiar fundamentalmente la
mecanosensibilidad de los vasos arteriales cerebrales. Sin embargo, la dificultad en la
obtencion de material en condiciones idoneas hizo que se limitara el estudio a la region
de origen de la arteria cardtida interna. Pero en Ultima instancia, son el seno y el cuerpo

carotideos los que regular la circulacién cerebral.
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3 . Hipdtesis y objetivos
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Hipotesis

Los canales idnicos mecanosensibles de la familia PIEZO (PIEZO1 y PIEZO2), y algunos
miembros de superfamilia TRP (transient receptor potential channels) con capacidad de
detectar estimulos mecanicos (TRPA1, TRPC6, TRPMS&, TRPV1 y TRPV4) intervienen en
deteccidn de las variaciones de la presion arterial, tanto en el seno como en el cuerpo
carotideo vy, por tanto, deben de expresarse en las células de esos érganos y/o en los

nervios que los suplen.

Objetivos

El objetivo general es contribuir a conocimiento de los mecanismos por los cuales el seno

y el cuerpo carotideos humanos detecta las variaciones en presion arterial.
Como objetivos especificos se han propuesto los siguientes:

1.- Estudiar la distribucién de las mecanoproteinas PIEZO1 y PIEZO2 en el seno carotideo
y en el cuerpo carotideo.

2.- Estudiar la distribucion de las proteinas mecanosensibles (TRPA1, TRPC6, TRPMS,
TRPV1y TRPV4) de la superfamilia TRP en el seno carotideo y en el cuerpo carotideo.

3.- Estudiar la distribucion de las mecanoproteinas PIEZO1 y PIEZO, y de las proteinas
mecanosensibles (TRPA1, TRPC6, TRPMS, TRPV1 y TRPV4) en el ganglio petroso y en
el ganglio simpatico cervical superior humanos, que es donde se localizan los somas

aferentes y eferentes, respectivamente, que inervan el seno y el cuerpo carotideos.
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4 . Material y técnicas
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4, Material y técnicas

4.1. Material

El estudio se realizd sobre piezas anatémicas que contenian la bifurcacion de la arteria
carotida comun (tramo final de la arteria carétida comun y los segmentos iniciales de las
arterias carodtidas interna y externa) y el cuerpo carotideo. El material, procedia de 8
donantes multiorganicos (5 hombres y 3 mujeres), con edades comprendidas entre los
38 y 68 afios, fallecidos en accidentes de trafico (Hospital Universitario Central de
Asturias). Ademas, se incluyeron en el estudio el ganglio petroso (n = 6) y el ganglio
simpatico cervical superior (n = 4) de los mismos sujetos. El material se obtuvo de
conformidad con la Legislacion espafiola (RD 1301/2006; Ley 14/2007; RD 1716/2011;
Orden ECC/1404/2013) y las directrices de la Declaracién de Helsinki II.

Las muestras de tejido se lavaron en solucion salina a 4°C, se fijaron en formaldehido al
10 % en PBS 0,1 M, pH 7,4 durante 24 h a 4° C, se deshidrataron y se incluyeron de forma
rutinaria en parafina. En el momento del uso, los bloques de parafina se cortaron en
secciones seriadas de 10 um de espesor y se montaron sobre portaobjetos gelatinizados.
Todo el material se encuentra depositado en el biobanco del grupo de investigacion
SINPOS de la Universidad de Oviedo (Registro Nacional de Biobancos, Seccidon

colecciones, Ref. C-0001627).

4.2. Técnicas

4.2.1. Estudio estructural

Como control de la estructura del seno y cuerpo carotideos se seleccionaron
aleatoriamente 5 secciones por pieza, desparafinizadas y rehidratadas en una bateria de
xilol y etanoles de gradacién descendente hasta el agua, se tifieron con hematoxilina-
eosina y tricromico de Masson. A continuacion, las secciones se lavaron en agua, se
deshidrataron en una bateria de etanoles de concentracién creciente, se diafanizaron en
xilol y se montaron con Entellan®. Las preparaciones se fotografiaron en un microscopio

Optico Nikon Eclipse 80i acoplado a una cdmara Nokia DS-5M.
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4.2.2. Inmunohistoquimica simple: método PAP

Para detectar la expresién de proteinas PIEZO, TRPA1, TRPC6, TRPMS8, TRPV1 y TRPV4 en
las paredes del seno carotideo (especialmente los nervios que lo suplen) y en cuerpo
carotideo se utilizdé el método de inmunohistoquimica indirecta peroxidasa-
antiperoxidasa. Las secciones se desparafinaron y rehidrataron en una bateria de xilol-
etanoles de gradacion creciente (desde 70° a 100°)-agua y se lavaron en tampdn HCl Tris
0,05 M (pH 7,5) que contenia albumina de suero bovino al 0,1 %y Tritén X-100 al 0,1 %.
A continuacién, se bloguearon la actividad de la peroxidasa endégena (H20; al 5%

durante 15 min) y las uniones inespecificas (suero bovino fetal al 10 % durante 30 min).

Tabla 4.1 — Anticuerpos primarios utilizados en el estudio

Antigeno Especie Dilucion Obtenido de

PIEZO1 Conejo 1:200 Alomone?

PIEZO2 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich?
TRPAL Conejo 1:100 Ab Serotec®

TRPC6 Conejo 1:100 Novus Biologicals Inc*
TRPMS8 Conejo 1:200 Abcam®

TRPV1 Conejo 1:200 Gentaur Europe BVBA®
TRPV4 Conejo 1:200 Abcam?

NSE (clone Raton 1:500 Dako®
BBS/NC/VI-H14)

NFP (clone 2F11) Raton 1:200 Roche’

Sinaptofisina (clone | Ratdn Prediluido Leica Biosystems?®
27G12)

S100 P Raton 1:500 Dako®

Yerusalem, Israel; 2Saint Louis, MS, USA; 30xford, UK; “Littleton, CO, USA; °Brussels, Belgium;
5Glostrup, Denmark; "Viena, Austria; 8Madrid, Spain

PIEZO1: Anticuerpo policlonal desarrollado contra un péptido sintético (C)EDLKPQHRRHISIR,
correspondiente a los aminoacidos 1863-1876 del PIEZO1 de rata.

PIEZO2: Anticuerpo policlonal desarrollado contra un péptido sintético del PIEZO2 humano con
la secuencia: VFGFWAFGKHSAAADITSSLSEDQVPGPFLVMVLIQFGT MVVD RALYLRK

TRPA1: contra el TRPAL humano.

TRPC6: contra un péptido sintético de 14 aminodcidos procedente del extremo C-terminal del
TRPC6 humano.

TRPMS: contra un péptido sintético parte del TRPM8 humano conjugado con una proteina
transportadora inmunogénica.

TRPV1: contra los residuos 4-21 del extremo amino terminal de TRPV1 de rata.

TRPVA4: contra un péptido sintético derivado del N-terminal citoplasmatico de TRPV4 conjugado
con una proteina transportadora inmunogénica.
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A continuacion, se incubaron las secciones durante toda la noche (aproximadamente 12
h) en una cdmara humeda a 4° C con los anticuerpos primarios (ver Tabla 4.1). Los
anticuerpos se diluyeron en una solucién de tampdn Tris-HCI (0,05 M, pH 7,5) que

contenia albumina sérica bovina al 0,1 %, suero bovino al 0,2 %y Tritén X-100 al 0,1 %.

Tras de la incubacién con los anticuerpos primarios, las secciones se lavaron en el mismo
tampon Tris-HCl y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con IgG
anti-ratén o 1gG anti-conejo unidos a un polimero-HR marcado del kit Dako EnVision
System (DakoCytomation, Dinamarca). Finalmente, las secciones se lavaron en tampon y

se visualizo la inmunorreaccién utilizando 3-3'-diaminobencidina como cromégeno.

Como controles de la especificidad de la inmunorreaccidn, se procesaron secciones
representativas de forma idéntica a la indicada sustituyendo los anticuerpos primarios
por sueros de conejo o ratén no inmunes, u omitiendo los anticuerpos primarios en la
incubacion. Para visualizar los detalles estructurales, las secciones se contrastaron

ligeramente con hematoxilina de Mayer.

4.2.3. Inmunofluorescencia con microscopia confocal

Secciones de 10 um de espesor que contenian el seno y el cuerpo carotideo se
procesaron para la deteccién simultanea de PIEZO1, PIEZO2, TRPMS8, TRPV1 y TRPV4 con
proteinas especificas para el marcaje de lo axones (enolasa neurona especifica -NSE-,
proteinas de los neurofilamentos -NFP-), células de Schwann y células glémicas de tipo Il
(proteina S100; S100P) y vesiculas de neurotransmisores de las células glémicas de tipo |
(sinaptofisina; Syn) (Vega et al.,, 2009; Garcia-Mesa et al.,, 2022). Las uniones no
especificas se redujeron mediante incubacién de las secciones una soluciéon de suero
bovino de ternera al 25%, en soluciéon tampdn tris (TBS) durante 30 min. Posteriormente
las secciones se incubaron con una mezcla 1:1 v/v de anticuerpo policlonal contra PIEZO1,
PIEZO2, TRPMS8, TRPV1 y TRPV4 y anticuerpos monoclonales contra NSE, NFP, Syn y
S100P, en una camara humeda durante la noche a 4 °C. Después los cortes se lavaron con
TBS y se incubaron durante una hora con IgG anti-conejo bovino conjugado con CFL488
(diluido 1:200 en TBS; sc-362260, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Alemania) y

luego, tras lavado en tampdn, se incubaron otra vez durante otra hora con anticuerpo
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anti-ratéon de burro conjugado con CyTM3 (diluido 1:100 en TBS; Jackson-
ImmunoResearch, Baltimore, MD, EE. UU.). Ambos pasos se realizaron en camara
humeda oscura a temperatura ambiente. Las secciones finalmente se lavaron y los

nucleos celulares se marcaron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 10 ng/mL).

Se omitid la realizacion de doble inmunofluorescencia para TRPA1 y TRPC6 porgue no se

obtuvieron resultados positivos en el estudio de inmunohistoquimica.

La triple fluorescencia se detectd utilizando un microscopio de fluorescencia automatico
Leica DMR-XA (Microscopia fotdnica y Proceso de imagen, Servicios cientifico-técnicos,
Universidad de Oviedo) junto con un software Leica Confocal (versién 2.5; Leica
Microsystems, Heidelberg GmbH, Alemania), y las imdgenes capturadas se procesaron
con el software Image J (versiéon 1.43 g; Master Biophotonics Facility, Mac Master

University Ontario; www.macbiophotonics.ca, acceso el 11 de enero de 2021).

Como controles de especificidad de inmunorreaccion se utilizaron secciones
representativas procesadas de la misma manera usando sueros de conejo o ratén no
inmunes en lugar de anticuerpos primarios u omitiendo los anticuerpos primarios

durante la incubacién. En estas condiciones, no se observd inmunotincién positiva.

4.2.4. Andlisis cuantitativo

Para evaluar la densidad de perfiles nerviosos y/o formaciones nerviosas sensitivas en el
seno carotideo, y de células gldmicas en el cuerpo carotideo, que expresan las proteinas
PIEZO1 y PIEZO2, se evaluaron 10 campos por seccién en 5 secciones por proteina. El
estudio cuantitativo se disefid para determinar el porcentaje de tejido que mostraba
inmunorreaccién para las proteinas PIEZO y el porcentaje de la mergencia de cada
proteina PIEZO con los marcadores de células glémicas y de marcadores axonicos o
gliales. La evaluacion fue llevada a cabo por dos observadores independientes utilizando
un objetivo de 40x, y un ocular 10x. utilizando un sistema automatico de andlisis de

imdagenes (Quantimet 550, Leika, QWIN Program).
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Ademas, se realizé un analisis cuantitativo de imagenes en el ganglio petroso y en el
ganglio simpatico cervical superior procesados para la deteccion de las distintas
subunidades ASIC utilizando un sistema automatico de analisis de imdgenes (Quantimet
550, Leika, QWIN Program). Se evalud el porcentaje y el tamafio (didmetro medio en um)
de las neuronas inmunorreactivas para cada una de ellas. Las mediciones se realizaron en
3 secciones por muestra, separadas 200 um entre ellas, para evitar medir la misma
neurona dos veces, evaluando cinco campos seleccionados aleatoriamente por seccion
(2,5 mm?). Para la evaluacién del tamafio del cuerpo celular solo se consideraron los
perfiles neuronales con nucleos aparentes, y las neuronas se dividieron en 3 clases de
tamafio: £ 20 um de diametro consideradas como neuronas pequefias, 21-50 um
consideradas como neuronas intermedias y > 50 um consideradas como neuronas

grandes.
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5. Resultados

5.1. Estructura y tipificacién celular en el cuerpo y seno carotideos

El seno carotideo tiene una estructura arterial tipica con sus pareces formadas por tres
capas: endotelio, capa muscular y adventicia. Con relacién a las paredes de las arterias
carétidas interna y externa, sin embargo, son mucho mas delgadas. La nuestra
observaciones son idénticas a las de la totalidad de los autores y no se insistird mas en el

tema (datos no mostrados).

Por su lado, el cuerpo carotideo esta formado por grupos de células tipo | y esta
circundadas por células de tipo Il (Figura 5.1). Entre los glomoides hay tabiques de tejido
conecto que contienen vasos y nervios. Teniendo en cuenta que este trabajo de tesis
doctoral se centra en el andlisis del posible potencial mecanoceptor de las células de tipo

| se evitard en todo momento denominarlas quimiorreceptoras.

Figura 5.1. Deteccién y localizacién con inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de
S100P (fluorescencia verde) y NSE de las células glémicas de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo
carotideo humano. La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

5.2. Inervacion del seno y del cuerpo carotideo

El seno carotideo esta inervado por las terminaciones aferentes de las neuronas que
tienen su cuerpo en el ganglio petroso (ver mas adelante). Las terminaciones aferentes
de estas, en la adventicia del seno carotideo, terminan formando distintos morfotipos de

formaciones nerviosas sensitivas, que en algunos casos pueden identificarse como
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corpusculos sensitivos de tipo Pacini (Figura 5.2). también se han identificado

terminaciones nerviosas libres y arboriformes.

O 1 4
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Figura 5.2. Deteccion inmunohistoquimica de S100P en la adventicia del seno carotideo humano. En ambos
casos se observan terminaciones nerviosas libres y corpusculo Pacini-like.

Con cardcter general no se han observado perfiles de fibras nerviosas en la capa muscular

(Figura 5.3).
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Figura 5.3. Deteccién inmunohistoquimica de S100P en la adventicia del seno carotideo humano. En ambos
casos se observan terminaciones nerviosas en la adventicia vascular.
5.3. Expresion de canales mecanosensibles en el seno carotideo: nervios y

paredes de los vasos carotideos
No se detectd inmunorreaccidn positiva para TRPMS8, mientras que el restos de los
antigenos investigaron se detectaron en formaciones nerviosas de distintas morfologias

en el aparato nervioso del seno carotideo.
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La inmunorreaccion para PIEZO1 se localizé en células musculares de las paredes de las
arterias cardtidas (Figura 5.4a) y en los perfiles de nervios y formaciones nerviosas
sensitivas de la pared de esta arteria. En la adventicia del seno carotideo PIEZO1 se
detectd exclusivamente en terminaciones nerviosas arborescentes muy finas,

terminaciones nerviosas libres y en fibras nerviosas aisladas perivasculares, pero no en la

pared del seno (Figura 5.4c-h)
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Figura 5.4. Deteccion inmunohistoquimica de PIEZO1 en la capa muscular y la adventicia de la carétida
interna (a-b) y la adventicia del seno carotideo.

v S /;,}% W
e o Al ~
i B e ) e, S
! i ST -Q;‘;' : ol "?"’f y g
g, . ‘ﬁ?"‘ » E s N\
a '“‘b‘-' . b - S M, " C' ( LA ‘ >,
s b e
! - ” o \ Pl o Ny
’ sah s s " . | 7 e "
4 i e L
’ = ot " .‘- | —a‘i/t' ¥ ‘é.
; = "!)‘:;" 7S 1’ : !;m g
y . - | ‘ .oy
Pas / ¥ et { -’f g v S
, ¥ 3 | = g
d 'e 7 - » | f S “i..),. e = '
—
- agew” |
.“#' - yf' ¢ | #“ ":'.:, o
» . ".I v.-. | -
P g { put®
g h = ' i

Figura 5.5. Deteccién inmunohistoquimica de PIEZO2 en la capa muscular y la adventicia de las arterias
carotidas (d-i) y la adventicia del seno carotideo (a-c).

Por lo que respecta a la PIEZO2, se ha observado inmunorreaccion positiva en las paredes

del seno carotideo formando estructuras muy semejantes a las terminaciones en flor,
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arboriformes y corpusculos de Ruffini-like (Figura 5.5a-c) Aparentemente la densidad de
este tipo de estructura sensitivas fue muy similar en todos los sujetos estudiados sin

variaciones que puedan relacionarse con la edad.

Ademds, en la capa muscular de las arterias caroétidas interna (Figura 5.5d-f) y externa
(Figura 5.5g-i) se han detectado formaciones nerviosas sensitivas de tipo Ruffini-like asi

como fibras nerviosas aisladas con una intensa inmunorreacciéon para esta

mecanoproteina.
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Figura 5.6. Deteccién inmunohistoquimica de TRPV1 (a-d) y TRPV4 (e-h) en la adventicia del seno carotideo
humano.

En cuanto a los caneles de la familia TRP vanilloide, la inmunorreaccién fue débil pero
especifica tanto para TRPV1 (Figura 5.6a-d) como para TRPV4 (Figura 5.6e-h), En el primer
caso se trataba de perfiles nerviosos muy finos que ocasionalmente formaban
estructuras paciniformes o laminares simples. Las imdagenes de los perfiles nervosos
inmunorreactivos para TRPV4 eran delicadas fibras nerviosas aisladas y terminaciones en

flor y arboriformes.

En conjunto las formaciones nerviosas sensitivas que expresan las mecanoproteinas
PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 y TRPV4 son equiparables a las descritas por otros autores en las
paredes del seno carotideo de diferentes especies animales por lo que puede afirmarse
qgue los barorreceptores carotideos humanos pueden realizar la mecanotransduccién

mediante esas mecanoproteinas.
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5.4. Expresién de canales mecanosensibles en el cuerpo carotideo

5.4.1. Canal PIEZO1

En las secciones del cuerpo carotideo procesadas para la deteccion simultdnea de PIEZO1
y un marcador de fibras nerviosas, se observo en todos los casos una inmunorreaccion
muy débil en células no identificables morfolégicamente pero que aparentemente son
grupo ce células de tipo Il. En ningln caso se detectd la presencia de PIEZO1 en los

terminales nerviosos del interior del cuerpo carotideo (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Deteccion y localizacién inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de PIEZO1
(fluorescencia verde) y NFP en los nervios del glomus (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

Figura 5.8. Deteccion y localizaciéon inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de PIEZO1
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.
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Tampoco fue abundante la expresion de PIEZO1 por parte de las células tipo | del glomus
caroticum. En la mayoria de las secciones no se detectd co-localizacién de PIEZO1 con
NSE (Figuras 5.8 y 5.9) aunque ocasionalmente células aisladas de algunos clusters fueron

inmunorreactivas (Figura 5.8d y h).
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d

Figura 5.9. Deteccion y localizacién inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de PIEZO1
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

El drea ocupada por la inmunorreaccién especifica para PIEZO1 fue del 1,1 £ 0,9% del

total de la seccidn, y el area ocupada por la emergencia tanto de células glémicas como

de nervios fue del 1,0 + 0,9% del total de la seccién (Tabla 5.1).

5.4.2. Canal PIEZO2

Tampoco el canal iénico PIEZO2 se expresa de una forma potente en el seno carotideo,
al menos en las células de tipo |. Para esta proteina se han observado dos patrones de
localizacion dentro incluso del mismo érgano: en algunos glomérulos PIEZO2 tenia una
localizacion predominante en las células gliales (Figura 5.10a-d, Figura 5.11 y Figura 5.12)
mientras que otros carecian practicamente de expresion. Pero, ademas, también se ha
observado co-localizacion de PIEZO2 con NFP dando a significar que se localiza en las
fibras nerviosas (Figura 5.10) y en una subpoblacion muy escasa de células gldmicas de

tipo | (Figura 5.11h).
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Figura 5.10. Deteccion y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de PIEZO2
(fluorescencia verde) y NFP en los nervios del glomus (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

40um

Figura 5.11. Deteccion y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de PIEZO2
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

El area ocupada por la inmunorreaccion especifica para el PIEZO2 fue del 58,1 + 5,7% del
total de la seccidn, y el drea ocupada por la emergencia tanto de células glémicas como

de nervios fue del 8,4 + 2,2% del total de la seccién (Tabla 5.1).

Por tanto, puede afirmarse que las mecano proteinas PIEZO1 y PIEZO2 se expresan de
una forma irregular en el cuerpo carotideo. Mientras PIEZO1 no se expresa en los nervios
y practicamente tampoco en las células de tipo |, PIEZO2 se detecta en nervios, una

subpoblaciones de células tipo | y en las células de tipo Il.

73



20pum

d >

Figura 5.12. Deteccion y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de PIEZO2
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

5.4.3. Canal TRPMS8

Aunque el canal TRPM8 se asocia preferentemente a la deteccion del frio, existen
evidencias de que puede comportarse como mecanoceptor y esta presente en una
subpoblacion neuronal en el ganglio petroso cuyas neuronas proyectan al cuerpo

carotideo.

Figura 5.13.- Deteccién y localizaciéon inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPMS8
(fluorescencia verde) y NFP en los nervios del glomus (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.
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El patron de distribucion de la inmunorreaccion sugiere que esta proteina se localiza
tanto en las células de tipo | como en las de tipo Il. Los analisis de co-localizacién con
marcadores de fibras nerviosas muestran que TRPMS8 estd presente en las fibras
nerviosas localizadas en las partes mas periféricas del cuerpo carotideo, pero no se
aprecian en la parte central de los glomoides en contacto con las células tipo | o tipo Il

(Figura 5.13).
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Figura 5.14. Deteccidn y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPM8
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

Figura 5.15. Deteccidn y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPM8
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.
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Ademds, TRPMS8 se detecta de manera inequivoca en una subpoblacion de células de tipo

[, aunque es aparentemente mas prominente en las de tipo Il (Figuras 5.14 y 5.15).

El drea ocupada por la inmunorreaccion especifica para TRPMS8 fue del 71,3 + 8,1% del
total de la seccidn, y el drea ocupada por la emergencia tanto de células glémicas como

de nervios fue del 37,7 £ 5,9% del total de la seccién (Tabla 5.1).

5.4.4. Canal TRV1

El patrén de distribucion de la inmunorreaccion para TRPV1 es consistente con el marcaje
de nervios y de células glémicas. La mayoria de las fibras nerviosas del cuerpo carotideo

expresan inmunorreaccion para este canal idnico (Figura 5.16).
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Figura 5.16.- Deteccion y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPV1
(fluorescencia verde) y NFP en los nervios del glomus (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.
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Figura 5.17. Deteccidn y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPV1
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.
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Ilgualmente se ha observado inmunorreaccion para esta proteinas en una subpoblacién
de células de tipo I, aunque son las células de tipo Il las que muestran una

inmunorreaccion mas intensa (Figura 5.17).

El drea ocupada por la inmunorreaccién especifica para TRPV1 fue del 62,3 + 7,6% del
total de la secciodn, y el drea ocupada por la emergencia tanto de células glomicas como

de nervios fue del 24,7 + 8,1% del total de la seccion (Tabla 5.1).

5.4.5. Canal TRPV4
El otro canal de la familia TRP vanilloide estudiado fie TRPV4. Esta proteina se detectd
en las fibras nerviosas situadas tanto en la parte externa como interna de los clusters de

células glémicas (Figura 5.18).
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Figura 5.18.- Deteccion y localizacién inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPV4
(fluorescencia verde) y NFP en los nervios del glomus (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.
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Figura 5.19.- Deteccion y localizacion inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPV4
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

Figura 5.20.- Deteccion y localizacién inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPV4

(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

Pero, sobre todo, mostré una expresion muy marcada en las células glomicas tanto de
tipo | como de tipo Il. En tolas las secciones estudiadas se detectd una expresion clara en
las células de tipo | identificadas por su inmunorreaccion para NSE, ademas de en perfiles

nervioso también identificables con esta proteina (Figuras 5.19 a 5.21).
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El drea ocupada por la inmunorreaccion especifica para TRPV4 fue del 61,1 + 5,6% del
total de la secciodn, y el drea ocupada por la emergencia tanto de células gldmicas como

de nervios fue del 42,8 + 7,1% del total de la seccion (Tabla 5.1).

40um

Figura 5.21.- Deteccion y localizaciéon inmunofluorescencia asociada a microscopia laser confocal de TRPV4
(fluorescencia verde) y NSE en las células de tipo | (fluorescencia verde) en el cuerpo carotideo humano.
La fluorescencia azul corresponde con los nucleos celulares marcados con DAPI.

Tabla 5.- % de area inmunorreactiva para las proteinas estudiadas y % de area de mergencia con los
marcadores nerviosos y de las células de tipo I.

| PpIEzO1 PIEZO2 TRPMS TRPV1 TRPV4

Area total 1,1+0,9 58,1+5,7 71,3+8,1 62,3+ 7,6% 61,1+5,6
(fluorescencia

verde) %

Area de 10,9 841272 37,7+5,9 24,7+8,1 428+7,1

emergencia %

5.4. Expresién de canales mecanosensibles en ganglio petroso y ganglio

simpatico cervical superior

Teniendo en cuenta que las neuronas del ganglio petroso son las responsables de la
inervacion aferente del seno carotideo y del cuerpo carotideo, se realizé un estudio
paralelo en estas formaciones. Ademas, se investigd su presencia en las neuronas del

ganglio simpatico cervical superior.

En el ganglio petroso se detecto inmunorreaccion para PIEZO1, PIEZO2, TRPMS, TRPV1y

TRPV4 aunque el porcentaje de neuronas marcadas en cada unos de los subtipos de
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tamafios preestablecidos fue diferente para cada una de ellas. No obstante, muchas de
ellas se encontraban dentro del rango de tamafios de las neuronas consideradas como
mecanorreceptoras, es decir, neuronas intermedias (30-50 um de didmetro) y neuronas
grandes (> 50 um de didmetro). En cuanto al ganglio simpatico cervical superior, se
detecto inmunorreaccion en la mayoria de los somas neuronales para PIEZO1, PIEZO?2,
TRPV1y TRPV4, y en menor proporciéon para TRPMS8 (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Porcentajes de neurona que expresan las subunidades ASIC en el ganglio petroso y en el
ganglio cervical superior

[ | PIEZO1 PIEZO2 TRPMS TRPV1 TRPV4

Ganglio 23% 86% 12% 44% 88%

petroso NP 19% NP 16% NP 31% NP 80% NP 14%
NI 22% NI 81% NI 26% NI 21% NI 80%
NG 8% NG 100% NG 14% NG 100% NG 100%

GSCS 71% 96% 63% 84% 93%

80



6 » Discusion

81



82



6. Discusion

6.1. Consideraciones generales

El presente trabajo de Tesis Doctoral se disefid para dar contribuir al conocimiento de los
mecanismos moleculares mediante los cuales el seno carotideo humano detecta las
variaciones de presidn, y para investigar si el cuerpo carotideo, considerado actualmente
como un organo multisensorial, expresa canales mecanosensibles. La funcidn
mecanosensora del seno carotideo es bien conocida desde comienzos del siglo pasado
(Nguyen et al.,, 2008; Munster et al., 2016; Andani y Khan, 2020) aunque solo en los
ultimos cinco afios comienzan a conocerse los mecanismos moleculares de la
mecanotransduccion en los barorreceptores (Zeng et al., 2018; Min et al., 2019) y en
estos procesos estan implicadas algunas mecanoproteinas, especialmente PIEZO1 vy
PIEZO2, pero también otras potenciales como ASIC2 (ver Chen et al., 2018) y tentonina

(Hong et al., 2016, Lu et al., 2020).

Por su lado, el cuerpo carotideo es considerado clasicamente como un 6rgano capaz de
detectar los niveles arteriales de arteriales de oxigeno y diéxido de carbono (lturriaga,
2018; Ortega-Saenzy Lopez-Barneo, 2020; Iturriaga et al., 2021), pero también la acidosis
(Levin y Buck, 2015). En esta ultima funcién nuestro grupo de trabajo ha detectado muy
recientemente la existencia de todas las subunidades de los canales ASIC en las fibras
nerviosas aferentes y eferentes que lo suplen, asi como en una subpoblaciones de células

glémicas de tipo |, quimiorreceptoras (Martinez-Barbero et al., 2023).

En las paginas que siguen se discutirdn los resultados especificos relacionados con los
objetivos. Previamente, es necesario hacer una serie de consideraciones, de caracter

técnico principalmente.

Las piezas del seno y cuerpo carotideos estudiadas procedian de autopsias de pacientes
fallecidos en accidentes de trafico, pero se desconocen patologias que pudieran padecer
y que pudieran alterar la estructura y patréon de expresion de las proteinas investigadas
en este trabajo. Cambios en el cuerpo carotideo se han descrito en la hipertensién
(lturriaga et al., 2017; Felippe et al, 2023), insuficiencia cardiaca-respiratoria (Schultz et
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al., 2013, 2015) o metabolopatias (Conde et al., 2018; Sacramento et al., 2020) vy
sindromes que asocian sintomas y signos de todas esas patologias como la apnea
obstructiva del suefio (Prabhakar et al., 2020, 2023; Iturriaga et al., 2021). Por otro lado,
el rango de edad de los sujetos de los que procedian las piezas estudiadas era bastante
amplio (38 y 68 afios) y se han descrito en el cambios edad-dependientes y, sobre todo
relacionados con el envejecimiento (Di Giulio, 2018; Di Giulio et al., 2023). Por tanto, es
posible que todos estos factores relacionados con el material hayan podido modificar los
resultados. Sin embargo, no los consideramos de importancia en nuestro caso ya que no

se apreciaron variaciones entre los grupos de edad ni con el sexo de los sujetos.

Debemos comentar igualmente que los resultados para los canales idnicos TRPA1 vy
TRPC6 originalmente incluidos en el estudio fueron siempre negativos, tanto en los
organos periféricos como en los ganglios petroso y simpatico cervical superior. Ya que
ambos han sido detectados previamente en ellos, en ganglios murinos, es posible que la
discrepancia en los resultados se deba a problemas técnicos de pérdida de antigenicidad

o a diferencias especie-especificas.

6.2. Discusion de los resultados

Los barorreceptores son sensores de presion en neuronas especializadas que detectan
especificamente el estiramiento dentro de las paredes arteriales, que ocurre cuando
aumenta la presién arterial. Cuando los barorreceptores se estiran, transmiten sefiales
aferentes (sensoriales) al nlcleo tractus solitarii en la médula. Estas sefiales inhiben el
flujo de salida simpatico y aumentan la salida parasimpatica especificamente al corazén,
lo que desencadena la vasodilatacion y reduce la PA al disminuir tanto la frecuencia
cardiaca como la contractilidad cardiaca. Por el contrario, la hipotension subita disminuye
la activacion de las neuronas barosensantes dentro del seno carotideo, lo que conduce a
un aumento del flujo de salida simpatico, la retirada parasimpatica y elevaciones de la
presion arterial. Se encuentran localizados en el seno carotideo y el arco adrtico, y en
mucha menor medida en las paredes de algunas arterias de gran calibre de la cavidad

toracica.
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A pesar de décadas de investigacién, la identidad molecular precisa del barorreceptor ha
permanecido esquiva. La teoria mdas popular es que los barorreceptores son canales
idnicos ubicados en las terminales nerviosas dentro de las estructuras arteriales; sin
embargo, ninguno de los canales examinados ha explicado por completo la
mecanodeteccion de barorreceptores. Hasta donde nosotros conocemos no existen
datos sobre la presencia de mecanoproteinas en los terminales de los barorreceptores
del seno carotideo humano. Los datos disponibles se centran en el seno carotideo sobre
las proteinas PIEZO1 y PIEZO2

(Wang et al., 2016; Zeng et al., 2018; Min et al., 2019) y la tentonina (Lu et al., 2020).
Nuestros hallazgos ponen de manifiesto que también las mecanoproteinas TRPV4 vy
TRPV1 estan presentes en el aparato nervioso del seno carotideo y que, por tanto, estas
mecanoproteinas también pueden jugar un papel en la mecanotransduccion del seno
carotideo. Zeng et al. (2018) han demostrado el papel de PIEZO1 y PIEZO2 en el seno
carotideo de ratones al demostrar la eliminacion del gen para estos canales causa un
cuadro clinico similar al sindrome de "fallo barorreceptor". Nuestros hallazgos al respecto
en el ganglio petroso son coincidentes con los de otros autores para PIEZO2 pero no para
PIEZO1 ya que no lo hemos detectado en nuestro estudio. Las neuronas sensitivas que
inervan los grandes vasos del sistema vascular proporcionan informacién esencial para el
control de la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la respiracién. Los barorreceptores
detectan fluctuaciones momentaneas en la presién arterial, por ejemplo, durante el
movimiento o los cambios posturales, y aseguran la estabilizacion en tiempo real del
gasto cardiovascular para garantizar un flujo sanguineo adecuado al cerebro y al cuerpo.

(Min et al.,, 2019).

A través de los sistemas fisioldgicos, las neuronas mecanosensoriales muestran una gran
variabilidad de morfologias terminales altamente especializadas para la sensacién de
fuerza. Las neuronas somatosensoriales que inervan la piel y que subyacen a la sensacion
tactil muestran una diversidad de tipos terminales, incluidas las terminaciones
corpusculares, los contactos de las células de Merkel, las terminaciones lanceoladas, las
terminaciones de Ruffiniy las terminaciones nerviosas libres (Abraira y Ginty, 2013; Cobo

et al., 2020). En el caso de los terminales de los barorreceptores del seno carotideo

85


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8222608/#B4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8222608/#B122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6893869/#R1

hemos observado terminaciones libres, terminaciones en flor y arboriformes, asi como

terminaciones de tipo Ruffini-like.

Por lo que se refiere al cuerpo carotideo. Nuestro trabajo es el primero que ha
investigado la presencia de canales iénicos mecanosensibles en él. Nuestro resultados
para PIEZO1 y PIEZO2 sugieren que esta formacién tiene una participacion muy escasa
en la detecciéon de estimulos mecdanicos, aunque no se descarta, ya que algunas
poblaciones del células de tipo | y de tipo Il expresan ambas proteinas. Ademas, algunos
terminales nervioso del cuerpo carotideo son positivos para PIEZO2, pero no para PIEZO1.
Estos hallazgos son compatibles con los realizados en las neuronas del ganglio petroso.
Ahora bien, dado que no hemos encontrado PIEZO1 en los nervios glomicos es de
suponer gue las neuronas PIEZO1 positivas del ganglio petroso proyectan sobre otros

territorios del nervio glosofaringeo distintos al cuerpo carotideo.

El resto de las observaciones y hallazgos sobre TRPMS8, TRPV4 y TRPV1 son
completamente nuevos. Y teniendo en cuenta que aunque todos esos canales tienen un
componente mecanosensorial evidente, también estan implicados en otras funciones
sensitivas por lo que, ante la ausencia de estudios fisiolégicos y farmacoldgicos, cualquier
propuesta de atribuirles una funcién es puramente especulativa. En base a los niveles de
expresion puede considerarse a TRPV4 como un buen candidato a mecanosensor en el
cuerpo carotideo ya que detecta fuerzas mecanicas como la hinchazén osmética, el
estiramiento mecanico, el esfuerzo cortante y la rigidez de la ECM (Liedtke Wy Friedman,
2003; Thodeti et al., 2009; Matthews et al., 2010;Adapala et al., 2013, 2016, 2020, 2021;
Rahaman et al. 2014).

Y en cuanto a los hallazgos en el ganglio petroso nuestras observaciones estan en linea
con las de Hondoh et al. (2010), Shirahata et al. (2015), Hosshain et al. (2018) y Jawaid et
al. (2022).

6.3. Limitaciones del estudio y futuras investigaciones

Los estudios sobre material humano se ven limitados por causas éticas ante la
imposibilidad de realizar experimentacion. Ello se ve aumentado si, como en el presente
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estudio se trata de material procedente de caddveres en los que la preservacion del
tejido, especialmente el cuerpo carotideo, es critica para poder obtener resultados
idoneos. Aun asi, los trabajos sobre muestras humanos siempre tienen la ventaja de que,
si se analizan mediante las técnicas adecuadas, no necesitan de extrapolaciones de datos

hacia el hombre como sucede cuando se trabaja in vivo o con otras especies animales.

A esa limitacion general, cabe afiadir que no es posible disponer un nimero amplio de
piezas de estudio. Aunque existen histobancos y biobancos que disponen de material
este no siempre se encuentra en las condiciones idéneas para realizar estudios de
inmunohistoquimica, por alteraciones estructurales o por pérdida de la antigenicidad
especifica para algunos antigenos; a ello hay que sumar que no siempre el procesamiento
de las piezas que se depositan en el histobanco es el ma adecuado porque ha sufrido

superfijacion.

A pesar de las limitaciones indicadas y de los problemas técnicos sobrevenidos, en
términos generales se han logrado con éxito los objetivos propuestos, ya que hemos
localizado las mecanoproteinas investigadas (menos TRPMS8) en los barorreceptores del
seno carotideo y en los nervios y células glémicas de tipo | y de tipo Il. Ademas, se han

detectado en las neuronas del ganglio sensitivo que suple a ambas formaciones.

En el presente trabajo de investigacion nos hemos limitado a analizar la expresioén en el
seno carotideo a algunas mecanoproteinas relacionadas con la mecanotransduccién del
barorreflejo. Pero el trabajo deberia sen ampliado a situaciones en las que la presion
arterial esta elevada/disminuida de manera crénica o que existan diferencias mantenidas
en el flujo arterial. La estructura y funcion de los terminales barorreceptores se ve
alterada durante el envejecimiento y la hipertensién, y la disminucion de la sensibilidad
barorrefleja predice el riesgo de enfermedad arterial coronaria e insuficiencia cardiaca
(La Rovere et al., 2008). Las alteraciones inducidas por la edad y la dieta en la sensibilidad
barorrefleja pueden deberse al endurecimiento de la pared arterial elastica, asi como a
adaptaciones dentro de las neuronas periféricas y centrales que participan en el reflejo
barorreceptor (Andresen et al., 1978; Wehrwein y Joyner, 2013). Por otro lado, La

sensibilidad barorrefleja esta disminuida en numerosos estados patologicos, incluyendo

87


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6893869/#R18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6893869/#R3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6893869/#R29

hipertensién arterial cronica, insuficiencia cardiaca, obesidad y diabetes mellitus
(Chapleau et al., 2001; Schultz et al., 2013, 2015; Limberg et al., 2015; Iturriaga et al.,
2017; Conde et al., 2018; Sacramento et al., 2020; Felippe et al, 2023), y sindromes que
asocian sintomas y signos de todas esas patologias como la apnea obstructiva del suefio
(Prabhakar et al., 2020, 2023; lturriaga et al., 2021). Por tanto, unos de los objetivos
proximos a tratar de desarrollar sera el estudio del seno carotideo de pacientes con este

tipo de patologias.

Finalmente, hay que comentar que, entre los experimentos inmediatos a realizar en esta
linea de investigacidn, estan los de establecer la expresion de los receptores para los
diferentes neurotransmisores que participan en la neurotransmisién del cuerpo
carotideo. Ademas, teniendo en cuenta que en nuestros experimentos actuales y en los
previos con los canales ASIC (Martinez-Barbero et al., 2023) hemos observado evidencias
indirectas de que las células glémicas de tipo Il expresan algunos canes idnicos tenemos
como objetivo prioritario caracterizar cudles son, porgue ello abriria un campo nuevo de
investigacion al serlas células gliales sensores para diferentes estimulos. Para marcar las
células de tipo Il se utilizara la proteina S100, que marca la casi totalidad de las células
gliales en el sistema nervioso periférico y en 6rganos como la medular de la glandula
suprarrenal (ver Gonzalez-Martinez et al., 2003). Este mismo marcador se ha utilizado
regularmente para identificar las células de tipo Il en el cuerpo carotideo (ver Otlyga et

al., 2021).
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7. Conclusiones

Tras un analisis detallado de los resultados y de la oportuna discusion de estos, se ha

llegado a las siguientes conclusiones:

1.- Las formaciones nerviosas sensitivas de la adventicia del seno carotideo forman
diferentes morfotipos de terminales barorreceptores que incluyen terminaciones
libres, terminaciones en flor, terminaciones arborescentes y corpusculos laminares

simples y Ruffini-like.

2.- Los terminales barorreceptores expresan inmunorreaccion para las mecanoproteinas
PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 y TRPV4, pero no para TRPMS. Por tanto, los barorreceptores
carotideos humanos pueden realizar mecanotransduccion mediante esas

mecanoproteinas.

3.- La capa musculares de las paredes de las arterias cardtidas expresan inmunorreaccion

para PIEZO1.

4.- Las formaciones nerviosas sensitivas, tanto libres como organizadas, de las capas
adventicia y muscular de las arterias cardtidas expresan las mecanoproteinas PIEZO1,

PIEZO2, TRPV1y TRPV4.

5.- Las mecano proteinas PIEZO1 y PIEZO2 se expresan de manera irregular en el cuerpo
carotideo. Mientras PIEZO1 no estd presente en los nervios y practicamente tampoco
en las células de tipo |, PIEZO2 se detecta en nervios, una subpoblaciones de células
tipo | vy en las células de tipo Il. Este resultado atribuye indirectamente potencial

mecanorreceptor a las células gldmicas gliales de tipo Il.

6.- Los canales idnicos multifuncionales TRPMS8, TRPV1 y TRPV4 se expresa en |os nervios,

células de tipo | y células del tipo Il del cuerpo carotideo humano.
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7.- Las neuronas del ganglio petroso con tamafios en el rango propio de las neuronas
mecanorreceptoras expresan inmunorreaccion para PIEZO1, PIEZO2, TRPMS8, TRPV1y
TRPV4. En el ganglio simpatico cervical superior, se detectd inmunorreaccion en la
mayoria de los somas neuronales para PIEZO1, PIEZO2, TRPV1 y TRPV4, y en menor
proporcion para TRPMS.
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