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RESUMEN

Introduccidn y estado del arte. La propiocepcion es el sentido de la posicién y el movimiento. Estd
mediado por propioceptores, un pequefio subconjunto de neuronas mecanosensoriales localizadas en los
ganglios raquideos que transmiten informacion sobre el estiramiento y la tension de los musculos, tendones
y articulaciones. Estas neuronas suministran inervacion aferente a érganos sensoriales especializados en
musculos (husos musculares) y tendones (érganos tendinosos de Golgi). Una vez que se realiza la
mecanotransduccién, la informacién originada en los propioceptores viaja a través de dos vias
nerviosas principales que llegan al sistema nervioso central a nivel de la médula espinal y el cerebelo
(inconsciente) y la corteza cerebral (consciente) para su procesamiento. Por otro lado, dado que los
estimulos para los propioceptores son mecanicos (estiramiento, tensién), la propiocepcién puede
considerarse como una modalidad de mecanosensibilidad y los supuestos mecanotransductores deben ser
canales idnicos mecanosensibles. Hasta la fecha, en modelos experimentales se han propuesto como
candidatos el canal idnico sensible al acido 2 (ASIC2), el canal idnico de receptor de potencial transitorio
vanilloide 4 (TRPV4) y PIEZO2, pero todos los estudios han sido realizados en modelos murinos y no existen
datos en humanos.

Hipétesis y objetivos. Hipdtesis: Los musculos esqueléticos humanos, como en el resto de los mamiferos,
expresan canales ionicos de las familias ASIC y Piezo a nivel de los propioceptores, su sistema nervioso
sensitivo intramuscular, especialmente en los husos neuromusculares, e intratendinoso, en los drganos
tendinosos de Golgi. Objetivos: El objetivo general del estudio es contribuir al conocimiento de las bases de
la propiocepcidn del sistema musculo-esquelético humano. Los objetivos especificos son los siguientes: 1.-
Estudiar los husos neuromusculares y érganos tendinosos en los musculos esqueléticos humanos que son
particularmente ricos en estas formaciones: los musculos lumbricales e interéseos de la mano; 2.-
Determinar los patrones de expresiéon de las mecanoproteinas PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2 en los husos
neuromusculares y organos tendinosos de Golgi; 3.- Ver si algunas de las mecanoproteinas investigadas se
co-expresa en los receptores de propiocepcién musculares.

Material y técnicas. Se utilizd material humano procedente de cadaveres fijados y piezas cadavéricas
criopreservadas, no fijadas, obtenidas en el Area de Anatomia y Embriologia Humana de la Universidad de
Oviedo. Las piezas cadavéricas correspondian a 7 varones y 5 mujeres, de edades comprendidas entre los
61 y 83 afios. De todos ellos se obtuvieron 3 musculos lumbricales, 2 musculos interdseos dorsales y 2
musculos interoseos palmares (n = 84). El material criopreservado y fresco fue lavado en una solucion salina
fria, dividido en segmentos y fijado durante 48 h en formol al 10% tamponado y posteriormente procesado
de forma rutinaria para su inclusion en parafina. En el estudio se incluyeron en ganglios raquidideos
cervicales humanos (n = 8) procedentes del Biobanco del grupo de investigacion acreditado SINPOS
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(Registro Nacional de Biobancos, Seccion colecciones, Ref. C-0001627). El estudio fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacién Biomédica del Principado de Asturias, Espafia (Cod. CElm, Past: Proyecto
266/18). Todo el material se obtuvo de acuerdo con la legislacion espafiola (RD 1301/2006; Ley 14/2007,
DR. 1716/2011; Orden ECC 1414/2013) y las directrices de la Declaracién Il de Helsinki.

Se realizaron técnicas estructurales, de inmunohistoquimica por el método PAP y de inmunoflourescencia
acoplada a microscopia laser confocal utilizando los anticuerpos de la siguiente tabla:

Antigeno ‘ Especie ‘ Dilucion Obtenido de
PIEZO1 Conejo 1:200 Alomone?!

PIEZO2 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich?
ASIC2 Conejo 1:200 Lifespan Biosciences?
NSE (clone BBS/NC/VI- Ratén 1:500 Dako*

H14)

NFP (clone 2F11) Raton 1:200 Roche®
Sinaptofisina (clone Raton Prediluido Leica Biosystems®
27G12)

S100 P Ratdén 1:500 Dako*

PaV (clone C12) Ratén 1:200 ThermoFisher’

Herusalem, Israel; 2Saint Louis, MS, USA; 3Seattle, WA, USA; *Glostrup, Denmark; *Viena, Austria; ®Madrid, Spain; ’
ASIC2: hecho contra un péptido sintético, humano especifico.

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

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

En las preparaciones de ganlios raquideos se realizd un analisis de imagenes cuantitativo utilizando un
sistema automdtico de andlisis de imagenes (Quantimet 550, Leika, Programa QWIN). Se evalud el
porcentaje y tamafio (didmetro medio en um) de las neuronas inmunorreactivas, evaluando cinco campos
seleccionados al azar por seccién (2,5 mm?2). Para la evaluacién del tamafio del cuerpo celular solo se
consideraron los perfiles neuronales con nucleos aparentes, y las neuronas se dividieron en 7 clases de
tamafio, medidas en pasos de 10 um de diametro.

Resultados y discusién. Los husos neuromusculares localizados en los musculos lumbricales e interdseos de
la mano humana estan formados por un numero variable de fibras intrafusales. El aparato nervioso que los
suple (terminaciones anulo-espirales y terminaciones en flor) expresan inmunorreaccion para la
parvalbuminay la sinaptofisina sin que se aprecien diferencias entre los diferentes musculos ni relacionadas
con la edad. De las mecanoproteinas analizadas PIEZO2 y ASIC2 se detectan en las fibras nerviosas de
intrafusales, mientras que PIEZO1 estd presente en fibras nerviosas intrafusales que no forman
terminaciones tipicas. Las imagenes no sugieren la presencia de mecanoproteinas en las placas motoras de
los husos.

En cuanto a los propioceptores de los ganglios raquideos cervicales, la distribucién de las neuronas en los
rangos de edad preestablecidos, sugiere representan en torno al 18%; esta subpoblacion neuronas sensitiva
primaria fue parvalbumina (+). En todos ellos se detecté inmunorreaccion para las mecanoproteinas
estudiadas (Tabla).

11-20 um | 21-30 um | 31-40 um 41-50 pm | 51-60 um
Distribucién 6 31 26 19 8 6 4
PaV 0 0 3 11 6 6 4
PIEZO1 4 27 25 17 7 6 3
PIEZO2 1 13 25 19 7 6 4
ASIC2 0 4 7 13 6 6 4

Estos resultados son coincidentes con los existentes en la literatura en modelos murinos, y es la primera
vez que se establecen en humanos.

Conclusiones. 1.- Los husos neuromusculares de los musculos interéseos y lumbricales de la mano humana
estan inervados por fibras nerviosas con inmunorreaccion positiva para la parvalbumina (especifica de los
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propioceptores) y la sinaptofisina. 2.- Las fibras nerviosas intrafusales de los husos neuromusculares de los
musculos interdseos y lumbricales de la mano humana expresan las mecanoproteinas PIEZO2 y ASIC2. 3.-
El patron de expresion de PIEZO1 en los husos neuromusculares de los musculos interéseos y lumbricales
de la mano humana no es compatible con inervacion proprioceptora de las fibras intrafusales. 4.- En base a
la distribucion de los tamafios de los somas neuronales, los ganglios raquideos cervicales contienen un 18%
de propioceptores, que son todos parvalbumina positivos. 5.- Los propioceptores de los ganglios raquideos
cervicales humanos expresan las mecanoproteinas PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2.

SUMMARY

Proprioception is the sense of position and movement. It is mediated by proprioceptors, a small subset
of mechanosensory neurons located in the spinal ganglia that transmit information about the stretching
and tension of muscles, tendons, and joints. These neurons supply afferent innervation to specialized
sensory organs in muscles (muscle spindles) and tendons (Golgi tendon organs). Once
mechanotransduction is performed, the information originating from the proprioceptors travels
through two main nerve pathways that reach the central nervous system at the level of the spinal cord
and the cerebellum (unconscious) and cerebral cortex (conscious) for processing. On the other hand, since
the stimuli for proprioceptors are mechanical (stretching, tension), proprioception can be considered as a
modality of mechanosensitivity and the supposed mechanotransducers must be mechanosensitive ion
channels. To date, acid-sensitive ion channel 2 (ASIC2), vanilloid transient potential receptor receptor ion
channel 4 (TRPV4), and PIEZO2 have been proposed as candidates in experimental models.

Hypothesis and objectives. Hypothesis: Human skeletal muscles, as in the rest of mammals, express ion
channels of the ASIC and Piezo families at the level of proprioceptors, their sensory nervous system
intramuscularly, especially in the neuromuscular spindles, and intratendinous, in the tendon organs of the
Golgi. Objectives: The general objective of the study is to contribute to the knowledge of the basis of
proprioception of the human musculoskeletal system. The specific objectives are as follows: 1.- To study
the neuromuscular spindles and tendon organs in human skeletal muscles that are particularly rich in these
formations: the lumbrical and interosseous muscles of the hand; 2.- To determine the expression patterns
of the mechanoproteins PIEZO1, PIEZO2 and ASIC2 in neuromuscular spindles and Golgi tendon organs; To
see if some of the mechanoporteins investigated are co-expressed in muscle proprioception receptors.

Material and techniques. Human material from fixed cadavers and cryopreserved cadaveric pieces, not
fixed, obtained in the Department of Human Anatomy and Embryology of the University of Oviedo, was
used. The cadavers corresponded to 7 men and 5 women, aged between 61 and 83 years. From all of them,
3 lumbrical muscles, 2 dorsal interosseous muscles and 2 palmar interosseous muscles were obtained (n =
84). The fresh, cryopreserved material was washed in a cold saline solution, divided into segments and fixed
for 48 h in buffered 10% formaldehyde and then routinely processed for paraffin inclusion. In the study,
human cervical spinal ganglia (n = 8) from the Biobank of the accredited research group SINPOS (National
Registry of Biobanks, Collections Section, Ref. C-0001627) were included. The study was approved by the
Biomedical Research Ethics Committee of the Principality of Asturias, Spain (Cod. CEIm, Past: Project
266/18). All material was obtained in accordance with Spanish legislation (RD 1301/2006; Law 14/2007; DR.
1716/2011; Order ECC 1414/2013) and the guidelines of the Helsinki Declaration .

Structural techniques, immunohistochemistry by the PAP method and immunofluorescence coupled to
confocal laser microscopy were performed using the antibodies in the following table:

Antigen Raised in Dilution Purchased from
PIEZO1 Rabbit 1:200 Alomone!
PIEZO2 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich?
ASIC2 Rabbit 1:200 Lifespan Biosciences?
NSE (clone BBS/NC/VI- Mouse 1:500 Dako*

H14)

NFP (clone 2F11) Mouse 1:200 Roche®
Sinaptofisina (clone Mouse Prediluido Leica Biosystems®
27G12)

S100 P Mouse 1:500 Dako*

PaV (clone C12) Mouse 1:200 ThermoFisher”

1lerusalem, Israel; 2Saint Louis, MS, USA; 3Seattle, WA, USA; 4Glostrup, Denmark; 5Viena, Austria; 6Madrid, Spain; 7
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ASIC2: made against a specific synthetic, human peptide.

PIEZO1: Polyclonal antibody developed against a synthetic peptide (C)EDLKPQHRRHISIR, corresponding to amino acids 1863-1876 of
rat PIEZO1.

PIEZO2: Polyclonal antibody developed against a synthetic human PIEZO2 peptide with the sequence:
VFGFWAFGKHSAAADITSSLSEDQVPGPFLVMVLIQFGT MVVD RALYLRK

Quantitative image analysis was performed on spinal ganglia preparations using an automatic image
analysis system (Quantimet 550, Leika, QWIN Program). The percentage and size (mean diameter in um) of
immunoreactive neurons were evaluated, evaluating five randomly selected fields per section (2.5 mm2).
For the evaluation of cell body size, only neuronal profiles with apparent nuclei were considered, and
neurons were divided into 7 size classes, measured in steps of 10 um in diameter.

Results and discussion. The muscle spindles located in the lumbrical and interosseous muscles of the human
hand are made up of a variable number of intrafusal fibers. The nervous system that supplies them (annulo-
spiral endings and flowering endings) express an immunoreaction to parvalbumin and synaptophysin
without any age-related differences between the different muscles. Of the mechanoproteins analyzed,
PIEZO2 and ASIC2 are detected in intrafusal nerve fibers, while PIEZO1 is present in intrafusal nerve fibers
that do not form typical endings. The images do not suggest the presence of mechanoproteins in the motor
plates of the spindles.

Regarding the proprioceptors of the cervical spinal ganglia, the distribution of neurons in the pre-
established age ranges suggests that they represent around 18%; This primary sensory neuron
subpopulation was parvalbumin (+). In all of them, immunoreaction was detected for the mechanoproteins
studied (Table).

<10 um 11-20 pm 21-30 um 31-40 um 41-50 pm 51-60 um >60 pm
Distribucion 6 31 26 19 8 6 4
PaV 0 0 3 11 6 6 4
PIEZO1 4 27 25 17 7 6 3
PIEZO2 1 13 25 19 7 6 4
ASIC2 0 4 7 13 6 6 4

These results are consistent with those in the literature in murine models, and this is the first time they
have been established in humans.

Concluding remarks. 1. The muscle spindles of the interosseous and lumbrical muscles of the human hand
are innervated by nerve fibers with positive immunoreaction to parvalbumin (specific to proprioceptors)
and synaptophysin. 2. The intrafusal nerve fibers of the muscle spindles of the interosseous and lumbrical
muscles of the human hand express the mechanoproteins PIEZO2 and ASIC2. The expression pattern of
PIEZO1 in the muscle spindles of the interosseous and lumbrical muscles of the human hand is not
compatible with proprioceptive innervation of the intrafusal fibers. Based on the size distribution of
neuronal somas, the cervical spinal ganglia contain 18% proprioceptors, which are all parvalbumin positive.
Human cervical spinal ganglia proprioceptors express the mechanoproteins PIEZO1, PIEZO2 and ASIC2.

12



Dedicatoria

13



Agradecimientos

15



Documentos administrativos, 5
Resumen, 9

Dedicatoria, 13
Agradecimientos,15

. Introduccion, 19

. Estado actual del problema, 25
. Hipotesis y Objetivos, 43

. Material y Técnicas, 47

. Resultados, 53

. Discusion, 63

. Conclusiones,71

. Bibliografia, 75

oONOY UL B WN K-

Anexo 1 - Curriculum vitae, 91
Anexo 2 — Articulo derivado de la Tesis Doctoral, 93

17



18



1 o Introduccioén

19



20



1.

La propiocepcién es una cualidad de la somatosensibilidad y se puede definir como la
informacién inconsciente que llega al sistema nervio central sobre el estiramiento y la
tensidon de musculos, tendones, articulaciones y piel, para informarlo sobre la estatica y
la dindmica de los musculos y las articulaciones. Este tipo de sensibilidad ha sido muy
estudiado en los musculos dependientes de los nervios espinales y en la actualidad se
conocen con bastante precisién las estructuras nerviosas implicadas en ella (Dijkerman 'y
de Haan, 2007; Butler et al.,, 2016; Blecher et al., 2018). Por el contrario, las bases
moleculares de la propiocepcién de los musculos esqueléticos humanos son muy poco

conocida (Nagel y Chesler, 2022).

La sensibilidad mecanica, vy la propiocepcién no deja de ser una parte de esta, requiere
que las fuerzas actien sobre un sensor. Consecuentemente, las vias nerviosas que
conducen propiocepcion al sistema nervioso central se inician en dérganos sensitivos
especializados (especialmente los husos neuromusculares y los dérganos tendinosos)
suplidos por los axones de neuronas mecanosensibles especializadas localizadas en los
ganglios sensitivos raquideos y de los pares craneales (Proske y Gandevia, 2012; Bewick y
Banks, 2015; Proske, 2015) denominadas propioceptores. La informacién codificada por
esos organos sensitivos vy los propioceptores da origen a sensaciones inconscientes, y
también conscientes, necesarias para la mayoria de las funciones motoras bdsicas (Akay

et al., 2014).

La propiocepcién es un sentido que incluye la posicion y el movimiento de las partes del
cuerpo entre si, y la fuerza y el esfuerzo asociados con la contraccién y el movimiento
muscular. Pero propiamente el término propiocepcién se aplica a la informacién sensorial
que contribuye al sentido de la posicion del yo, mientras que la cinestesia se refiere al
sentido del movimiento. La primera es considerada como una funcidon automatica e
inconsciente en contraste con la segunda considerada como consciente. En palabras de
Kroger y Watkins (2021) "La informacidn propioceptiva nos informa sobre el estado
contrdctil y el movimiento de los musculos, sobre la fuerza muscular, la pesadez, la rigidez,
la viscosidad y el esfuerzo y, por lo tanto, es necesaria para cualquier movimiento

coordinado, marcha normal y el mantenimiento de una postura estable".
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Como se acaba de comentar, la informacion propioceptiva llega al sistema nervioso
central, pero a diferencia de otros componentes de la somatosensibilidad, gran parte del
sentido propioceptivo no llega a hacerse consciente. Esto se debe, probablemente, a la
supresion por sefiales motoras (Williams y Chapman, 2000) o a inhibiciones a lo largo de
las vias somatosensoriales (Ciancia et al., 1980). El conocimiento preciso de las vias de la
propiocepcion, especialmente las de la propiocepcion consciente, es de capital interés
para comprender mejor este sentido y en la actualidad las técnicas de neuroimagen estan

proporcionando nuevos conocimientos sobre el proceso cerebral de la propiocepcion.

Aunque las bases estructurales de la propiocepcion son bastante bien conocidas el
fundamento molecular de la misma comienza a ser conocido ahora, aunque se cree que
es necesaria una variedad de canales idnicos, de vesiculas similares a las sindpticas e
interacciones de los propioceptores con las fibras intrafusales de los husos
neuromusculares (Bewick y Banks, 2014; Wilson, 2022; Marasco y de Nooij, 2023) (Figura
1.1).

a c
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Figura 1.1.- Moléculas presumiblemente implicadas en la mecanosensacién-mecanotransduccién en las
aferencias de los husos neuromusculares. a) Esquema de la inervacién de los husos neuromusculares; b)
Canales idnicos detectados en las terminaciones aferentes de los husos neuromusculares entre los que se
encuentran PIEZO2 y la familia Deg/ENa*C (que incluye los caneles ASIC). Tomado de Wilson (2022).
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En el afio 2010 se produjo un enorme avance en el campo de la mecanobiologia con
descubrimiento de una familia de canales iénicos capaces de activarse por estimulos
mecanicos; se los denomind canales piezoeléctricos o canales Piezo y hasta la fecha se
han identificado dos miembros: PIEZO1 y PIEZO2. La importancia de estos canales de Ca?*
en la propiocepcidn se puso en evidencia al demostrarse que en ratones deficientes en
ellos y las mutaciones del gen que lo codifica en humanos tienen profundos déficits
mecanosensoriales que incluyen una pérdida del sentido de la propiocepcién (ver para
una revisién Kroger, 2018; Nagel y Chesler, 2022). En el sistema musculoesquelético los
canales iénicos Piezo desempefian funciones bien caracterizadas. PIEZO1 funciona para
mantener la masa muscular y dsea, detectar el estiramiento de los tendones y regular la
senescencia y la apoptosis en respuesta a estimulos mecdnicos dentro del cartilago v el
disco intervertebral. PIEZO2, por su lado, es esencial para la transduccién de la

propiocepcion en el sistema nervioso (Savadipour et al., 2023).

Ademas de los miembros de la familia de canales Piezo, existen evidencias de que algunos
miembros de la familia de canales idnicos ASIC (acid sensing ion channels), especialmente
ASIC2, pueden tener también un papel importante en la mecanotrasduccién en los

propioceptores (Chen et al.,, 2018; Oliver et al., 2021; Wu et al., 2021).

Hasta donde nosotros conocemos no existen estudios en humanos sobre la localizacién
de proteinas de canales iénicos mecanosensibles en las terminaciones periféricas de los
propioceptores en los husos neuromusculares. Ni tampoco se ha estudiado la posible co-

localizacion en los mismos terminales de mas de un canal idnico mecanosensible.

El grupo de investigacion acreditado SINPOS (Sistema Nervioso Periférico y Organos de
los Sentidos) de la Universidad de Oviedo trabaja desde hace mas de tres décadas sobre
las bases estructurales, celulares y moleculares de la somatosensibilidad. El presente
trabajo de Tesis Doctoral se enmarca en este contexto y se ha realizado utilizando material

humano y técnicas morfoldgicas y de inmunohistoquimica.
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2. Estado actual del problema

La propiocepcion se origina por la activacion periférica de los propioceptores, un
subconjunto de neuronas mecanosensitivas que proporcionan inervacion aferente a
organos sensoriales especializados ubicados dentro de los musculos y tendones, pero

probablemente también en las capsulas y ligamentos articulares, y en la piel.

Segun Proske y Gandevia (2009, 2012), el sentido de "propiocepcion se logra a través de
una suma de informacion sensorial periférica que describe el grado y los cambios en la
longitud y la tension muscular, el dngulo de la articulacion y el estiramiento de la piel". De
hecho, la definicion original de propiocepcidén acufiada por Sherrington en 1906 ("En la
receptividad muscular vemos que el propio cuerpo actua como un estimulo para sus
propios receptores, los propioceptores") sugiere que el cuerpo contiene diferentes tipos
de propioceptores. En el presente trabajo nos hemos centrado en los husos

neuromusculares y, cuando fue posible localizarlos, los 6rganos tendinosos de Golgi.

Este capitulo tiene por objeto realizar una revision de los diferentes aspectos de la
propiocepcion, pero se centra en la deteccién en los organos periféricos de la
propiocepcion y en las neuronas que los suplen de mecanoproteinas potencialmente
implicadas en el proceso de la mecanotransduccién propioceptiva. Para los interesados
en profundizar sobre otros aspectos de la propiocepcidon existen excelentes revisiones
criticas sobre el tema (Proske y Gandevia, 2009, 2012, 2018; Kroger, 2018; Proske, 2019;

Kroger y Watkins), incluidos los propioceptores periféricos (Banks, 2015).
2.1. Propioceptores

Las neuronas propioceptivas representan una pequefia poblacién (alrededor del 7-10%)
de las neuronas sensitivas primarias de los ganglios raquideos y se corresponden con las
gue poseen los cuerpos celulares mas grandes y forman las fibras sensitivas de mayor
calibre, la vaina de mielina mas espesa y las que tienen mayor velocidad de conduccion
(Marmigere y Ernfors, 2007). Se han clasificado y diferenciado de otras neuronas de los
ganglios raquideos, e identificado como una poblacién neuronal Unica, utilizando el
andlisis del transcriptoma de una sola célula (Oliver et al., 2020). Por lo general, expresan
el receptor TrkC (considerado el especifico para la neurotrofina-3 de la familia de factores

de crecimiento de las neurotrofinas) y la proteina ligante de Ca?* parvalbumina (Arber et
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al., 2000; Hippenmeyer et al., 2005), asi como otros marcadores menos especificos (Poliak

et al. 2016).

La prolongacion periférica de los axones de las neuronas pseudounipolares propioceptivas
forma fibras Aa y AB de gran calibre y mielinizadas mientras que la prolongacién central
establece sinapsis en la médula espinal o asciende a través de las columnas dorsales de
la médula espinal para llegar a los nucleos gracil y cuneado de la parte baja del bulbo

raquideo.

Desde un punto de vista funcional, los propioceptores son mecanorreceptores de bajo
umbral y adaptacion lenta (ver Zimmerman et al., 2014; Cobo et al., 2020) que inervan
los husos neuromusculares y los érganos tendinosos de Golgi (Proske y Gandevia, 2012;

Proske, 1015).

Los receptores periféricos de la propiocepcién se encuentran en los tejidos alrededor de
las articulaciones, incluida la piel, los musculos, los tendones, las fascias, las capsulas
articulares y los ligamentos (Grigg, 1994) que contienen diferentes morfotipos de
formaciones nerviosas sensitivas o corpusculos sensitivos suplidos por axones de
mecanorreceptores y propioceptores (Banks et al., 2009). Actualmente se piensa que la
propiocepcidon no es generada por un solo receptor, sino por multiples receptores. En
cualquier caso, la propiocepcion se ha relacionado con receptores sensoriales localizados
en los musculos, mientras que la cinestesia se ha asociado mas con receptores articulares
y cutdneos (Burke et al., 1988; Collins y Prochazka, 1996; Frith, 2005). Sin embargo, los
considerados histéricamente como verdaderos érganos de la propiocepcion son los husos

musculares y los érganos tendinosos de Golgi.

Las formaciones nerviosas sensitivas de las articulaciones son corpusculos de Ruffini y
Pacini que sefialan el movimiento de las articulaciones, pero no la direccién del
movimiento o la posicién de la articulaciéon (Grigg, 1994). En cuanto a los receptores
cutaneos, en la piel glabra hay cuatro morfotipos de formaciones nerviosas sensitivas
(corpusculos de Meissner, Pacini y Ruffini, y complejos célula de Merkel-neurita)
(Johansson et al., 2009; Zimmerman et al., 2014; Cobo et al., 2021) que se estimulan por

factores mecdanicos. Hasta el momento no se ha podido establecer definitivamente el
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papel de los corpusculos sensitivos cutaneos como propioceptores (Gandevia et al., 1986;
Edin, 2004; Izumizaki et al.,, 2010), aunque es posible una convergencia entre las

aferencias cutaneas y musculares a nivel medular y talamico.

Pero independientemente de la modesta contribucion de los mecanorreceptores
cutdneos vy articulares a la propiocepcién, los principales receptores sensibles al
estiramiento son los husos musculares que se encuentran en la mayoria, pero no en
todos, los musculos esqueléticos. Por ejemplo, estdn ausentes de la mayoria de los
musculos cefélicos (Cobo et al., 2017, 2019). Por el contrario, son muy abundantes en los

musculos que deben ejecutar movimientos de gran precision (Morrison y Hill, 2011).

Por otro lado, los principales receptores sensibles a la tensién son los érganos tendinosos

de Golgi, ubicados en los extremos de las fibras musculares (Jami, 1992; Proske, 1993).

Estos dos drganos sensoriales, husos neuromusculares y érganos tendinosos, responden
a cambios en las condiciones mecanicas, es decir, en la longitud del musculo (husos
musculares) o en la fuerza generada activamente (6rganos del tenddn de Golgi), pero

ambos son receptores de contraccién.

En los parrafos que siguen se realizard una descripcion somera de los husos
neuromusculares y érganos tendinosos, solo para permitir comprender los resultados del
presente estudios. Para los interesados en conocer en detalles la estructura y funcion de
los husos neuromusculares y los érganos tendinosos de Golgi, remitimos a los trabajos de
Vega (1999), Kistemaker et al. (2013), Banks (2015), Ellaway et al. (2015), Proske (2015) y
Macefield y Knellwolf (2018).

2.2.1.

Los husos neuromusculares de los vertebrados son dérganos sensoriales complejos,
dispuestos en paralelo con las fibras musculares de los musculos que los alojan y que
poseen inervacion sensitiva y motora. Cada huso muscular recibe al menos una fibra
sensitiva que inerva fibras musculares especializadas denominadas fibras intrafusales, las
cuales también reciben inervacién motora por y-motoneuronas (Banks, 2005, 2015).
Estructuralmente, son mecanorreceptores encapsulados, y funcionalmente son

mecanorreceptores de bajo umbral y adaptacion lenta (Proske y Gandevia, 2012).
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Los husos neuromusculares son muy variables en nimero, desde ninguno en la mayoria
de los musculos cefalicos (ver Cobo et al.,, 2019) hasta numerosos en los musculos
lumbricales o profundos del cuello (Soukup et al., 2003; Kulkarni et al., 2001; Morrison y
Hill, 2011). Estas diferencias se atribuyen a las demandas funcionales de los musculos,
pero el nimero de husos musculares por unidad motora es bastante similar (Liu et al.,
2002) y no se han apreciado diferencias topograficas en los husos neuromusculares

musculares entre los musculos monoarticulares y poliarticulares (Liu et al., 2005).

Dentro de la capsula conectiva que delimita cada huso muscular se encuentran las fibras
intrafusales (fibras musculares estriadas) y un espacio periaxial que contiene

componentes de la matriz extracelular y liquido.

Desde un punto de vista topografico, en el huso muscular se pueden diferenciar tres
zonas: la zona central o ecuatorial, la zona yuxta-ecuatorial y la zona terminal o polar;

pequefios segmentos de las fibras intrafusales se pueden encontrar fuera de los polos del
musculo (Fig. 1).
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Figura 2.1.- Representacién esquematica de un huso neuromuscular y un érgano tendinoso de Golgi. Los
husos neuromusculares son receptores sensitivos encapsulados formados por fibras musculares
intrafusales (en saco nuclear tipos 1y 2 y en cadena nuclear), un espacio periaxial lleno de liquido y una
capsula conectiva. Son inervados por aferentes la (azul) y Il (verde) y por y-motoneuronas. Los érganos
tendinosos de Golgi son formaciones sensitivas encapsulados formadas por haces de fibras de colageno y

aferentes de tipo la (rojo). Tomado de Vegay Cobo (2021).
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2.2.1.1. Las fibras musculares intrafusales

Banks et al. (1977) establecieron que los husos neuromusculares de los mamiferos
contienen tres tipos de fibras musculares intrafusales que segin su morfologia y la
disposicidon de los nucleos en la zona ecuatorial, se dividen en dos categorias principales:
fibras en saco nucleary fibras de cadena nuclear. Ambos tipos difieren en estructura, perfil
histoquimico (tipo de miosina, actividad de ATPasa; Ovalle y Smith, 1972; Kucera vy
Dorovini-Zis, 1979; Liu et al., 2003) y propiedades funcionales. Las fibras en saco nuclear
son mayores en diametro y longitud que las fibras en cadena nuclear, se extienden fuera
de la capsula y se pueden subdividir en los tipos de saco nuclear 1 (bagl) y saco nuclear
2 (bag2; ver para una revision Thornell et al., 2015). Los musculos humanos contienen de

8 a 20 fibras intrafusales y puede carecer de fibras bagl o bag2 (Liu et al., 2003).
2.2.1.2. Inervacion sensitiva

"Asi como el numero de terminaciones sensoriales varia de un huso a otro, incluso dentro
de un solo musculo, también lo hace el numero de axones motores que suplen los husos"
(Banks, 2015). Hay dos tipos de aferencias que inervan las fibras intrafusales: las
terminaciones primarias (tipo la) y secundarias (tipo Il) que difieren en su velocidad de

conduccion (Banks, 2015).

Cada huso muscular recibe solo una fibra aferente la que rodea como un muelle la zona
ecuatorial de todas las fibras intrafusales (terminaciones espirales o terminaciones
anularespirales) (Figura 2.2). Cuando las terminaciones en espiral se deforman, detectan
cambios en la longitud del musculo. Las aferencias primarias son sensibles al estiramiento
dindmico, tienen una descarga irregular espontdanea o mantenida volitivamente, vy
exhiben una respuesta negativa en el punto de relajacion (es decir, estiramiento muscular)
seguida de una contraccion isométrica lenta en rampa; se apagan durante la contraccion

voluntaria rapida (Banks, 2015).

El numero de terminaciones aferentes de tipo Il en un huso muscular varia de cero a cinco,
y suministran una fibras colaterales que inervan las fibras en cadena nuclear. Las
terminaciones de las aferencias secundarias son espirales que terminan en los extremos

polares de las fibras intrafusales (Figura 2.2). Las aferencias secundarias tienen una
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descarga tonica regular y no muestran una respuesta negativa al final de una contraccion

voluntaria de rampa y retencion (Edin y Vallbo, 1990; Proske, 1997).
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Figura 2.2.- Esquema de la inervacion de los husos neuromusculares (superior; tomada de Proske, 1997) y
de los drganos tendinosos de Golgi (inferior; tomada de Proske et al., 1993).

2.2.1.3. Inervacién motora

Las fibras musculares intrafusales también estan inervadas por motoneuronas eferentes
(inervacién fusimotora). Los axones de las motoneuronas entran en el huso
neuromuscular junto con las fibras sensitivas e inervan las fibras intrafusales en las

regiones polares formando placas terminales motoras.

La inervacion motora se origina a partir de y-motoneuronas mielinizadas (diametro de 4
a 8 um), también conocidas como motoneuronas fusimotoras, que se han diferenciado
en estaticas y dindmicas. Los axones dinamicos tienen un efecto débil en el disparo
aferente primario, mientras que los estaticos tienen una gran influencia en las aferencias

primarias y secundarias (ver Proske, 1997).

Ocasionalmente, puede existir inervacion eferente adicional de los husos
neuromusculares que se origina en axones destinados a las fibras musculares
extrafusales, conocidos como B-motoneuronas o fibras esquelético-fusimotoras, los
cuales terminan en los extremos polares de las fibras intrafusales mediante placas
motrices. Las placas terminales de las y-motoneuronas difieren estructuralmente de las
formadas por las a-motoneuronas en las musculares esqueléticas, pero ambas son

sinapsis colinérgicas con muchas caracteristicas en comun, incluidos los pliegues de union
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y una lamina basal que llena la hendidura sindptica (Edin y Vallbo, 1990; Banks, 1994;
Proske, 1997; Manuel y Zytnicki, 2011; Bewick y Banks, 2015).

La estimulacién de las y-motoneuronas da lugar a la excitacion de las aferencias la y Il del
huso neuromuscular Por otro lado, la estimulacion de las a-motoneuronas que inervan
las fibras musculares extrafusales, origina la coactivacién de las y-motoneuronas, lo que
a su vez provoca la contraccién de los extremos polares de las fibras intrafusales,
restaurando la tension y la sensibilidad del huso muscular para estirarse. Por lo tanto, la
funcién y-motoneurona controla la sensibilidad de las aferencias del huso muscular como
detectores de longitud por lo que la funcién del huso neuromuscular como sensor de
longitud surge depende de su relacion con el musculo en el que se encuentra. Cualquier
cambio de longitud en el musculo da como resultado un estiramiento de las fibras
intrafusales que es detectado por los receptores sensoriales ubicados en las regiones

ecuatoriales y polares del huso muscular (Bewick y Banks, 2015).

Como se comentd previamente, los husos neuromusculares son detectores de
estiramiento (Matthews, 2015). Pero ademas, una serie de estudios recientes in vivo
implican a los husos neuromusculares en el mantenimiento de la alineacion de la columna
vertebral o en la realineacidon de los huesos fracturados. Estos descubrimientos se han
hecho en varias lineas de ratdn carentes en parte o completamente de mecanosensores
funcionales (Blecher et al., 2018). También participan en la regeneracion de los axones de

la médula espinal después de una lesion (ver Kroger, 2018).
2.2.2. Organo tendinoso de Golgi (huso tendinoso)

El 6rgano tendinoso de Golgi o huso tendinoso se localiza en los origenes e insercidon de
los tendones, o raramente dentro del tenddn. Es una formacion nerviosa sensitiva que

informa sobre la tensién muscular a través de un aferente Ib (Figuras 2.1y 2.2).

Estructuralmente consiste en una capsula y dentro de ella fibras de colageno vy fibras
musculares (3-50). Entre estos elementos hay un Unico axon aferente la que se ramifica
para inervar las partes distal y proximal del érgano (Jami, 1992; Proske, 1981). Con
respecto a las fibras del musculo esquelético, el érgano tendinoso de Golgi se encuentra

en serie entre el musculo y el tenddn.
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El modelo del tenddén de Golgi reacciona a "las respuestas estdticas y dindmicas a la
activacion de unidades motoras individuales cuyas fibras musculares se insertan en el
organo del tenddn de Golgi, la adaptacion propia y cruzada, la suma no lineal cuando
multiples unidades motoras estdn activas en el musculo y la relacion proporcional entre la
adaptacion cruzada y la suma registrada para varios pares de unidades motoras" (Proske,

1981; Mileusnic y Loeb, 2006).
2.3. Bases moleculares de la propiocepcion

Segln la definicién de propiocepcién que se hizo en las paginas anteriores, es evidente
gue los sensores-receptores moleculares de la misma tienen que ser deformables
(acortarse y elongarse). Ello hace que el numero de moléculas capaces de intervenir en la
mecanotransduccion se reduzca mucho ya que deben poder cambiar su estructura ante
una fuerza. Segun Sachs (2015) los sensores mecanicos son moléculas, u organulos, en
las que la energia de salida es significativamente mayor que la energia de entrada. Los
canales ionicos pueden comportarse como tales porque funcionan como enzimas que
pierden mucha de la energia almacenada catalizando el transporte idnico. Por tanto,
tedricamente, los canales idnicos mecanosensitivos pueden definirse como aquellos cuyo
rango dinamico es accesible con fuerzas fisiolégicas (Meng y Sachs 2011, 2012; Verma et
al., 2012). Otros canales idnicos, como los voltaje-dependientes, se modulan por tension
mecanica, pero no pueden abarcar su rango dindmico solo con mecdnica (Morris,

2011,2012).

matriz extracelular

exterior

Citoesqueleto

Figura 2.3.- Tipos bdsicos de canales mecanosensitivos. Modificado de Ridone et al. (2019).

Con caracter general, pude afirmarse que hay dos Hay dos tipos basicos de canales
mecanosensitivos: los que se abren-cierran por Is tension-deformacién de las proteinas
de la membrana celular (Moe y Blount, 2005; Martinac et al., 2014) y los que abren-

cierran por la tension de las proteinas estructurales unidas a ellos (es decir, de la matriz
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extracelular y del citoesqueleto; Meng y Sachs, 2011; Suchyna y Sachs, 2007, 211;
Suchyna et al., 2009; Huang et al., 2013; Martinac, 2014) (Figura 2.3).

La transduccién de la tension mecdnica de musculos y articulaciones en sefiales eléctricas
estd mediada por canales idnicos de Na*y, en menor medida, de Ca?* (Hunt et al., 1978).
Aunque ya se han identificado varios canales con funciones mecanosensitivas (ver Del
Valle et al.,, 2012), hasta la fecha, en los husos neuromusculares, se han identificado
proteinas de la familia Degenerina-ENa*C (degenerin-epitelial sodium channels) en las
vesiculas sinaptofisina-positivas de los terminales aferentes, aunque no existen pruebas

concluyentes de su participacion en la propiocepcién (Simon et al., 2010).

También se ha postulado la participacidon en la propiocepcion de los canales idnicos de la
familia ASIC (acid-sensing ion channels) que se expresan en los aferentes musculares y
detectan acidosis extracelular y otros metabolitos liberados durante la isquemia y el
ejercicio (Simon et al., 2010). En este sentido, el estudio llevado a cabo por Gautam y
Benson (2013) demostrd que los heterodimeros de canales ASIC1a, ASIC2a y ASIC3 son
los principales canales en las aferencias del musculo esquelético, pero no se pudo

demostrar su intervencion en la propiocepcion.

Pero los canales idnicos mejores candidatos para a mecanotransduccion son los de la
familia que se han detectado tanto en propioceptores como en los terminales aferentes
de los husos neuromusculares (Woo et al, 2015). Estos autores demostraron en dos cepas
de ratones knockout para Piezo2 la ausencia propioceptores asi como mostraron un
profundo deterioro de la coordinacién en las extremidades y alteraciones en el

funcionamiento de los husos neuromusculares.
2.3.1.

Los terminales sensitivos de los husos musculares parecen adherirse a la superficie de las
fibras musculares intrafusales, y aunque poseen una ldmina basal en estrecho contacto

con el plasmalema, estd ausente en los terminales sensoriales.
2.3.1.1. éNeurotransmisién glutamato-érgica aferente en husos musculares?

Bewick y Banks (2015) han demostrado presencia de un sistema completo de

neurotransmision gutamatérgica en las aferencias de los husos neuromusculares
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asociado a las vesiculas sindpticas tipicas de dichos terminales. El glutamato exdégeno
mejora la excitabilidad del huso, un efecto que puede bloquearse farmacoldgicamente
con moléculas especificas. Por otro lado, las vesiculas sinapticas contienen glutamato,
gue se libera durante el ciclo de la membrana vy, posteriormente, es necesario un
mecanismo de reposicion. Esta observacion, sin embargo, no excluye la posibilidad de
que otras sustancias neuroactivas también se encuentren en estas terminaciones
sensoriales ni que existan otros posibles neurotrasmisores aferentes, ya que, lo mismo
que ocurre en otros tipos de formaciones nerviosas sensitivas (ver Suazo et al., 2022) este

mecanismo transmisor, por si solo, no explica la mecanotransduccién.
2.3.1.2. Canales iénicos y mecanoreduccidn en husos musculares

Ademas de la posible neurotransmision clasica, el mecanismo principal de transduccion
mecanica en las terminaciones sensoriales del huso neuromuscular es la activacion de
canales idnicos sensibles al estiramiento. La mecanotransduccién, es decir, la conversion
de estimulos mecanicos en sefiales bioldgicas o eléctricas se desencadena por miembros
de las superfamilias de canales idnicos de la familia Deg-ENa*C (que incluye los canales
ASIC), canales de potencial de receptor transitorio (TRP), canales de dominio de dos poros
de potasio (K2p) y PIEZO (Delmas y Coste, 2013; Cobo et al., 2020). Algunos de ellos se
han detectado directamente en los husos neuromusculares asi como en propioceptores
gue los inervan. Sin embargo, y de manera similar a los mecanorreceptores cutaneos, los
canales sensibles al estiramiento responsables de la transduccién de estimulos mecanicos
en las aferencias del huso neuromuscular no han sido identificados definitivamente (ver

Anderson et al., 2017).
3.2.1.2.1. Superfamilia de canales iénicos Deg/ENa*C

Cada vez hay mas pruebas de la participacion de los miembros de la superfamilia
Deg/ENa*C como canal(es) mecanosensorial(es) en las neuronas aferentes primarias de
los mamiferos y en las terminaciones sensoriales de los husos musculares (Ismailov et al.,
1997; Althaus et al., 2007; Simon et al., 2010). Las cuatro subunidades del canal ENaC (a,
B, v v O) estdn presentes en los terminales sensitivos primarios de los husos

neuromusculares (Althaus et al., 2007; Bewick y Banks, 2015).
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3.2.1.2.2. Familia de canales idnicos ASIC

Son una familia de canales catidnicos insensibles al voltaje que se expresan en el sistema
nervioso y en muchos tipos de células no nerviosas. En roedores y humanos se han
identificado seis subtipos de ASIC (ASIC1a, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 y ASIC4) y sus
patrones de expresién son ahora bastante conocidos (Baron y Lingueglia, 2015; Lin et al.,
2015; Chen y Chen, 2018). Los ASIC pueden ser activados por protones, acido
araquidonico, lisofosfatidilcolina, dioxido de carbono, lactato y estimulos mecdanicos

(Cheng et al., 2018).

Los ASIC se expresan en el sistema nervioso periférico, neuronas sensitivas del ganglio del
trigémino (Ichikawa y Sugimoto, 2002), el nucleo mesencefalico del trigémino (Nakamura
y Jang, 2014), el ganglio espiral (Peng et al., 2004), el ganglio nodoso (Lu et al., 2009) y
ganglios raquideos (Cabo et al., 2015; Wu et al., 2021; Papalampropoulou-Tsiridou et al.,
2022). Estas aferencias sensoriales inervan tejidos de todo el cuerpo (ver Lin et al., 2023).
En particular, ASIC2 se ha detectado en los mecanorreceptores cutaneos (Garcia-
Afoveros et al., 2001; Cabo et al.,, 2015) y los ratones knockout para ASIC2 tienen
sensibilidad reducida (Price et al., 2000). Ademds, también interviene en la
barorrecepcién (Gannon et al.,, 2015), en la mecanobiologia del tubo gastrointestinal
(Page et al., 2005), del sistema urinario (Kobayashi et al., 2009), sistemas auditivo y
vestibular (Hildebrand et al., 2004). En base a su localizacién se les ha implicado en
diferentes funciones somatosensoriales, como la nocicepcién, el sabor agrio, las
interocepciones, el prurito (Peng et al, 2015) y la sngception (una funcién
somatosensorial de la deteccion de acidos) (Lin et al., 2018; Hung et al., 2023). Ademas,
la evidencia ha demostrado que los ASIC estan involucrados en la mecanotransduccién

(Chen y Wong, 2013; Cheng et al., 2018) incluida la propiocepcion.

En cuanto a los husos neuromusculares hay algunas evidencias a favor de un papel de
ASIC2 como mecanotransductor primario en los husos neuromusculares (Althaus et al.,,

2007; Chen y Wong, 2009; Simon et al., 2010; Lee y Chen, 2018).

Las neuronas sensitivas propioceptoras parvalbumina expresan ASIC1, ASIC1b, ASIC2a,
ASIC2b y ASIC3 (Chiu et al., 2014; Lin et al., 2016; Oliver et al., 2021; Wu et al., 2021). En

2010, Simon et al. descubrieron la expresion ASIC y su papel como canal idnico
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mecanosensorial en los propioceptores. ASIC2 se co-localizd con sinaptofisina, un
marcador especifico de las terminaciones aferentes primarias del huso neuromuscular y
de los drganos tendinosos de Golgi (Simon et al., 2010; Oliver et al., 2021). Por su lado,
Wau et al. (2021) encontraron ASIC2 en todos los subgrupos de fibras aferentes la, b y Il
De acuerdo con este papel funcional los ratones deficientes en ASIC2, y también en ASIC3,
muestran déficits en la sensibilidad mecanica (Lin et al., 2015; Omerbasic et al., 2015). Un
estudio reciente mostré que los ratones knockout de ASIC2 presentaban una
desalineacién esquelética y un rendimiento propioceptivo deficiente en las tareas de
caminar con el haz y la coordinacion de la marcha, mientras que la morfologia de la EM y
el GTO, las habilidades de locomocién y la distancia a pie en la cinta rodante eran similares

a las de los ratones de tipo salvaje (Bornstein et al., 2023).
3.2.1.2.3. Familia de canales idnicos Piezo

Aungue son varios los candidatos a posibles mediadores de la mecanotransduccion-
propiocepcion, el canal Piezo2 es el que ha demostrado que cumple todos los requisitos
para ser considerado el responsable casi Unico del proceso, siendo actualmente
considerado el transductor para la sensacién tactil y la propiocepcién (Coste et al., 2010;

Ranade et al., 2014; Woo et al., 2014; Handler y Ginty, 2021; Villarino et al., 2023).

Piezo 1y Piezo2 forman una familia de canales iénicos identificados hace una década por
Coste et al. (2010) a partir de células N2A de neuroblastoma N2A. Los canales Piezo son
catiénicos no selectivos, son permeables al Ca?* y se caracterizan por su gran tamafio y

compleja estructura (Murthy et al., 2017; Saotome et al., 2017; Zhao et al., 2018).

En humanos estan formados por 2521 y 2752 aminodcidos para Piezol y Piezo2,
respectivamente, y tienen una identidad del 42 % (Honore et al., 2015). Recientemente
se han establecido la estructura y propiedades de sensibilidad mecanica de Piezol (Zhao
et al,, 2018) y Piezo2 (Taberner et al., 2019; Wang et al., 2019). Piezo1 estad formado por
tres subunidades con 16-18 hélices de transmembrana (Coste et al., 2015; Ge et al., 2015;
Zhao et al., 2016). En el caso de Piezo2 se trata de una proteina de con 17-19 hélices
transmembrana que se requiere en los canales catidnicos no selectivos mecanosensibles
de las células de los mamiferos, aunque los canales idnicos mecanosensibles pueden

abrirse también independientemente de estrés mecanico (Honore et al., 2015; Taberner
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et al.,, 2019; Wang et al., 2019). Funcionalmente, Piezol es un sensor mas polimodal para
las fuerzas mecanicas que detectan un mayor numero de estimulos, mientras que Piezo2
estd mas adaptado para detectar especificamente el tacto mecanico (Bagriantsev vy

Gracheva, 2014; Wu et al., 2017).

Human Piezo1

Human Piezo2

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

En la década transcurrida desde su descubrimiento, se ha demostrado que los canales
PIEZOs son canales idnicos activados por la fuerza conservados evolutivamente; sus
homologos y ortdlogos se encuentran en plantas, eucariotas unicelulares e invertebrados.
en plantas, protistas y gusanos (Coste et al., 2010), insectos (Kim et al., 2012) y mdltiples
especies de vertebrados, incluidos peces (Faucherre et al., 2013), aves (Schneider et al.,

2014), roedores (Ranade et al., 2014) y humanos (Coste et al., 2013; Chesler et al., 2016).

Las proteinas Piezo se expresan en una amplia gama de tejidos normales y neoplasicos
con funciones desconocidas hasta la fecha (Bagriantsev y Gracheva, 2014). En estos
tejidos se sospecha que, al menos Piezol, participan en procesos bioldgicos asociados a
la mecanica, como la deteccién de la tensidon por cizallamiento en los vasos sanguineos,
la regulaciéon del flujo de orina y la distensidn vesical, el desarrollo celular, el volumen
migracion celular, proliferacion y elongacién (Bagriantsev y Gracheva, 2014; Honore et al,,

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

Piezo 1 se ha detectado en una gran variedad de tejidos nos nerviosos y también en

algunos nerviosos periféricos. Shin et al. (2023) informaron de la presencia de PIEZO1 y
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en corpusculos sensitivos cutaneos de ratas, y Yamanishi e Iwabuchi (2023), de la
expresion de PIEZO2 tanto en el axdn como en las células gliales terminales de las
terminaciones nerviosas lanceoladas humanas. Muy recientemente, nuestro grupo de
trabajo ha demostrado que los corpusculos de Meissner digitales y del prepucio, asi como
los corpusculos de Krausse, humanos expresan Piezol en el axén, y en los corpusculos
genitales también en las células laminares (Cuendias et al., 2023; Garcia-Mesa et al., 2023,

ambos trabajos aceptados).

Piezo2 se encuentra muy distribuido en el sistema nervioso periférico de los vertebrados.
En los ganglios raquideos PIEZO2 es detectable en todos los tipos conocidos de
mecanorreceptores de bajo umbral (LTMR), lo que es coherente con un amplio papel en
el tacto (Szczot et al., 2017; Nguyen et al., 2017; Zheng et al., 2019; Sharma et al., 2020;
von Buchholtz et al.,, 2020). Utilizando diferentes métodos se ha detectado en una
subpoblacion de neuronas en los ganglios raquideos (Coste et al., 2010; Roh et al., 2020;
Shin et al., 2021), células de Merkel, complejos célula de Merkel-axdn y corpusculos de
Meissner, ademads de las terminaciones nerviosas lanceoladas de la piel con pelo (Coste
et al.,, 2010; lkeda et al., 2014; Li et al., 2014; Maksimovic et al., 2014; Ranade el al., 2014;
Woo et al., 2014,2015; Garcia-Mesa et al., 2017, 2021, 2022; Moayedi et al., 2018; Garcia-
Piqueras et al., 2019; Handler et al., 2023; Martin-Cruces et al., 2023; Qi et al., 2023). Pero
ademas, Piezo2 se encuentra ampliamente distribuido en células no nerviosas como
condrocitos (Lee et al., 2014), odontoblastos (Khatibi Shahidi et al., 2015), células
endoteliales (Ferrari et al., 2015), y células enterocromafines del intestino (Wang et al.,

2017).

En los vertebrados, PIEZO?2 tiene un papel sensorial especializado. Los estudios knockout
en ratones (Ranade et al., 2014; Woo et al., 2015; Murthy et al., 2018; Szczot et al., 2018;
Zeng et al., 2018) y el estudio de individuos humanos con mutaciones raras de pérdida de
funcion (Chesler et al., 2016; Szczot et al., 2018) han revelado que PIEZO2 es de hecho un
mecanotransductor esencial para el tacto, la propiocepcién y la interocepcién. De
acuerdo con las funciones que se le atribuyen, los animales deficientes en Piezo2 carecen
de tacto fino y propiocepcion sin que se afecten otras funciones somatosensoriales
(Ranade et al., 2014; Woo et al., 2015). Cada vez esta mas claro que PIEZO2 es también

muy importante para la interocepcion, asi como para la somatosensacion general (Umans
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y Liberles, 2018; Min et al., 2019; Prescott et al., 2020). PIEZO2 es necesario para la
transduccion en el dolor mecanico (Murthy et al., 2018), prurito (Feng et al., 2018),
respiracion (Chesler t al., 2016; Nonomura et al., 2017), digestion en el sentido mas
amplio del término (Kupari et al., 2019; Hockley et al., 2019), miccién (Marshall et al.,
2020), barorreflejos (Zeng et al., 2018; Min et al., 2019; Miglis y Muppidi, 2019) y la

propiocepcion, asi como otras menos conocidas (Szczot et al., 2021).

Las mutaciones en el gen que codifica para Piezo2 en humanos se manifiestan
clinicamente por una pérdida selectiva de la percepcién del tacto y disminucion de la
propiocepcion, asi como sindromes complejos que implican articulaciones, musculos
oculares y desarrollo dseo (McMillin et al., 2014; Alisch et al., 2016; Chesler et al., 2016;
Mahmud et al., 2016; Alper et al., 2017; Haliloglu et al., 2017).

En cuanto a los propioceptores tanto los somas de las neuronas como las proyecciones
periféricas a los husos neuromusculares y érganos tendinosos expresan PIEZO2 (Woo et
al., 2014, 2015). La pérdida de Piezo2 en las neuronas propioceptivas da lugar a ataxia y
dismetria, movimientos corporales severamente descoordinados y posiciones anormales
de las extremidades, contractura de multiples articulaciones y debilidad muscular, lo que
sugiere que PIEZO2 requiere la actividad de estos mecanosensores (Coste et al., 2013;
Chesler et al., 2016; Delle Vedove et al., 2016; Haliloglu et al., 2017, Mahmud et al., 2017;
Assaraf et al., 2020). Recientemente Florez-Paz et al. (2016) han estudiado la expresién
de Piezo2 en las neuronas propioceptivas del nucleo mesencéfalo del trigémino que
participan en el procesamiento de informacion propioceptiva de la cara y la cavidad oral.
Las alteraciones en la coordinacién de esas zonas tras la eliminacién selectiva de Piezo2
demuestran que este canal cumple un papel critico en las neuronas proprioceptoras que

inervan los musculos de la cabeza.

Hasta donde nosotros conocemos no se ha estudiado la presencia de ASIC1 en las
neuronas propioceptivas ni en sus proyecciones periféricas. Recientemente, nuestro
grupo de investigacién ha demostrado la presencia de Piezol en los axones que suplen

los corpusculos sensitivos en diferentes localizaciones anatémicas.

Sobre la base de los datos clinicos, quizds uno de los fenotipos mas profundos observados

en ausencia de la funcion PIEZO2 es la falta total de propiocepcién. Los experimentos en

41



ratones demuestran que estos fenotipos surgen un fallo en las neuronas propioceptivas
para ser activadas por fuerzas mecanicas. La delecion condicional de PIEZO2 en los
propioceptores de ratén (Woo et al., 2015) o en muchas clases de neuronas sensoriales
(Murthy et al., 2018; Szczot et al., 2018) da lugar ataxia grave, marcha irregular y postura
atipica, aunque los receptores periféricos de los propioceptores no presentan cambios

(Woo et al., 2015).
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3. Hipbtesis y objetivos

Hipdtesis

Los musculos esqueléticos humanos, como en el resto de los mamiferos, expresan canales
iénicos de las familias ASIC y Piezo a nivel de los propioceptores, su sistema nervioso
sensitivo intramuscular, especialmente en los husos neuromusculares, e intratendinoso,

en los organos tendinosos de Golgi.

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

propiocepcion del sistema musculo-esquelético humano.
Los objetivos especificos son los siguientes:

1- Estudiar los husos neuromusculares y dérganos tendinosos en los musculos
esqueléticos humanos que son particularmente ricos en estas formaciones: los

musculos lumbricales e interéseos de la mano; y

2.- Determinar los patrones de expresion de las mecanoproteinas PIEZO1, PIEZO2 y ASIC

en los husos neuromusculares y érganos tendinosos de Golgi.

3.- Ver si algunas de las mecanoporteinas investigadas se co-expresa en los receptores de

propiocepcion musculares.
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4. Material y técnicas

4.1. Material

Para la realizacion del trabajo se utilizé material humano procedente de caddveres fijados
y piezas cadavéricas criopreservadas, no fijadas, obtenidas en el Area de Anatomia y
Embriologia Humana de la Universidad de Oviedo. Las piezas cadavéricas correspondian
a 7 varones y 5 mujeres, de edades comprendidas entre los 61 y 83 afios. De todos ellos
se obtuvieron 3 musculos lumbricales, 2 musculos interéseos dorsales y 2 musculos
interoseos palmares (n = 84). Se seleccionaron estos musculos por su facil acceso y la
abundancia de husos neuromusculares en ellos. El material criopreservado vy fresco fue
lavado en una solucidn salina fria durante 1 hora, dividido en segmentos vy fijado durante
48 h en formol al 10% tamponado (PBS 0.1M, pH 7,4), posteriormente procesado de

forma rutinaria para su inclusion en parafina.

8) Aparte de los musculos, se incluyeron en el estudio ganglios raquidideos cervicales (n
= procedentes del Biobanco del grupo de investigacién acreditado SINPOS (Registro
Nacional de Biobancos, Seccion colecciones, Ref. C-0001627). El estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacién Biomédica del Principado de Asturias, Espafia (Cod. CEIm,
Past: Proyecto 266/18). Todo el material se obtuvo de acuerdo con la legislacién espafiola
(RD 1301/2006; Ley 14/2007; DR. 1716/2011; Orden ECC 1414/2013) y las directrices de

la Declaracion Il de Helsinki.

El proceso de inclusién en parafina fue como sigue: las piezas se deshidrataron en una
bateria de etanoles de gradacion creciente (70%: 24horas; 80%: 1 hora; 90%: 1 hora; 96%:
1 hora; 100%: 1 hora x 3), se diafanizaron en xilol (100%: 30 min x 3) y se pasaron por
parafinas blanda (30 mina 55° C) y dura (2 horas a 60° C). Las muestras se cortaron de
forma seriada a un grosor de 5 umy 10 um con un 49micrétomo convencional (Microm®).
Las secciones obtenidas fueron recogidas sobre portaobjetos gelatinizados y secadas en
estufa a 45° C durante 24h como minimo antes de ser utilizadas. Antes de la realizacion
las diferentes técnicas, se procedid a la desparafinizacion mediante bafios en xilol 100%
(20 min x2) y la rehidratacion se realizé pasando los cortes por una bateria de alcoholes
de gradacion decreciente (de 10 min cada uno) hasta agua corriente (20 min). A

continuacion, se seleccionaron algunas secciones para la realizacién de una tincion
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rutinaria de hematoxilina y eosina, con el fin de comprobar la integridad estructural de
los tejidos e identificar las estructuras objeto de estudio para la realizacién de las técnicas
de inmunohistoquimica simple o de doble inmunofluorescencia. Los blogues se cortaron
a un espesor de 10 um para los estudios estructural y de inmunohistoquimica y a 40 um

para los estudios de inmunofluorescencia.
4.2.

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

La técnica de la hematoxilina-eosina se realizé de manera rutinaria en un procesador
automatico. Para la realizacion de la técnica del tricrémico de Masson las secciones
hidratadas se pasan por hematoxilina de Weigert (5 min), después se lavan con agua
corriente (10 min), seguido de tincion en fucsina de Ponceau (5 min), acido fosfomolibdico
(5 min) y verde luz (5-7 min). Mediante esta técnica el tejido conectivo aparece de color

verde, el tejido epitelial del color rojo y el muscular pardo.

4.2.2. Técnica de inmunohistoquimica: Inmunoperoxidasa indirecta mediante la técnica

de la PAP

Para la realizaciéon de la técnica de inmunohistoquimica las secciones desparafinizadas y
rehidratadas, se lavaron en una solucion de TBS (tris buffer solution) a pH 7.4. A
continuacion, se inhibid la actividad de la peroxidasa enddgena durante 10 minutos con
una solucion en tampdn de H20; al 3%; después las secciones se lavaron en el mismo
tampon durante 10 minutos. Tras bloquear las uniones inespecificas con albUmina sérica
bovina al 10% durante 20 minutos, las secciones, sin lavar, se incubaron durante la noche
a 4° C, en camara humeda, con los anticuerpos primarios que se incluyen en la Tabla 4.1.
Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las secciones se lavaron en TBS (15 min) y
después se incubaron durante 30 minutos, a temperatura ambiente, con el anticuerpo

secundario (Dako EnVision labelled polymer-HR anti-conejo IgG o anti-raton 1gG).

Finalmente, tras un lavado en TBS, se reveld la inmunorreaccion con una solucién de 3-3’

diaminobencidina (DAB, kit de revelado de Dako).

Las secciones se contrastaron con hematoxilina, se lavaron en agua, se deshidrataron en

una bateria de alcohol etilico en concentracién creciente, se diafanizaron en xilol y se
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montaron con Entellan®. Los controles de la especificidad de la inmunorreaccion se
realizaron por exclusién del anticuerpo primario o por incubacion con suero de conejo no
inmune en lugar del anticuerpo primario. En estas condiciones no se observd

inmunomarcaje especifico.

Tabla 3.1.- Anticuerpos primarios utilizados en el estudio

Antigeno Especie \ Dilucién Obtenido de
PIEZO1 Conejo 1:200 Alomone?

PIEZO2 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich?
ASIC2 1:200 Lifespan Biosciences?
NSE (clone Ratén 1:500 Dako*
BBS/NC/VI-H14)

NFP (clone 2F11) Ratén 1:200 Roche®
Sinaptofisina (clone | Ratdn Prediluido Leica Biosystems®
27G12)

S100 P Ratén 1:500 Dako*

PaV (clone C12) Ratén 1:200 ThermoFisher’

Herusalem, Israel; 2Saint Louis, MS, USA; 3Seattle, WA, USA; *Glostrup, Denmark; *Viena,
Austria; ®Madrid, Spain; ’

ASIC2: hecho contra un péptido sintético, humano especifico.

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

4.2.3. Técnica de triple inmunofluorescencia

Con el objeto de establecer con exactitud la localizacién de Piezo2 mecanorreceptoras en
las estructuras sensitivas de los musculos cefalicos se realizd doble inmunofluorescencia
(mas una tercera de contraste mediante DAPI). Las secciones se desparafinaron,
hidrataron y lavaron en una solucién de TBS (tris buffer solution) a pH 7.4 y las uniones
inespecificas se redujeron mediante incubacién durante 30 min en una solucion del 5%
de albumina de suero bovino en tampdn (TBS, pH 7,4). A continuacion se incubaron las
secciones durante toda la noche, a 4° C en una camara himeda, con una mezcla 1:1 de
los siguientes anticuerpos: anti-ASIC2, anti-PIEZO1 y anti-Piezo2 y anti-S100 (Dako,
monoclonal, diluido 1:500, que marca las células gliales periféricas); anti-Piezo2 y anti-

neurofilamento (Dako, monoclonal, diluido 1:1000); anti-ASIC2 y anti-Piezo2 y anti-
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neurofilamento (Dako, monoclonal, diluido 1:1000). Después de un lavado en TBS (15 min
en oscuridad), las secciones se incubaron durante 1:30 h con suero de cabra anti-IgG de
conejo conjugado CyTM3 (Jackson-ImmunoResearch, Baltimore, MD, EE.UU.) diluido a
1:100 en TBS. A continuacién, se volvieron a lavar en el mismo tampon (15 min en
oscuridad) y se incubaron durante otra hora con un anticuerpo de asno anti-ratén
conjugado y con el fluorocromo Alexafluor-488 (Serotec, Oxford, Reino Unido), diluido al
1:1000 en TBS. Ambos pasos se realizaron a temperatura ambiente en una camara
hiumeda oscura. A continuacién, se lavaron las secciones (15 min en oscuridad) vy
finalmente, para verificar detalles estructurales, las secciones se contratifieron con DAPI
Fluoromount —G (Southern Biotech, cat N°0100-20). La doble fluorescencia desarrollada
se detectd utilizando un microscopio Leica DMR-XA de fluorescencia automatica con
Software Leica Confocal, version 2.5 (Leica Microsystems, Heidelberg GmbH, Alemania).
Las imagenes capturadas fueron procesadas con el software “Image J version 1.43g
Master Biophotonics Facility”, Mac Master University Ontario (www.macbiophotonics.ca)
(Unidad de Andlisis de Imagenes, Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de
Oviedo). Para determinar la especificidad de la inmunofluorescencia, se procesaron
secciones representativas de la misma manera utilizando sueros de conejo o ratéon no
inmunes en lugar de los anticuerpos primarios u omitiendo los anticuerpos primarios en

la incubacion.
4.2.4. Estudio cuantitativo

Se realizd un analisis de imagenes cuantitativo en ganglios raquideos de adultos
inmunomarcados para la deteccidén de PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2 utilizando un sistema
automatico de analisis de imagenes (Quantimet 550, Leika, Programa QWIN). Se evalué
el porcentaje y tamafio (diametro medio en um) de las neuronas inmunorreactivas. Las
mediciones se realizaron en 3 secciones por espécimen, separadas por 200 um para evitar
medir la misma neurona dos veces, evaluando cinco campos seleccionados al azar por
seccion (2,5 mm2). Para la evaluacién del tamafio del cuerpo celular solo se consideraron
los perfiles neuronales con nucleos aparentes, y las neuronas se dividieron en 7 clases de

tamafio, medidas en pasos de 10 um de diametro.
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Los husos neuromusculares de los musculos lumbricales e interéseos de la mano humana
se disponen en paralelo con las fibras musculares, y estan delimitados por una capsula
fina de tejido conectivo que estd adherida a las paredes del endomisio y perimisio. Cada
uno de ellos estd formado por un nimero variable de fibras musculares intrafusales, la
mayoria de ellas del tipo de “en cadena nuclear”; solo en algunos de ellos se han

identificado fibras intramusculares del tipo “en saco nuclear”.

La mayoria de las terminaciones de las fibras nerviosas intrafusales en los husos
neuromusculares presentaban una disposiciéon anuloespiral, si bien en algunos

presentaba una morfologia mas irregular (Figuras 5.1y 5.2).
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Figura 5.1. Inmunofluorescencia para PIEZO2 y ASIC2 en las fibras nerviosas de husos neuromusculares de
los musculos interdseos dorsales de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole: 1.37; XY resolution:
139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos imagenes.

PIEZO2

Figura 5.2. Inmunofluorescencia para PIEZO2 y ASIC2 en las fibras nerviosas de husos neuromusculares de
los musculos interdseos palmares de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole: 1.37; XY resolution:
139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm.
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Los resultados de los estudios de co-localizaciéon de PIEZO2 con la parvalbumina
(considerada como el marcador especifico para las neuronas de mayor tamafio, es decir
los propioceptores) han puesto en evidencia que ambas proteinas se colocalizan, casi
perfectamente en los husos neuromusculares de los musculos estudiados (Figura 1.3). La
falta de mergencia en algunas zonas de las fibras nerviosas seguramente sea atribuible a

factores técnicos y de captacién de las imagenes.

Figura 5.3. Inmunofluorescencia para PIEZO2 (verde) y parvalbumina (rojo) en las fibras nerviosas de husos
neuromusculares de los musculos interéseos dorsales de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole:
1.37; XY resolution: 139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos
imagenes.

PIEZO2

Figura 5.4. Inmunofluorescencia para PIEZO2 (verde) y parvalbumina (rojo) en las fibras nerviosas de husos
neuromusculares de los musculos interéseos dorsales de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole:
1.37; XY resolution: 139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos
imagenes.
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El analisis de lar terminaciones nerviosas anulo-espirales a gran aumento demostré que
la inmunofluorescencia para PIEZO2 tiene, aparentemente, localizacion tanto de

membrana como en el axoplasma (Figura 5.4).

Por otro lado, PIEZO2 también se co-localiza de forma completamente coincidente con la
sinaptofisina en las fibras nerviosas intrafusales (Figura 5.5). En estas preparaciones
puede apreciarse como en las proximidades de los husos neuromusculares hay fibras
nerviosas sinaptofisina-positivas y PIEZO2-nevativas lo que ratifica la especificidad de la
localizacion de PIEZO2, ya que la sinaptofisina es un marcador universal de las fibras

nerviosas sensitivas periféricas.

Figura 5.5. Inmunofluorescencia para PIEZO2 (verde) y sinapfofisina (rojo) en las fibras nerviosas de husos
neuromusculares de los musculos lumbricales de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole: 1.37;
XY resolution: 139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos imagenes.

Los resultados para PIEZO1 fueron diferentes a los descritos hasta este momento. La
terminaciones anulo-espirales muestra inmunorreaccién positiva para la parvalbunina y
la sinaptofisina, mientras que el patrén de distribucién de los perfiles nerviosos PIEZO1
positivos tenian un trayecto completamente diferentes (Figura 5.6). Son formaciones
lineales que aparentemente se disponen sobre las superficies de las fibras musculares
intrafusales y no tienen semejanza con ninguno de los tipos de fibras nerviosas
intrafusales conocidos. Dado que no se han realizado estudios de co-localizacién de
PIEZO1 con otros marcadores de fibras nerviosas, la existencia de inervacion por fibras
PIEZO1 positivas de los husos neuromusculares, al menos para las localizaciones

anatomicas estudiadas, debe ser tomada con muchas reservas.

57



Figura 5.6. Inmunofluorescencia para PIEZO1 (verde) y parvalbumina (rojo) en las fibras nerviosas de husos
neuromusculares de los musculos interéseos dorsales de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole:
1.37; XY resolution: 139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos
imagenes.

Figura 5.7. Inmunofluorescencia para ASIC2 (verde) y parvalbumina (morado) en las fibras nerviosas de
husos neuromusculares de los musculos lumbricales de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole:
1.37; XY resolution: 139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos
imagenes.

58



En cuanto a la proteina ASIC2, los resultados en los estudios de co-localizacion con la
parvalbumina (Figura 5.7) y la sinaptofisina (Figura 5.8). las imdgenes demuestran que se

localiza en las terminaciones anulo-espirales de las fibras nerviosas intrafusales.

Figura 5.8. Inmunofluorescencia para ASIC2 (verde) y sinaptofisina (rojo) en las fibras nerviosas de husos
neuromusculares de los musculos interdseos palmares de la mano humana. Objectivo: 63X/1.40 oil;
pinhole: 1.37; XY resolution: 139.4 nm; and Z resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las
dos imagenes.

La primera aproximacion al estudio de los propioceptores de los ganglios raquideos
cervicales humanos consistié en la realizacién de un estudio de inmunohistoquimica que
permitid confirmar que las neuronas mas grandes de los mismos son parvalbumina

positivos (Figura 5.9).

PaVv

Figura 5.9. Deteccion inmunohistoquimica de la parvalbumina en los ganglios raquideos cervicales
humanos.
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Ademas, se encontro una poblacion de neuronas sensitivas fuera del rango de tamafio de
los propioceptores con reaccidn positiva para esta proteina (Tabla 5.1). En otras palabras,
todos los propioceptores son positivos para la parvalbumina, pero hay otras neuronas

sensitivas que también expresan esta proteina.
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Figura 5.10. Deteccidon inmunohistoquimica de PIEZO1, PIEZO2 y ASIC en los ganglios raquideos cervicales
humanos.

Todas la mecanoproteinas analizadas se detectaron en las neuronas de los ganglios
raquideos, en diferentes porcentajes seguin la proteina y el rango de tamafio de las
neuronas (Figura 5.10; Tabla 5.1); todas ella se co-localizaron con la parvalbumina (Figura

5.11). distintas poblaciones neuronales

Figura 5.11. Inmunofluorescencia para PIEZO2 (verde) y parvalbumina (rojo) en las neuronas de los ganglios
raquideos cervicales humanos. Objectivo: 63X/1.40 oil; pinhole: 1.37; XY resolution: 139.4 nm; and Z
resolution: 235.8 nm. La barra de escala es la misma para las dos imagenes.

La inmunorreaccion para PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2 se detectd exclusivamente en el soma
neuronal mostrando un patréon de distribucién citoplasmatico difuso, mientras que las

células gliales satélite carecian de inmunorreactividad. Las neuronas inmunorreactivas
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estaban presentes en distintos porcentajes e incluian todos los rangos de tamafios
preestablecidos, a excepcion de las neuronas pequefias que fueron normalmente

arreactivas.

Tabla 5.1. Distribucion de las neuronas de los ganglios raquideos cervicales humanos por rangos de
tamafios de los somas y porcentajes de neuronas dentro de cada uno de ellos con inmunomarcaje positivo
para las mecanoproteinas analizadas.

<10 um ‘ 11-20 um 21-30 pm 31-40 um 41-50 um 51-60 pm
Distribucion 6 31 26 19 8 6 4
PaVv 0 0 3 11 6 6 4
PIEZO1 4 27 25 17 7 6 3
PIEZO2 1 13 25 19 7 6 4
ASIC2 0 4 7 13 6 6 4

Finalmente, y aunque no es objetivo directo del presente estudio, la totalidad de las
neuronas del ganglio simpatico cervical superior, fueron inmunorreactivas para las tres

mecanoproteinas estudiadas (Figura 5.12).

Figura 5.12. Deteccién inmunohistoquimica de PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2 en las neuronas del ganglio
simpatico cervical superior humano.
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6. Discusion

6.1. Consideraciones generales

El presente trabajo de Tesis Doctoral disefio para estudiar algunos de los aspectos
moleculares de la propiocepcidn en humanos, en base a la deteccion mediante técnicas
de inmunohistoquimica de algunas mecanoproteinas que, en base a los estudios en
modelos murinos, intervienen en la propiocepcion: PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2. El estudio se
limita a los musculos cortos intrinsecos de las mano interdseos y lumbricales. Los
musculos de mayor volumen, como los de las extremidades, presentan el grave problema
de que no se conoce cual es la distribucién de los husos neuromusculares dentro de ellos
y es imposible técnicamente manejar volimenes de tejido tan grandes. Por tanto, el
presente trabajo de investigacion se limita al territorio de los musculos de la mano antes
mencionados y a los ganglios raquideos cervicales que son los lugares donde se localizan

los somas de los propioceptores que los inervan.

El material utilizado en el estudio se obtuvo de cadaveres humanos, fijados y/o
preservados para la realizacidon de estudios anatdmicos convencionales y no estudios de
laboratorio de inervacién microscépica. Eso, sin duda, y especialmente en el caso de
proteinas tan grandes como las estudiadas, hace que la preservacién de las mismas no
sea laiddneay pueda interferir con los resultados. Es probable, que los resultados podrian
ser mejorables si se hubiera dispuesto de un material idéneo. No obstante, los datos que
se obtienen a partir de material humano no necesitan ni traslacién ni extrapolacion como

sucede en los trabajos sobre material de modelos animales.

|H

Respecto a los antigenos de “control” utilizados, la parvalbumina y la sinaptofisina, son en
nuestra opinién los mejores para los fines del estudio porque la primera es la proteina
ligante del calcio que se considera casi especifica de los propioceptores (es decir, de las
neuronas de los ganglios raquideos que inervan los husos neuromusculares) y la segunda
marca selectivamente una proteina de membrana de las vesiculas sindpsticas de la

totalidad de los sistemas mecanosensoriales periféricos (Garcia-Mesa et al., 2021).

Por otro lado, los anticuerpos contra las mecanoproteinas estudiadas han mostrado unos
resultados consistentes en todos los experimentos. Unicamente hay resultados

discordantes entre los hallazgos de PIEZO1 en los propioceptores cervicales que tienen la
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proyeccion periférica esperada en los husos neuromuscuares. Y para finalizar esas
consideraciones, constatar que los estudios de co-localizacién de antigenos y la deteccion
de los mismos mediante microscopia confocal apoyada en andlisis cuantitativos han
permitido establecer la inervacion sensitiva-propioceptiva de los husos neuromusculares

de algunos musculos humanos.

La forma en que el sistema nervioso periférico detecta las sefiales mecanicas solo se ha
establecido en la uUltima década, cuando Coste et al. (2010) identificaron los canales
idnicos de la familia PIEZO y establecieron que las proteinas de esa familia, PIEZO1 y
PIEZO2 cumplen todos los requisitos para considerarlas como mecanosensibles y ser
capaces de realizar el proceso de la mecanotransduccion. Pero ademads de las proteinas
PIEZO, hay otras, pertenecientes a distintas familias, que también intervienen en el
proceso de la mecanodeteccion-mecanotransduccion; es el caso de ASIC2 (Chen et al.,

2018).

Nuestro estudio es, hasta donde nosotros conocemos, el primero que analiza la presencia
de ASIC2, PIEZO1 y PIEZO2 en los propioceptores humanos cervicales y en los érganos
sensitivos de sus proyecciones periféricas, los husos neuromusculares. Se han excluido de
este estudio los érganos tendinosos de Golgi por la escasez en los musculos analizados y

la dificultad para su identificacién morfoldgica.

Este trabajo es el primero que estudia en vertebrados la posible expresién de PIEZO1 en
las fibras nerviosas intrafusales. Los resultados no han sido concluyentes ya que se ha
detectado inmunorreaccion para ASIC1 en estructuras intrafusales que no expresan
marcadores nerviosos propioceptivos especificos como la parvalbumina, ni generales
como la sinaptofisina. Este hecho resulta llamativo si se tiene en consideracién que los
propioceptores en su totalidad fueron positivos para PIEZO1. Teniendo en cuenta que no
es previsible que los propioceptores PIEZO1 positivos proyecten a dianas diferentes de los
husos neuromusculares, el problema debe de ser reanalizado completamente en futuros

estudios.

Como ya se ha demostrado previamente en modelos animales, PIEZO2 se expresa en los

ganglios raquideos ganglios en todos los tipos conocidos de mecanorreceptores de bajo
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umbral (LTMR; Szczot et al., 2017; Nguyen et al., 2017; Zheng et al., 2019; Sharma et al,,
2020; von Buchholtz et al., 2020) incluidos los propioceptores que inervan los husos
neuromusculares (Woo et al., 2014, 2015). Los presentes resultados confirman para el

hombre los estudios previos.

ASIC2 se ha descrito en las neuronas sensitivas espinales del sistema nervioso periférico
(Cabo et al., 2015; Wu et al, 2021; Papalampropoulou-Tsiridou et al., 2022) que
intervienen en la mecanotransduccion (Chen y Wong, 2013; Cheng et al., 2018) incluida
la propiocepcidn, ya que se ha detectado en los husos neuromusculares (Althaus et al.,
2007; Chen y Wong, 2009; Simon et al., 2010; Lee y Chen, 2018). Por tanto, nuestros
resultados en humanos son completamente coincidentes con los reportados en ratones
y ratas, y Unicamente confirman en humanos lo que ya se conoce en estos modelos

animales.

6.3. Interés clinico de los resultados

Ademas del interés de los resultados desde la perspectiva de la ciencia basica, la
demostracién de la propiocepcion en humanos este mediada por la mecanoproteina
PIEZO2 vy, presumiblemente, también ASIC2, tiene interés porque ambos canales idnicos
pueden ser dianas terapéuticas. En la actualidad existen farmacos capaces de modular su
actividad (Baron y Lingueglia, 2015; De Logu y Geppetti, 2019; Fallah et al., 2022) y ello
tiene repercusién no solo para el posible tratamiento de enfermedades que cursen con
alteraciones en la propiocepcion sino también en situaciones fisiolégicas, como es el caso

del envejecimiento.

La propiocepcién es un factor critico para la estabilidad y se deteriora en personas
mayores (Ribeiro y Oliveira, 2007). De hecho, el sistema propioceptivo sufre importantes
cambios estructurales y funcionales con el envejecimiento que provocan una disminucion
progresiva de la somatosensibilidad, incluida la propiocepcién (Verschueren et al., 2002;

Landelle et al., 2018; Garcia-Piqueras et al., 2019).

El envejecimiento cursa con debilidad muscular por sarcopenia, disminucion del nimero
de fibras intrafusales en husos musculares y denervacién. En conjunto, estos hechos
conllevan a una disminucién de la fuerza muscular y consistentemente la propiocepcion,

lo que, a su vez, determina el aumento de las caidas en los ancianos con consecuencias
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clinicas y de salud publica. La relacion especifica entre la fuerza muscular y la
propiocepcion debe explorarse mas a fondo, ya que puede proporcionar una base para la
afirmacién de que el ejercicio mejora la estabilidad de pie. Curiosamente, para lograr una
reduccién en la incidencia de caidas, no es suficiente mejorar la fuerza muscular por si
sola, ya que se requieren ejercicios que realmente desafian la estabilidad de pie. Estos
cambios podrian contribuir a las frecuentes caidas y problemas de control motor que se
observan en los adultos mayores. A nivel estructural, los husos musculares en humanos
ancianos poseen menos fibras intrafusales, un mayor grosor capsulary algunos husos que

muestran signos de denervacién (Swash y Fox, 1972; Liu et al., 2005).

Por otro lado, hay una gran variedad de enfermedades neuroldgicas se caracterizan por
movimientos o posturas irregulares y espasmoddicas debido a la pérdida de la
retroalimentacion sensorial propioceptiva, una alteracion llamada ataxia aferente. Las
neuronas afectadas son neuronas sensoriales primarias en los ganglios raquideos que
transmiten la posicién y el movimiento del cuerpo (propiocepcién) al sistema nervioso
central. La disfuncion de la propiocepcién puede ser causada por lesiones y trastornos
gue afectan a cualquier parte del sistema propioceptivo entre los receptores sensoriales
gue envian las sefiales a las partes del cerebro que las reciben e interpretan. El riesgo de
pérdida de propiocepcién aumenta a medida que envejecemos debido a una
combinacién de cambios naturales relacionados con la edad en los nervios, las
articulaciones y los musculos. Ejemplos de lesiones y afecciones que pueden causar
déficit propioceptivo incluyen: lesiones cerebrales, hernia de disco, artritis, esclerosis
multiple (EM), accidente cerebrovascular, trastorno del espectro autista (TEA), diabetes,
neuropatia periférica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, ELA
(esclerosis lateral amiotrofica) o enfermedad de Lou Gehrig.. Las neuronas propioceptivas
primarias pueden ser el objetivo de patologias hereditarias, del desarrollo, degenerativas,
toxicas, inflamatorias y autoinmunes. En consecuencia, las consecuencias clinicas tipicas
de la patologia que afecta a las neuronas propioceptivas, ademas de la ataxia aferente,
incluyen la pérdida de los reflejos tendinosos profundos (estiramiento) y de la percepcién
consciente de la posicion y el movimiento de las partes del cuerpo, a menudo asociada
con la pérdida de la percepcion de la vibracidon. Recientemente, se han han obtenido

neuronas sensoriales primarias propioceptivas a partir de iPSCs, y la generacion de fibras
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intrafusales in vitro esta abriendo nuevas perspectivas para el tratamiento de algunas
ataxias ligadas a neuronas propioceptivas primarias alteradas (Barret et al., 2020; Dionisi

et al., 2020).
6.4. Limitaciones del estudio y futuras investigaciones en el campo

El trabajo de tesis doctoral que se presenta una serie de limitaciones que conviene
resefiar. En primer lugar, se limita Unicamente a un nimero muy pequefio de muestras y
exclusivamente a musculos de la mano que contienen abundantes husos
neuromusculares. La ampliacién del estudio a otros musculos de mayor volumen

conllevaria conocer previamente la topografia de los husos neuromusculares en ellos.

Por otro lado, el espesor de los cortes utilizados para los estudios de inmunofluorescencia
impide captar, ni siquiera con microscopia laser confocal, imagenes nitidas de las fibras

nerviosas para intentar una reconstruccién idénea.

También es una limitacion de nuestro trabajo la disponibilidad de material en condiciones
ideales de estudio. Esta en marcha un proyecto, pendiente de aprobacién por el comité
de ética para la investigacion biomédica, para disponer de tejido muscular de donantes

multiorganicos que, seguramente consentiran obtener mejores resultados.

No obstante, y con caracter general, se han logrados los objetivos propuestos y se ha

refrendado la hipdtesis de trabajo.

En cuanto a los futuras investigaciones en este campo de la propiocepcidon, tenemos
interés en obtener muestras de ratones con manipulaciones en los genes que codifican
para PIEZO2, ya que estos animales presentan ataxia grave, marcha irregular y postura
atipica, y sin embargo los receptores periféricos de los propioceptores no estan alterados
(Woo et al., 2015). Y por supuesto, si es posible, material humano de sujetos con
mutaciones en PIEZO2 que cursan con ataxia y dismetria, movimientos corporales
severamente descoordinados y posiciones anormales de las extremidades, contractura
de multiples articulaciones y debilidad muscular (Coste et al., 2013; Chesler et al., 2016;

Delle Vedove et al., 2016; Haliloglu et al., 2017; Mahmud et al., 2017; Assaraf et al., 2020).
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7. Conclusiones

Una vez realizado un andlisis detallado de los resultados y la oportuna discusién de los

mismos, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.- Los husos neuromusculares de los musculos interdseos y lumbricales de la mano
humana estan inervados por fibras nerviosas con inmunorreaccion positiva para la

parvalbumina (especifica de los propioceptores) y la sinaptofisina.

2.- Las fibras nerviosas intrafusales de los husos neuromusculares de los musculos
interdseos y lumbricales de la mano humana expresan las mecanoproteinas PIEZO2 y

ASIC2.

3.- El patrén de expresion de PIEZO1 en los husos neuromusculares de los musculos
interéseos y lumbricales de la mano humana no es compatible con inervacion

proprioceptora de las fibras intrafusales.

4.- En base a la distribucion de los tamafios de los somas neuronales, los ganglios
raquideos cervicales contienen un 18% de propioceptores, que son todos

parvalbumina positivos.

5.- Los propioceptores de los ganglios raquideos cervicales humanos expresan las

mecanoproteinas PIEZO1, PIEZO2 y ASIC2.
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Abstract

The proprioception is the sense of positioning and movement. It is mediate by proprioceptors, a small
subset of mechanosensory neurons localized in the dorsal root ganglia that convey information about the
stretch and tension of muscles, tendons, and joints. These neurons supply of afferent innervation to
specialized sensory organs in muscles (muscle spindles) and tendons (Golgi tendon organs).
Thereafter, the information originated in the proprioceptors travels throughout two main nerve
pathways reaching the central nervous system at the level of the spinal cord and the cerebellum
(unconscious) and the cerebral cortex (conscious) for processing. On the other hand, since the stimuli for
proprioceptors are mechanical (stretch, tension) proprioception can be regarded as a modality of
mechanosensitivity and the putative mechanotransducers proprioceptors begins to be known now. The
mechanogated ion channels acid-sensing ion channel 2 (ASIC2), transient receptor potential vanilloid 4
(TRPV4) and PIEZO2 are among candidates. Impairment or poor proprioception is proper of ageing and
some neurological diseases. Future research should focus on treating these defects. This chapter intends
provide a comprehensive update an overview of the anatomical, structural and molecular basis of
proprioception as well as of the main causes of proprioception impairment, including ageing, and possible
treatments.

Keywords: proprioception, muscle spindles, mechanotransduction, ion channels, proprioceptive
pathways, spinocerebellar tracts

1. Introduction

Proprioception is a wider sense, that include position and movement of parts of the body relative
to one another, and the force and effort associated with muscle contraction and movement. But
properly the term proprioception applies for the sensory information contributing to sense of self
position, whereas kinesthesis refers of sense of movement. The first one is regarded as an
automatic function and unconscious in contrast with the second one considered as conscious. In
the words of Kréger and Watkins [1] “Proprioceptive information informs us about the contractile
state and movement of muscles, about muscle force, heaviness, stiffness, viscosity and effort and,
thus, is required for any coordinated movement, normal gait and for the maintenance of a stable
posture”. This information travels to the central nervous system, but differently to other
components of somatosensitivity, a great part of the proprioceptive sense does not reach
consciousness. This is probably due to suppression as a consequence of the motor signals [2] or
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inhibitions along somatosensory pathways [3]. The precise knowledge of the pathways of
proprioception, especially those of conscious proprioception, are of capital interest to better
understand this sense. The techniques of neuroimaging are providing new insights about the
cerebral process of proprioception.

Proprioception originates by the activation of proprioceptors at the periphery. Proprioceptors are
a subset of mechanosensory neurons that provide afferent innervation to specialized sensory
organs located inside the muscles and tendons, but probably also in joint capsules and ligaments,
and the skin. According to Proske and Gandevia [4,5] the sense of “proprioception is achieved
through a summation of peripheral sensory input describing the degree of, and changes in,
muscle length and tension, joint angle, and stretch of skin”. In fact, the proper definition of
proprioception coined by Sherrington in 1906 (“In muscular receptivity we see the body itself
acting as a stimulus to its own receptors—the proprioceptors”) suggest that the body contains
different kinds of proprioceptors. Here we have focused on muscle spindles and Golgi’s tendon
organs. Especial interest was done on the mechanisms of mechanotransduction and the ion
channel in this process.

Proprioception is impaired in some physiological and pathological situations. It will gain interest
in the coming years due to the ageing of population: the deficit of proprioception is associated
with the increased frequency of falls in the elderly [6-8]. Furthermore, several diseases, especially
some neurodegenerative disorders, course with proprioception deficits [9,10] which treatment
require a better knowledge of the molecular aspects of proprioception and new active research.

This chapter is aimed not to perform a Review on all the different aspects of proprioception but
just to review some general and recent advances in proprioception. We intend to provide the
readers of this book with an up-to-date appraisal of the structural and biological basis of
proprioception. There are excellent reviews on the topic [4,5,11,12] and we forward the interested
to them. Robert W. Banks' extraordinary paper (2015) [13] masterfully sums up the history of
knowledge of muscle spindles. Likewise, the recent reviews Kroger [14] Kroger and Watkins [1]
are mandatory.

2, Proprioceptors

The peripheral receptors of proprioception are located in tissues around the joints, including skin,
muscles, tendons, fascia, joint capsules, and ligaments [15] which contains different morphotypes
of mechanoreceptors [16]. It is currently believed that proprioception is not generated by a single
receptor, but by multiple of receptors. In any case proprioception has been related with sensory
receptors localized in the muscles while kinesthesis has been more associated with joint and
cutaneous receptors [17-19]. Nevertheless, the historically regarded as true proprioceptors are
muscle spindles and Golgi’s tendon organs.

The joints mechanoreceptors are Ruffini-like and Pacinian corpuscles which signal joint
movement but not movement direction or joint position [15]. Regarding cutaneous receptors four
kinds of mechanoreceptors are present in glabrous skin (Meissner’s corpuscles, Pacinian
corpuscles. Ruffini corpuscles and Merkel cell-neurite complexes) [20,21,22]. A definitive role of
cutaneous mechanoreceptors as proprioceptors has not been definitively established [23-25]
although it is possible a convergence between cutaneous and muscle afferents at the spinal cord
and thalamic levels.
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But independently of the modest contribution of cutaneous and articular mechanoreceptors to
proprioception, the main stretch-sensitive receptors are muscle spindles found in most, but not
all, skeletal muscles. For instance, they are absent form most cephalic muscles [26,27].
Interestingly, muscle spindles are more abundant in muscles in which the precision of movements
must be accurate. On the other hand, the main tension-sensitive receptors are the Golgi’s tendon
organs, located at the ends of muscle fibers [28,29]. These two sensory organs respond to changes
in mechanical conditions, namely in muscle length (muscle spindles) or in actively generated
force (Golgi-tendon organs) but both are contraction receptors.

2.1. Muscle spindles

Vertebrate muscle spindles are complex sensory organs that have both sensory and motor
innervation. Each muscle spindle receives at least one sensory fiber that innervate specialized
muscle fibers denominated intrafusal fibers. These intrafusal fibers also receive motor
innervation by y-motoneurons [30,31]. Structurally, they are encapsulated mechanoreceptors,
and functionally are slowly adapting-loth threshold mechanoreceptors [5].

Muscle spindles are highly variable in number from none in most cephalic muscles (see [27]) to
numerous in lumbrical or deep neck muscles [32,33]. These differences are attributed functional
muscular demands of muscles but the number of muscle spindles per motor unit is rather equal
[34]. Also, no topographical differences in muscle spindles between mono- and multiarticular
muscles were noted [35].

Within the connective capsule that delimits each muscle spindles there are the intrafusal fibers
and the periaxial space filled with a fluid. Three zones can be differentiated at the muscle spindle:
the central or equatorial zone, the juxta-equatorial zone, and the terminal or polar zone; small
segments of the intrafusal fibres can be found outside the poles of the muscle (Fig. 1).

The intrafusal muscle fibers. Banks and co-workers [36] established that mammalian
muscle spindles regularly contain three types of intrafusal muscle fibers. Based on their
morphology and the arrangement of nuclei in the equatorial zone they fall into two main
categories: nuclear bag fibers and nuclear chain fibers. Bag and chain fibers differs in structure,
histochemical profile (myosin type, ATPase activity [37,38,39]) and functional properties. Bag
fibers are greater in diameter and length than chain fibers, extend outside of the capsule, and they
can be subdivided into bagi and bag2 types (see for a review [40]). Human contains on average
8-20 intrafusal fibers and can lack bag1 or bag2 fibers [37].

As mentioned previously, muscle spindles are stretch detectors, i.e. “they sense how much and
how fast a muscle is lengthened or shortened” [41]. Accordingly, when a muscle is stretched this
change in length is transmitted to the intrafusal fibers which are in turn stretched. And to respond
appropriately intrafusal fibers are double innervated by afferent sensory neurons and efferent
motoneurons.

Sensory innervation. ‘Just as the number of sensory endings varies from spindle to spindle,
even within a single muscle, so also does the number of motor axons supplying those spindles”

[13].

There are two types of afferents that innervate intrafusal fibers: primary (type Ia) and secondary
(type II) endings which differ in their axonal conduction velocity [13].

Each muscle spindle receives only one Ia afferent surrounding like a dock the equatorial zone
of all the intrafusal fibers (spirals or annulospiral endings) (Fig. 1). When spiral endings deform
detect changes in length of the muscle. Primary afferents are sensitive to dynamic stretch, have
irregular spontaneous or volitionally maintained discharge, and exhibit an off-response at the
point of relaxation (i.e., muscle stretch) followed by a slow ramping isometric contraction; they
are off during rapid voluntary contraction [13].

The number type II afferent endings in a muscle spindle varies from zero to five, and they
supply one intrafusal fiber terminating mainly on nuclear chain fibers. The endings of the
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secondary afferents are spirals ending on the polar ends of the intrafusal fibers (Fig. 1). Secondary
afferents have a regular tonic discharge, and do not exhibit an off-response at the termination of
a voluntary ramp-and-hold contraction [42,43].

Motor innervation. In addition to sensory neurons, intrafusal muscle fibers are also
innervated by efferent motoneurons (fusimotor innervation). Axons of motoneurons enter the
muscle spindle together with the sensory fibers and innervate intrafusal fibers in the polar regions
forming motor endplates.

Motor innervation originates from myelinated y-motoneurons (diameter 4—8 um), also known
as fusimotor motoneurons. They have been differentiated into static and dynamic. Dynamic axons
have a weak effect on primary afferent firing while the static ones have a great influence on both
primary and secondary afferents (see [43]).

Occasionally additional afferent innervation of muscle spindles originates from axons that also
supply extrafusal muscle, known as B-motoneurons or skeleto-fusimotor fibers. These fibers
supply both intrafusal and extrafusal fibers via motor endplates at the polar ends. The endplates
of y-motoneurons differ structurally from those formed by a-motoneurons on extrafusal fibers,
but both are cholinergic synapses with many features in common, including junctional folds and
a basal lamina filling the synaptic cleft. [42-46].

Muscle spindle Golgi’stendon organ

Skeletal muscle fibres —

Polar zone Il afferents

~ laafferents

Juxta-equatorial
zone

la afferent

Equatorial zone Capsule

Collagen

Periaxial space Intrafusal fibres

Capsule Tendon

Motor endplate

Figure 1.- Schematic representation of a muscle spindle and a Golgi’s tendon organ. Muscle spindles are
capsulated mechanoreceptors that consist of intrafusal muscle fibers (bag1, bag2 and chain), a periaxial space filled with
a fluid, and a connective capsule. They are supplied by Ia (blue) and II (green) afferents. Golgi’s tendon organs are
capsulated mechanoreceptors that consist of collagen fibers and type Ia afferents (red).

Stimulation of y-motoneurons result in excitation of both Ia and IT muscle spindle afferents. On
the other hand, stimulation of a-motoneurons supplying extrafusal muscle fibers, results in
coactivation of y-motoneurons which in turn causes the contraction of the polar ends of the
intrafusal fibers, restoring tension and sensitivity of the muscle spindle to stretch.

Thus, the y-motoneuron function control the sensitivity of muscle spindle afferents as length
detectors. Therefore, the muscle spindle’s function as a length sensor arises essentially from its
anatomical relationship with its parent muscle. Any length change in the parent muscle result in
stretch of intrafusal fibers that is then detected by sensory receptors located on the equatorial and
polar regions of the muscle spindle [44].

2.2. Golgi’s tendon organ (tendon spindle)

The Golgi-tendon organ or tendon-spindle, localized at the origins and insertion of tendon, or
rarely within the tendon. It is a mechanoreceptor that informs on muscle tension via its Ib afferent
(Fig. 1).
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Structurally it consists of a capsule and within it there are loosely packed collagen fibers and
muscle fibers (3-50). Among these elements there is a unique Ia afferent which branches to
innervate the distal and the proximal parts of the organ [28,47]. With respect to the skeletal
muscle fibers the Golgi-tendon organ is in series between muscle and tendon.

FISIOLOGIAThe Golgi-tendon model react to “static and dynamic responses to activation of
single motor units whose muscle fibers insert into the Golgi tendon organ, self and cross
adaptation, non-linear summation when multiple motor units are active in the muscle, and the
proportional relationship between the cross-adaptation and summation recorded for various
pairs of motor units” [47,48].

3. Mechanotransduction in muscle spindles

The sensory terminals of muscle spindles appear to adhere to the surface of the intrafusal muscle
fibers, and although they possess a basal lamina in close contact with the plasmalemma it is absent
at the sensory terminals.

3.1. Afferent glutamate-ergic neurotransmision in muscle spindles?

Bewick and co-workers [44] have demonstrate the occurrence of a complete gutamatergic
neurotransmission system in the afferents of muscle spindles associated to the synaptic-like
vesicles typical of those terminals. Exogenous glutamate enhances spindle excitability, an effect
that can be pharmacologically blocked with specific molecules. On the other hand, synaptic-like
vesicles contain glutamate, which is released during membrane cycling and, subsequently, a
requirement for a replenishment mechanism.

This observation, however, does not exclude the possibility that other neuroactive substances also
occur in these sensory terminals.

3.2. Ion channels and mechanorasduction in muscle spindles

In addition to the possible classical neurotransmission, the primary mechanism of mechanical
transduction in muscle spindle sensory endings is the activation of stretch-sensitive ion channels.
In mechanotransduction, i.e. the conversion of mechanical stimuli into biological or electrical
signal, is triggered by members of the superfamilies of degenerin-epithelial Na+-channels (Deg-
ENa+C; including acid-sensing ion channels -ASIC-), transient receptor potential channels (TRP),
two-pore domain potassium (K.p), and PIEZO [49,50]. Some of them have been detected directly
in proprioceptors as well as in primary sensory neurons innervating them. However, and similarly
as in cutaneous mechanoreceptors, the stretch-sensitive channels responsible for transducing
mechanical stimuli in spindle afferents awaits definitive identification (see [51]).

There is mounting evidence for the involvement of members of the Deg/ENa+C superfamily as
mechanosensory channel(s) in mammalian primary afferent neurons, and in the sensory endings
of muscle spindles [52-54]. All four subunits of the ENaC channel (a, 8, y and §) are present in in
spindle primary-sensory terminals [44,54].

ASICs are members are a family of voltage-insensitive cation channels expressed in the nervous
system and many types non-nervous cells. In rodents and humans six ASIC subtypes (ASICia,
ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3, and ASIC4) have been identified and their expression patterns
are now rather well known [55,56]. Regarding muscle spindles, evidence has been obtained in
favour of a role of ASIC2 as primary mechanotransducer [53,54]. Consistently, mice deficient in
ASIC2, and also in ASIC3, show deficits in mechanical sensitivity [57-59].

PIEZO are Ca2+-permeable mechanosensitive channels characterized by their large size and
structure [60-62]. Piezo2 is expressed in proprioceptive dorsal root ganglia (DRG) neurons
[63,64] as well as sensory endings of proprioceptors innervating muscle spindles and Golgi
tendon organs in mice [64]. Loss of Piezo2 in proprioceptive neurons results in ataxia and
dysmetria, severely uncoordinated body movements and abnormal limb positions, contracture of
multiple joints, and muscle weakness, suggesting that PIEZO2 requirement for the activity of
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these mechanosensors [64-69]. Recently, an elegant study by the Ana Gomis’s group corroborated
these findings using mesencephalic nucleus proprioceptive neurons [70].

Regarding TRP channels there is little evidence for a role in low-threshold sensation in spindles.
5. Proprioceptive pathways

To drive proprioception to the central nervous system two different pathways must be considered:
the unconscious proprioception is convoyed primarily via the spinocerebellar tracts to the
cerebellum while the conscious proprioception is convoyed by the dorsal column-medial
lemniscus pathway and the thalamus to the cerebral cortex.

Classically, the proprioceptive pathways of the spinal nerves have been described as a 2 neurons
chain. The primer order neuron is a pseudo-unipolar neuron whose bodies are localized in DRG
whose peripheral axonal branches reach proprioceptors (especially muscle spindles and Golgi
tendon organs) and the central branch reach the base of the dorsal horn of the spinal cord. The
second order neurons are placed in the medial Stilling-Clarke’s column (which extends between
the medullary segments C8 and L2) and the lateral Bechterew’s column, both corresponding to
the Rexed’s lamina VII of the dorsal horn; in these columns the spinocerebellar tracts (dorsal or
Foville-Flechsig fascicle and ventral or Gowers fascicle) originate to ascend and reach the
cerebellum. This information is necessary unconscious. The spinocerebellar neurons together
provide the major direct sensory projection from the hindlimbs and lower part of the trunk to the
cerebellum. A parallel system serving the forelimbs includes the direct cuneocerebellar and rostral
spinocerebellar tracts and other indirect pathways via the lateral reticular nucleus and the inferior
olive.

Nevertheless, some aspects of the proprioception are conscious, and therefore the information
must reach the cerebral cortex. For these components of the proprioceptive sensitivity, the
proprioceptive pathways consist of a 3 neurons chain. The primary order neurons are placed in
DRG and the central branch of their axons ascend throughout the dorsal columns of the spinal
cord to reach the gracile and cuneate nuclei in the medulla. In those nuclei are placed the bodies
of the secondary order neurons whose axons project to the ventral postero-lateral (VPL) nucleus
of the thalamus (tertiary order neuron) whose axons end in the somatosensory cortex to provide
the conscious perception of proprioception.

A particular question arises from cephalic muscles. They are innervated by cranial nerves and
most of them (with the exception of jaw muscles and extraocular muscles) lack typical
proprioceptors, i.e. muscle spindles. At present is commonly accepted that the proprioception of
the cephalic territory depends on the trigeminal nerve [27,71]. But the Gasser’s ganglion of the
trigeminal nerve does not contain proprioceptive neurons, while they are localized in the
trigeminal mesencephalic nucleus.

5.1. Primary order neurons: the proprioceptive neurons

The proprioceptive neurons represent a small population (about 7-10%) of DRG primary sensory
neurons and correspond with those with the largest cell bodies [72]. They can be classified and
distinguished from other dorsal root ganglion neurons as a unique neuronal population using
single cell transcriptome analysis [73]. They typically express the neurotrophin receptor TrkC (the
preferred ligand for neurotrophin-3) and the Ca2*-binding protein parvalbumin [74], as well as
other markers that define this neuronal population [75].

The peripheral branch of the axons of the proprioceptive pseudo-unipolar neurons forms large-
myelinated Aa and A fibers in peripheral nerves, while the central branch stablish synapse in the
spinal cord or ascends throughout the dorsal columns of the spinal cord to reach the gracile and
cuneate nuclei in the medulla. Some peripheral branches, however, travel through the cuneatus
tract and ascend the cervical spinal cord to reach the medulla oblongata to reach the accessory
cuneate nucleus.

98



5.2. Secondary order neurons: the medial Stilling-Clarke’s (nucleus dorsalis) and
lateral Bechterew’s columns

The secondary order neurons of the proprioceptive pathways are localized at the base of the dorsal
horn of the spinal cord, in correspondence with the VII Rexed’s lamina, also known as the
intermediate zone of the spinal cord. In this place two nuclear columns were classically
considered: the nucleus dorsalis of Clarke (also known as Clarke’s column, dorsal nucleus,
posterior thoracic nucleus) and the medial nucleus (also known as Bechterew’s nucleus). The
axons of the neurons localized at these places form the spinocerebellar tracts.

5.3. The Spinocerebellar Tracts — Unconscious proprioception

The tracts that carry unconscious proprioceptive information are collectively known as
the spinocerebellar tracts. Within the spinocerebellar tracts, there are four individual pathways:
ventral, dorsal, rostral and cuneocerebellar.

5.3.1. Ventral spinocerebellar tract (VSCT; anterior spinocerebellar, Gowers’ fascicle). VSCT
originates mainly from the medial part of lamina 7 in the lumbosacral segments, from the
dorsolateral nucleus of lamina 9 at L3-L6, and also from the neurons of the ventrolateral nucleus
of lamina 9 and the lateral part of lamina 7 at L4-L5 segments [76,77]. Axons decussate in the
anterior white commissure and run in the ventral border of the lateral funiculi. They ascend
through the brainstem to the pons where turn dorsally and enter the cerebellum throughout the
superior cerebellar peduncle. For the most part, the ventral spinocerebellar tract axons recross
the midline in the deep white matter of the cerebellum to terminate ipsilaterally. It terminates in
the cortex of the anterior lobe and vermis of the posterior lobe and give collaterals to the globose
and emboliform nuclei.

UNCONSCIOUS
CONSCIoUS PROPRIOCEPTION
PROPRIOCEPTION
To gracillis and o Spinocerebellar
cuneatus nuclei _:' tracts
Gracillisand ¥ Spinal cord

(lamina Vi)

cuneatus tracts

Muscle spindle Golgi's tendon organ

Figure 2.- Schematic representation of proprioceptive unconscious (black) and conscious (blue) pathways reaching the
cerebellum and the brain, respectively.

5.3.2. Dorsal spinocerebellar tract (DSCT; posterior spinocerebellar tract, Flechsig's fasciculus,
Foville-Flechsig fasciculus). This nucleus is present from Th1 through the second lumbar spinal

99


https://en.wikipedia.org/wiki/Emboliform_nuclei

segments and is largest in the lower thoracic and upper lumbar segments [77]. The cells of origin
of the DSCT are classically described as residing in Clarke's column of the lumbar and thoracic
spinal cord segments. The nucleus dorsalis of Clarke is a group of neurons localized in the medial
part of lamina VII extending from C7 to L2 levels related to the proprioception of the lower limb.
Caudally it begins at L2 level and reaches its maximum at Th12 level and above Th8 level its size
diminishes, and the column ends at C7 level. Nevertheless, it is represented in other spinal regions
by scattered neurons, which become aggregated to form a cervical nucleus at C3 level and a sacral
nucleus in the middle of the sacral spine region.

In addition, other groups of neurons that also belong to DSCT are located throughout the
intermediate and dorsal laminae of the thoracic and lumbosacral segments of the spinal cord. The
axons of the DSCT ascends ipsilaterally in the peripheral region of the funiculus lateralis of the
spinal cord. Then, they continue to course through the medulla oblongata and finally pass
through the inferior cerebellar peduncle and into the cerebellum, and terminate in the cerebellar
cortex of lobules I-V, in the anterior lobe and in the posterior lobe vermis and paramedian lobe.
In addition to those cortical projections, there is evidence that DSCT fibers also terminate in the
medial and interpositus cerebellar nuclei.

5.3.3. Rostral spinocerebellar tract. The rostral spinocerebellar tract appears to be the upper
extremity homolog of the ventral spinocerebellar tract. The neurons of origin of this tract are
located in Rexed laminae V-VII of the C5-C8 segments. The projection is predominantly
ipsilateral, but there is also a minor bilateral projection. The axons of the rostral spinocerebellar
tract neurons terminate in the anterior and paramedian lobule cerebellar.

5.3.4. Cuneocerebellar tract (posterior external arcuate fibers, dorsal external arcuate fibers).
DSCT does not convey information from the upper limb since the nucleus dorsalis does not extend
into the cervical spinal cord. Therefore, there is another proprioceptive pathway for the upper
limb: the cuneocerebellar tract. The secondary order neurons of this nucleus pass to the inferior
ipsilateral cerebellar peduncle to reach the spinocerebellum.

5.3.5. Other spinocerebellar tracts. There are additional ascending direct and indirect
spinocerebellar pathways. The spinocervical tract relays in the lateral cervical nucleus and
projects to the ventral postero-lateral (VPL) nucleus of the thalamus. The spinohypothalamic and
spinoamygdalar tract provides sensory input to areas of the nervous system involved in
controlling autonomic, endocrine and emotional responses. Sensory information from the
hindlimbs is also relayed by indirect spinoreticulocerebellar pathways through at least two
olivocerebellar pathways: the indirect spinoreticuloolivocerebellar tract and the direct
spinoolivocerebellar tract.

These pathways provide necessary information regarding the current status of reflex pathways,
as well as muscle tone, length and tension that consent the cerebellum to coordinate and regulate
motor activity.

5.4. The brain connection — Conscious proprioception

According to Proske and Gadivia [4] there are at least two reasons for including body schemas
and images in the study and discussion of proprioception. “First, while proprioceptors provide
information about position and movement of the limb, they are unable to signal the length of
limb segments and therefore the absolute location of the limb in space. Second, there is the issue
of body ownership”. The blind movement of a limb, while proprioceptive feedback informs us
about the movement, we need to be able to identify the moving limb as our own [78,79].
Carruthers has proposed that all representations of the body are available to consciousness [80].
“On-line,” newly constructed body representations, provided by inputs from vision, touch, and
proprioception, generate a perception of the body as it actually is at any moment in time, an image
which is able to change from moment to moment. It is distinguished from an “off-line”
representation constructed, in part, from current sensory inputs, in part, from stored memories
and is available to consciousness both immediately and after retrieval of memories.
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In the last times neuroimaging has strongly contributed to the knowledge of the central activity
patterns produced by proprioceptive stimuli, to the recognition of the integration of
proprioceptive inputs with inputs from other senses and the identification of central areas
involved in the integration [81]. These include regions in the parietal cortex [82-85] including the
primary somatosensory cortex [86,87]. Furthermore, parts of the frontal cortex and insula
[88,89] are involved in proprioception.

5.5. The mesencephalic trigeminal nucleus

The mesencephalic trigeminal nucleusis a sensory structure located at the mesopontine
junction and contains the cell bodies of primary order afferent proprioceptors that innervate
muscle spindles of the muscles of mastication and other muscles of the head and neck (Lazarow,
2 cobo). Whether these primary sensory neurons are generated directly in brain or have a
of neural crest origin is stell debated Classically it has been regarded as a representation of a
peripheral sensory ganglion similar to DRG that became incorporated into de brainstem during
embryonic development, although molecular studies support a central origin for these cells.
(Miiller F1, O'Rahilly R, 2011; Dyer et al., 2104).

It projects to the dorsolateral division of the trigeminal motor nucleus and to the supratrigeminal
nucleus, which are involved in humans in the jaw-jerk reflex and the periodontal-masseteric reflex
[92] (for a review see [93]).

6. Propioception from a clinical perspective: Causes for impaired
proprioception

Proprioception is critical factor for stability, and it is well known it deteriorates in aged people
[94]. In fact, the proprioceptive system undergoes significant structural and functional changes
with ageing which cause a progressive decline in somatosensibility including proprioception [95-

971.

Ageing courses with muscle weakness from sarcopenia, decrease in the number of intrafusal fibers
in muscle spindles, and denervation. All together these facts diminished muscle force and
consistently the proprioception which, in turn determinate the increase in falls in the elderly with
clinical and public health consequences. The specific relationship between muscle strength and
proprioception should be explored further as it may provide a basis for the claim that exercise
improves standing stability. Interestingly, to achieve a reduction in the incidence of falls, it is not
sufficient to improve muscle strength alone as exercises are required which actually challenge
standing stability. These changes might contribute to the frequent falls and motor control
problems observed in older adults. On the structural level, muscle spindles in aged humans
possess fewer intrafusal fibers, an increased capsular thickness and some spindles which show
signs of denervation [98,99].

A variety of neurological diseases are characterized by irregular, jerky movement or posture due
to loss of proprioceptive sensory feedback, a disturbance called afferent ataxia. The affected
neurons are primary sensory neurons in the dorsal root ganglia relaying body position and
movement (proprioception) to the central nervous system. Proprioception dysfunction can be
caused by injuries and disorders that affect any part of the proprioceptive system between the
sensory receptors that send the signals to the parts of the brain that receive and interpret them.
The risk of proprioception loss increases as we age due to a combination of natural age-related
changes to the nerves, joints, and muscles. Examples of injuries and conditions that can cause
proprioceptive deficit include: brain injuries, herniated disc, arthritis, multiple sclerosis (MS),
stroke, autism spectrum disorder (ASD), diabetes, peripheral neuropathy, Parkinson’s disease,
Huntington’s disease, ALS (amyotrophic lateral sclerosis), or Lou Gehrig’s disease. joint injuries,
such as anankle sprainorknee sprain, joint replacement surgery, such as hip
replacement or knee replacement, Parkinson’s disease. Primary proprioceptive neurons may be
the target of hereditary, developmental, degenerative, toxic, inflammatory and autoimmune
pathology. Accordingly, typical clinical consequences of pathology affecting proprioceptive
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neurons, in addition to afferent ataxia, include loss of deep tendon (stretch) reflexes and of
conscious perception of position and movement of body parts, often associated with loss of
perception of vibration [9]. Recently, Dionisi and co-workers have obtained proprioceptive
primary sensory neurons from iPSCs, and the generation of intrafusal fibers in vitro are opening
new perspectives for the treatment of some ataxia linked to altered primary proprioceptive
neurons [100,1001].
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