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RESUMEN

Introduccion y estado actual del problema: |; sonrisa es el eje de la estética en odontologia. Una parte
fundamental de la sonrisa son los labios, que delimitan y enmarcan el resto de la boca. Cada vez son mas
frecuentes las intervenciones estéticas y cosmeéticas sobre los labios. Sin embargo, existen pocos estudios
que analicen su inervacion en humanos. Ademas de la inervacidon somatosensorial, los labios tienen
inervacion propioceptiva. Para desarrollar la mayoria de las funciones que les son propias, los musculos
situados en su espesor necesitan tener tono, que depende de la inervaciéon propioceptiva. Los
mecanorreceptores especificos de la propiocepcion son los husos neuromusculares pero hasta la fecha no
han sido descritos en la musculatura labial, si bien estudios recientes han puesto en entredicho esta
concepcion. En cuanto a la inervacién somatosensorial, con independencia del 6rgano, se establece en
base a estudios funcionales y a los morfotipos de formaciones nerviosas sensitivas que contiene. Se acepta
comUnmente que los labios, especialmente el bermelldn, estén muy inervados y detectan, sobre todo,
sensaciones tactiles y térmicas. Sin embargo, no hay estudios recientes sobre este tema en humanos,
aunque la inervacidon somatosensorial microscopica ha sido descrita ampliamente en mamiferos. En cuanto
a la inervacion propioceptiva labial los estudios son casi inexistentes.

Por otro lado, teniendo en cuenta que el dcido hialurénico es la molécula mas utilizada en estética labial se
ha analizado la distribucion del receptor CD44 en las células labiales y sus posibles efectos perniciosos.

Hip6tesis y Objetivos:

Hipétesis: Los labios humanos, para cumplir con las funciones que normalmente realizan, deben de poseer
un aparato nervioso intrinseco aferente (somatosensorial y propioceptivo) bien desarrollado y presentar
formaciones nerviosas sensitivas diferenciadas.

El objetivo general del estudio es contribuir al conocimiento de la neuroanatomia de los labios humanos
en el contexto de la estética de la sonrisa.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Estudiar la inervacién somatosensorial de ia piel, bermellén y mucosa de los labios, identificando los
morfotipos de formaciones nerviosas sensitivas, la localizacion en relacion con la epidermis y la mucosa
labiales, ademas de su perfil inmunohistoquimico.

2. Analizar la distribucién en el bermelldn, dentro de esas formaciones nerviosas sensitivas de canales
idnicos mecanosensibles (PIEZ02, canal idnico sensible al dcido 2 -ASIC2- y potencial de receptor
transitorio vanilloide 4 -TRPV4-) y termosensibles (potencial de receptor transitorio melastatina 2y 8 -
TRPM2 y TRPM8- 0 TRPV1




3. Analizar el aparato nervioso propioceptor de los musculos de los labios para confirmar o denegar la
presencia de husos neuromusculares en ellos, e identificar las formaciones nerviosas que los sustituyen.
4. Estudiar la distribucién de la inmunorreaccion para CD44 en los labios humanos considerandolo como
base para una posible actividad biolégica del acido hialurdnico en las células que lo expresan.

Material y Técnicas:
Para la realizacién del presente estudio se utilizaron secciones de tres labios superiores y dos inferiores, de

la coleccion de laboratorio de Grupo de Investigacion Acreditado SINPOS de la Universidad de Oviedo.
Originalmente, las piezas se fijaron en formol al 10% y se incluyeron de manera rutinaria en parafina, y en
el momento del uso se cortaban en secciones seriadas de 10 um de espesor. Algunos cortes representativos
se tifieron con tricrémico de Masson para determinar los detalles estructurales. Las secciones
desparafinadas vy rehidratadas se procesaron para inmunohistoquimica indirecta utilizando el kit de
deteccién Leica Bond. Los anticuerpos primarios utilizados fueron para marcar selectivamente axones
(proteinas de neurofilamentos: PFN; enolasa neuronal especifica: NSE), células de Schwanny las células de
la glia terminal (proteina $100: S100P), células del endoneuro (CD34), células del perineuro (Glutl),
receptor para el dcido hialurénico), cadena pesas de miosina (MHC), mecanoproteinas (PIEZO2, ASIC2 y
TRPV4) y canales termosensibles (TRPV1, TRPM2 y TRPMS)

Resultados: 1) Piel: En asociacién con la papila de los foliculos pilosos se encuentran corpusculos tipo Ruffini
y células de Merkel PIEZO2 positivas. 2) Bermellén: Tiene dos tipos predominantes de formaciones
nerviosas. El primero se localiza en las papilas dérmicas, de morfologia irregular y de eje mayor
perpendicular a la superficie; se identificaron como corplsculos de Meissner. Los corpusculos de Meissner
de los labios son capsulados, no tienen células laminares compactas y la intensidad de inmunorreaccion
para la $100P es siempre menor que en las células de Schwann de las fibras nerviosas que los suplen. Por
otro lado, el patrén de expresién de la NSE no sigue el tipico del ax6n de ese tipo de corplsculos, sino que
es mds compacto y tiene un aspecto puntiforme. El segundo, correspondiente a los denominados
corpusculos glomerulares, se dispone por debajo del epitelio, no es capsulado, es de aspecto redondeado
y compacto, y tanto los marcadores axénicos como los de la glfa terminal adoptan aspecto puntiforme y
glomerular. Los axones de los corpusculos de Meissner y glomerulares expresan inmunorreaccion para
ASIC2 y PIEZO2. 3) Mucosa labial: contiene escasas formaciones nerviosas sensitivas de dificil filiacion
morfoldgica. En cuanto a la inervacién propioceptiva, no se observaron propioceptores tipicos, pero si
abundantes formaciones nerviosas sensitivas similares a los corpisculos Ruffini y Pacini, cuyos axones son
positivos para la mecanoproteina PIEZO2.

Conclusiones:

Tras un analisis detallado de los resultados y de la oportuna discusién de estos, hemos llegado a las

siguientes conclusiones:

1. Los foliculos pilosos de la piel hirsuta de los labios tienen asociados corpusculos de tipo Ruffini-like y
paciniformes. Las células de Merkel en relacion con las papilas expresan inmunorreaccion para la
mecanoproteina PIEZO2.

2. Enel bermellén se han localizado dos morfotipos de corpisculos sensitivos: corpusculos de Meissner
y glomerulares, con diferentes patrones de densidad y localizacion en los labios superior e inferior.

3. Los corpusculos de Meissner son capsulados, tienen una citoarquitectura y patrén de inmunomarcaje
distintos de los de la piel glabra. Sus axones presentan inmunorreaccién para ASIC2 y PIEZO2.

4. Los corplsculos glomerulares son acapsulados, y tienen una citoarquitectura semejante a la de otras
localizaciones anatémicas, especialmente genitales. Sus axones presentan inmunorreaccion para
ASIC2 y PIEZO2.

5. La inervacién propioceptiva de los labios humanos, especialmente el musculo orbicularis oris, esta
representada por distintos morfotipos de corpusculos sensitivos Ruffini-like y Pacini-like, con axones
PIEZO2 positivos, y por la ausencia de husos neuromusculares.

6. El receptor para el acido hialurénico CD44 se expresa de manera ubicua en todos los tejidos labiales
diferenciados pero no en los telocitos CD34 positivos. Ello sugiere que a nivel de los labios el dcido
hialurénico no tienen efectos proliferativos ni de diferenciacién celular
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SUMMARY

Introduction and state of the art: The smile is the axis of aesthetics in dentistry. A fundamental part of
the smile are the lips, which delimit and frame the rest of the mouth. Aesthetic and cosmetic interventions
of the lips are becoming more frequent, even so there are very few anatomical studies and fewer that study
the sensitive part of lips. In addition to somatosensory innervation, the lips have proprioceptive
innervation. To develop most of the functions inherent to the lips, the muscles located inside need to have
tone, which is related to proprioceptive innervation. The specific mechanoreceptors of proprioception are
the neuromuscular spindles but they have not been described yet in the labial region. The orbicularis
muscle of the lips is the main one and is the one which the thesis is focused, currently its classic description
is questioned. As for somatosensory innervation, regardless of the organ, it is established based on
functional studies and the types of sensory nerve formations it contains. it is commonly accepted that the
lips, especially vermilion, has a great innervation, and very discriminatory, especially tactile and thermal.
However, there are no recent studies on this topic in humans. Microscopic somatosensory innervation has
been widely described in animals, but in humans’ studies are very limited as is proprioceptive innervation.
On the other hand, considering that hyaluronic acid is the most used molecule in lip aesthetics, the
distribution of its CD44 receptor in them has been analyzed.

Hypotheses and Objectives:

Hypothesis: Human lips to fulfill the functions they normally perform must have a well-developed
afferent intrinsic nervous apparatus (somatosensory and proprioceptive) and present differentiated
sensory nerve formations.

The general objective of the study is to contribute to the knowledge of the anatomy of human lips in the
context of smile aesthetics.

The specific objectives are as follows:

1. To study the somatosensory innervation of the skin, vermilion and mucosa of the lips identifying
the morphotypes of sensory nerve formations, the location in relation to the epidermis and labial
mucosa, in addition to their immunohistochemical profile.

2. Analyze the distribution in the vermilion, within these sensory nerve formations of
mechanosensitive ion channels {PIEZO2, acid-sensitive ion channel 2 -ASIC2- and vanilloid transient
receptor potential 4 -TRPV4-) and thermosensitive (transient receptor potential melastatin 2 and 8 -
TRPM2 and TRPM8- or TRPV1

3. Analyze the proprioceptor nervous system of the muscles of the lips to confirm or deny the
presence of neuromuscular spindles in them and identify the nerve formations that replace them.

4. To study the distribution of the immunoreaction for CD44 in human lips considering it as a basis for
a possible biological activity of hyaluronic acid in the cells that express it.

Materials and Techniques: To carry out the present study, sections of three upper and lower lips from the
laboratory collection of the SINPOS Accredited Research Group of the University of Oviedo were used.
Originally, the parts were fixed in 10% formaldehyde and routinely included in paraffin, and at the time of
use were cut into seria! sections 10 um thick. Some representative cuts were stained with Masson
trichrome to determine structural details. Dewaxed and rehydrated sections were processed for indirect
immunohistochemistry using the Leica Bond detection kit. The primary antibodies used were to selectively
label axons (neurofilament proteins: NFP; neuronal enolase specific: NSE), Schwann cells and terminal glial
cells (5100 protein: $S100P), endoneurium cells (CD34), perineurium cells {Glutl), receptor for hyaluronic
acid), myosin weight chain (MHC), mechanoproteins (PIEZ02, ASIC2 and TRPV4) and thermosensitive
channels (TRPV1, TRPM2 and TRPM8)

Results: 1) Skin: [n association with the papilla of hair follicles are Ruffini corpuscles and Merkel cells PIEZO2
positive. 2) Vermillion: It has two predominant types of nerve formations. The first morphotype is in the
dermal papillae, of irregular morphology and major axis perpendicular to the surface; they were identified
as Meissner corpuscles. The Meissner corpuscles of the lips are capsulated, do not have compact lamellar
cells and the immunoreaction intensity for S100P is always lower than in the Schwann cells of the nerve
fibers that supply them. On the other hand, the expression pattern of the NSE does not follow the typical
axon of this type of corpuscle but is either more compact or has a pointed appearance. The second,
glomerular corpuscles, is arranged below the epithelium, is not capsulated, is rounded and compact, and
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both axon markers and glial markers end terminal adopt a pointed and glomerular appearance. Meissner's
and glomerular corpuscle axons express immunoreaction for ASIC2 and PIEZO2. 3) Labial mucosa: contains
few sensory formations of difficult morphological filiation. As for proprioceptive innervation, no typical
proprioceptors were observed but they did find abundant sensory nerve formations like Ruffini and Pacini-
like, whose axons are positive for the mechanoprotein PIEZO2,

Concluding remarks: After a detailed analysis of the results and the timely discussion of these, we have

reached the following conclusions:

1. The hair follicles of the hirsute skin of the lips have associated Ruffini-like and paciniform corpuscles.
Merkel cells in relation to papillae express immunoreaction to the mechanoprotein PIEZO2.

2. Two morphotypes of sensory corpuscles have been in the vermilion: Meissner's and glomerular
corpuscles, with different patterns of density and location in the upper and lower lips.

3. Meissner’s corpuscles are capsulated, have a cytoarchitecture and immunolabelling pattern distinct from
those of glabrous skin. Its axons have immunoreaction to ASIC2 and PIEZO2.

4. The glomerular corpuscles are capsulated and have a cytoarchitecture like that of other anatomical
locations, especially genital. Its axons have immunoreaction to ASIC2 and PIEZO2.

5. The proprioceptive innervation of human lips, especially the orbicularis oris muscle oris, is represented
by different morfotypes of Ruffini-like and Pacini-like sensory corpuscles, with positive PIEZO2 axons,
and by the absence of neuromuscular spindles.

6. The receptor for hyaluronic acid CD44 is ubiquitously expressed in all differentiated labial tissues but not
in CD34 positive telocytes. This suggests that at the level of the lips hyaturonic acid has no proliferative
effects or cell differentiation.

SRA. PRESIDENTA DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN CIENCIAS DE LA SALUD
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1. Introduccion

La estética dentofacial es una aspiracion de la sociedad actual, pero no es nueva. En 1978,
Matthews publicé un articulo titulado “The anatomy of smile” en el que afirmaba: “La
anatomia de la sonrisa es una parte integral de la odontologia. Su comprension implica
un andlisis minucioso de todos los elementos de la region oral. No es suficiente establecer
el tamafio de los dientes en funcién de las lineas de labios, el tamafio de la boca [...]. Para
crear una sonrisa armoniosa, el dentista debe mantener o crear la curvatura normal de
los labios, la exposicién adecuada de la zona roja de los labios, un filtrum no distorsionado
y surcos nasolabiales inalterados. Estas entidades, mantenidas en armonia con la parte

de los dientes expuesta, constituyen la anatomia de la sonrisa”.

Treinta y cinco afios mas tarde, Andre W. Machado (2014), basandose en los trabajos de
Kokich et al. {1999), escribid “Los 10 mandamientos de estética de la sonrisa”. Se trata
de un protocolo para evaluar la estética de la sonrisa del paciente que tiene como
finalidad simplificar la aplicabilidad clinica y la planificacidn interdisciplinaria del
tratamiento de la sonrisa. El Gltimo mandamiento estd relacionado con la estructura que
enmarca la sonrisa: los labios. El canon actual de belleza incluye labios voluminosos y

mayor exposicién incisiva maxilar al sonreir, tanto en reposo como durante la funcién.

El presente trabajo de Tesis Doctoral se centra en el estudio de algunos aspectos de la
anatomia e inervacién de los labios; sin un conocimiento adecuado y preciso de esos dos
aspectos resulta dificil entender las intervenciones estéticas quirurgicas sobre ellos (ver
Stanley et al., 2017; Biglioli y Allevi, 2023). Ademas, se analiza la posible accion bioldgica

de uno de los compuestos mds utilizados en cosmética labial, el acido hialurénico (AH).

En el estudio se analiza la inervacion somatosensorial (ver Martin-Alguacil et al., 2021) de
los labios. La somatosensibilidad de los labios humanos, sobre todo del bermelldn, es alta.
Sin embargo, los estudios sobre el tema son muy escasos (Seto, 1963; Nolano et al.,
2013). Los estudios de microneurografia sugieren que en los labios humanos existen
aferentes mecanoreceptivos de bajo umbral (LTMR) (Trulsson y Johansson, 2002;

Bukowska et al., 2010; Trulsson y Essick, 2010), que en la piel corresponden a los
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complejos de células de Merkel-neurita, los corpUsculos de Ruffini y los corpusculos de
Meissner, respectivamente (Zimmerman et al., 2014; Cobo et al., 2021). Mediante
técnicas de inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos contra marcadores axonicos,
gliales y proteinas relacionadas con la mecanotrasduccién, se ha analizado en detalle la

inervacion de los labios superior e inferior (Cobo et al., 2020).

Ademés de la inervacién somatosensorial, los labios tienen inervacion propioceptiva.
Para desarrollar la mayoria de las funciones inherentes a los labios, los musculos situados
en su espesor, especialmente el orbicularis oris, necesitan tener tono, que esta
relacionado con la inervacién propioceptiva. Los mecanorreceptores especificos de la
propiocepcién son los husos neuromusculares (ver Cobo et al., 2021) y los musculos
faciales carecen de estas formaciones sensitivas que son sustituidas por otras estructuras
que cumplen esa misma funcién (Cobo et al., 2017a); la inervacién propioceptiva de los
musculos cefalicos depende exclusivamente del nervio trigémino (Lazarov, 2007) a traves
de las uniones que establece con el nervio facial (Cobo et al., 2017b, 2019, 2021).
Trabajos previos de nuestro grupo de investigacién no han podido demostrar nunca
husos neuromusculares en los musculos inervados por el facial. Sin embargo,
recientemente May et al. (2018, 2022) han demostrado la existencia de husos
neuromusculares en el musculo platisma coli, y Omstead et al. (2023) afirman que los
musculos faciales de la mayor parte de los vertebrados los contienen. En esta Tesis
Doctoral también se investiga, de nuevo, su existencia en el musculo orbicular de los

labios humanos.

La tesis se completa con un trabajo sobre la manipulacién cosmética no quirurgica de los
labios. Segun Chiu et al. (2016) y Bukhari et al. (2018), de todas las intervenciones de
medicina estética sobre los labios el 85% utiliza dcido hialurdnico (AH). Este compuesto,
del cual existen numerosos preparados comerciales, se cree que tiene preferentemente
un efecto mecdnico de relleno y que, debido a sus propiedades hidrofilicas, actua
aumentando el volumen de los tejidos donde se inyecta. Sin embargo, no se puede
descartar que, ademads, ejerza un efecto bioldgico. Se sabe que el AH es capaz de unirse
a diferentes receptores celulares, especialmente al CD44 (Savani et al., 2001; Weng et

al., 2022). Eso equivale a afirmar que si los musculos o en las células de los tabiques de
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tejido conectivo localizados entre ellos expresan CD44, el AH puede tener un papel
bioldgico ademds del mecénico. De ser asi, es de gran importancia identificar si los
receptores estan en las células musculares o en lo fibroblastos-fibrocitos de los tabiques,
ya que la activacién de CD44 produce proliferacidn, adhesién y/o migracion celular,

reorganizacién del citoesqueleto y angiogénesis (Toole 2004; Weng et al., 2022).

En base a lo expuesto en los parrafos anteriores, esta Tesis Doctoral pretende contribuir
al conocimiento de la neuronatomia de los labios humanos estudiando su inervacion
somatosensorial y propioceptiva; ademas, se analizara el posible papel bioldgico del AH

en los labios.
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2. Estado actual del
problema
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2. Estado actual del problema

2.1. Introduccion

Los labios son una barte del rostro humano esencial para la expresién facial, la
masticacion, el habla y la fonacion, el tacto y la sensacién térmica, la atraccion fisica y la
sexualidad. En la actualidad representan una de las regiones anatémicas sobre las que
mas se actla en los tratamientos quirdrgicos y estéticos (DeJoseph et al., 2018; Kar et al.,

2018; Holden, 2020; Boson et al., 2021).

hairy skin

esoanw

vermiflion

Figura 2.1.1.- Seccién transversal del tercio central de un labio superior humano (izquierda). Los detalles
corresponden a la piel (a), el segmento externo (b) e interno (c) del bermelldn, y la mucosa labial (D).

Estructuralmente son dos pliegues musculo-cutaneo-mucosos que contienen musculos,
vasos y nervios (Hur et al., 2010; Shim et al., 2008; Piccinin y Zito, 2022). Su superficie
externa es piel con vello, con abundantes glandulas sudoriparas y glandulas sebéceas; la
superficie interna esta revestida con una mucosa hdmeda; y los bordes estén cubiertos
con una capa epitelial de transicion llamada bermellén (vermillion en la literatura en

inglés; ver Boukovalas et al., 2017). (Figura 2.1.1)

Los labios reciben inervacidn somatosensorial a través de ramas del nervio infraorbitario
(labio superior; Hwang et al., 2004, 2007) y del nervio mentoniano (labio inferior; Alsaad
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et al., 2003; Hu et al., 2006, 2007a,b) del nervio trigémino. Ademas, el nervio facial por
medio de la rama bucal proporciona inervacién motora al orbicularis oris, musculos
elevadores del labio y musculos del dngulo de los labios, mientras que la rama mandibular
marginal suministra inervacién motora a |la mayoria de los musculos responsables de la
depresién del labio (Hwang et al., 2006; Cataneo y Pavesi, 2014). La zona labial mas

ricamente inervada es el bermellén (Rath y Essick, 1990).

Figura 2.1.2.- Esquema (A), diseccién en cadaver fijado (B) y diseccién en cadaver fresco (C) de los mdsculos
de los labios. A. 1: orbicularis oris; 2: lateral levator labii superioris alaeque nasi; 3: levator labii superioris;
4: levator anguli oris; 5 zygomaticus minor; 6:z ygomaticus major; 7:buccinator; 8: risorius; 10: depressor
anguli oris; 11 :depressor labii inferioris; 12: incisivus labii inferiors; 13: mentalis. B. 1:nasalis; 2: levator labii
superioris alaeque nasi; 3: depressor septi nasi; 4: orbicularis oris; 5: levator labii superioris; 6: zygomaticus
major; 7: levator anguli oris; 10: depressor anguli oris; 11: depressor labii inferioris; 12: mentalis. C. 1y 2:
levator labii superioris alaeque nasi; 3: zygomaticus minor; 4: zygomaticus major; 5: depressor septi nasi;
6: orbicularis oris; 7: mentalis. Apartado de von Arx et al. (2018).

Un apartado de esta Tesis se centra en la inervacion propioceptiva de los musculos de los
labios, en especial del musculo orbicularis oris. Los labios humanos se disponen en dos
planos, superficial y profundo, separados entre si por una capa de tejido conectivo que
contiene ramas del nervio facial. Los musculos profundos son el orbicularis oris y el
musculo buccinador; los superficiales son el mentalis, risorious, zygomaticus major y
minor, levator labii superioris, levator labii superioris alaquae nasi, depressor anguli oris
and depressor labii inferiors y algunas partes del orbicularis oris (Pessa et al., 1998; Shim
et al., 2008; Hur et al., 2010; Marur et al., 2014) (Figura 2.1.2). Recientemente han sido
puestas en entredicho las descripciones anatomicas cldsicas, ya que algunos textos y

articulos afirman que no hay fibras musculares del masculo orbicularis oris en el labio
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superior. Sin embargo, Park et al. (2022) las encontraron con regularidad en todas las
disecciones realizadas. Conocer |la anatomia de este musculo es crucial para mejorar los
procedimientos cosméticos y quirdrgicos realizados sobre el labio superior, asi como la

correccién de Ja sonrisa gingival.

2.2. Inervacion somatosensorial de los labios

La inervacidon somatosensorial de cualquier érgano se establece en base a estudios
funcionales y a los tipos de formaciones nerviosas sensitivas que contiene. Se acepta
comunmente que los labios, especial el bermellén, tiene una gran inervacion, y muy
discriminatoria, especialmente tactil y térmica. Sin embargo, no hay estudios recientes

sobre este tema en humanos.

La inervacién somatosensorial microscépica de los labios ha sido ampliamente
investigada en diferentes especies de mamiferos como ratén (Yamamoto et al., 1981),
rata (Yamamoto et al., 1986; Tachibana et al., 1987a; Watanabe et al., 2013), gatoy cerdo
enano (Tachibana et al., 1989), perro (Tachibana et al., 1987a), Monodelphis domestica
(Schulze et al., 1983), o el mono Cebus apella (lyomasa et al., 1978). En todas estas
especies se identificaron diferentes morfotipos de corpusculos sensitivos en |a piel labial,

bermelldn y mucosa labial (véase también Watanabe, 2004).

Sin embargo, los datos en humanos no son abundantes. La literatura clasica fue
actualizada hace 60 afios por Seto (1963) quien informé la presencia de "terminaciones
sensoriales ramificadas complejas", "cuerpos glomerulares no encapsulados",
“"terminaciones glomerulares encapsuladas (cuerpo nervioso genital tipo )" vy
"terminaciones sensoriales plexiformes". Més recientemente, Nolano et al. (2013), en
muestras de labios biopsiados, observaron abundantes fibras nerviosas intraepiteliales,
complejos piloneurales de fibras no mielinizadas y mielinizadas, ademés ocasionalmente
corpusculos similares a los de Meissner, complejos de células de Merkel-neurita y

corpusculos similares a los de Ruffini.
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Por otro lado, los resultados de los estudios de microneurografia también apoyan la
presencia de diferentes categorias de aferentes mecanoreceptivos de bajo umbral (low-
threshold mechanoreceptors: LTM) en los labios, incluidos los LTM de adaptacién lenta
(SA) de tipo | y tipo II, y los LTM de adaptacidn rapida (AR) de tipo |, pero no los de AR
tipo Il (Trulsson y Johansson, 2002; Bukowska et al., 2010; Trulsson et al., 2010).
Estructuralmente corresponden a complejos célula-neurita de Merkel, corpusculos de

Ruffini y corptisculos de Meissner, respectivamente (Zimmerman et al., 2014; Cobo et al.,

2021).

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha planificado la realizacién de un estudio que
analice la inervacion somatosensorial de los labios humanos adultos en base a la
morfologia de las formaciones nerviosas sensitivas, su perfil inmunohistoquimico (ver
Cobo et al., 2021) y la aparicién dentro de esas formaciones de canales idnicos
involucrados en la mecanodeteccién (PIEZO2, canal idnico sensible al dcido 2 -ASIC2-y
potencial de receptor transitorio vanilloide 4 -TRPV4-) y |a deteccion de temperatura
(potencial de receptor transitorio melastatina 2 y 8 -TRPM2 y TRPM8- o TRPV1) (ver

Martin-Alguacil et al., 2022).

2.3. Inervacién propioceptiva de los labios

Aparte de la inervacién somatosensorial y motora, los labios tienen inervacion
propioceptiva responsable del mantenimiento del tono muscular de los musculos que
contienen (Neilson et al., 1979). La propiocepcion juega un papel clave en la expresion y
coordinacion facial, la regulacion de la fuerza masticatoria y el comportamiento oromotor
y la comunicacion facial no verbal, asi como en los reflejos orofaciales relacionados con
el habla, la deglucién, |a tos, el vémito o la respiracion (Wild et al., 2003; Kang et al., 2005;
van der Bilt, 2011; Hontanilla y Marre, 2013; Schétz et al., 2013; Cattaneo y Pavesi, 2014;
Frayne et al., 2016) .

La inervacién propioceptiva de los musculos faciales, incluidos los labiales, no es
completamente conocida, pero se acepta que reciben fibras nerviosas propioceptivas del
trigémino a través de las conexiones trigémino-facial (Lazarov, 2007; Won et al., 2014;
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Cobo et al., 2017b). Sin embargo, los mUsculos faciales carecen de propioceptores tipicos,
es decir, husos musculares (Cattaneo y Pavesi, 2014), que son reemplazados por otras

formaciones nerviosas sensitivas con propiedades propioceptivas (ver Cobo et al., 2017a;

2019).

Para realizar intervenciones precisas y con éxito sobre los labios, es necesario
comprender la anatomia y fisiologia de esta regién anatémica. Uno de los estudios que
se han llevado a cabo en esta Tesis Doctoral fue el de la inervacién propioceptiva de los
labios humanos adultos. Se basa en la identificacién de propioceptores
morfolégicamente diferenciados y la deteccidn dentro de ellos de PIEZO2, un canal idnico
mecanosensible que se considera involucrado en la propiocepcién (Woo et al., 2015;
Nagel y Chesler, 2022). Esta parte del trabajo tiene como objetivo proporcionar un
andlisis detallado de la inervacién propioceptiva de los labios humanos que pueda servir
para todas las especialidades médicas y odontoldgicas que manipulan los nervios de los
labios con fines terapéuticos (especialmente transposiciones nerviosas en el tratamiento

de paralisis faciales; Liu et al., 2019).

2.4. El 4cido hialurdnico en la estética labial humana

Como se expuso en apartados anteriores, los labios son uno de los objetivos mas
comunes en los tratamientos estéticos faciales (Kar et al., 2018; Holden, 2020). Segun la
Sociedad Americana de Cirugfa Plastica y Estética, més del 85% de todos los rellenos
dérmicos no quirtrgicos con fines estéticos se realizan con alguno de los derivados del
AH (Chiu et al., 2016; Bukhari et al., 2018). La popularidad de este compuesto se debe a
su efectividad, facilidad de administracion y perfil de seguridad (Beasley et al., 2009). Las
formulaciones inyectables intradérmicas de AH proporcionan una herramienta atractiva
para contrarrestar el envejecimiento de la piel (por ejemplo, arrugas faciales, sequedad
y pérdida de elasticidad; Bravo et al., 2022) y restaurar las funciones dérmicas normales,

a través de procedimientos simples y minimamente invasivos (Bukhari et al., 2018).

El uso de HA, o hialuronano, en medicina estética se basa principalmente en el efecto
mecanico de llenado entre los planos de escisién del sistema musculo-aponeurdtico
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superficial de la cara (Fagien et al., 2019). Pero ademads, el AH tiene efectos
bioestimulantes a través de la interaccién con receptores de membrana como CD44,
receptores tipo toll (TLR-4), molécula de adhesién 1 (ICAM-1), integrinas y receptor para
la motilidad mediada por HA (RHAMM) (Savani et al., 2001; Jiang y otros, 2007; Vigetti et
al. 2014; Avenoso et al.,, 2018; Weng et al., 2022). En particular, las actividades
fisioldgicas de los receptores CD44, que se unen principalmente a cadenas largas de HA,
participan en la proliferacién celular, adhesion y migracion, angiogénesis y citoesqueleto

(Toole 2004; Weng et al., 2022).

Sin embargo, se desconoce si el efecto del AH en los tratamientos estéticos faciales,
incluidos los labios, es puramente mecénico o también bioldgico, y si es biolégico cuales
son las posibles dianas celulares. En la presente investigacidn se analizé la presencia y
distribucion de CD44 en los tejidos de los labios humanos prestando especial atencién a
la presencia de CD44 en los telocitos cutaneos que participan en la homeostasis tisular,

morfogénesis, regeneracién y reparacién (Diaz-Flores et al., 2016, 2021).
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3. Hipotesis y Objetivos
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Hipotesis
Los labios humanos, para cumplir con las funciones que normalmente realizan, deben de

poseer un aparato nervioso intrinseco aferente (somatosensorial y propioceptivo) bien

desarrollado y presentar formaciones nerviosas sensitivas diferenciadas.

Objetivos

El objetivo general del estudio es contribuir al conocimiento de la neuroanatomia de los

labios humanos en el contexto de la estética de la sonrisa.

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Estudiar la inervacién somatosensorial de la piel, bermellén y mucosa de los labios
identificando los morfotipos de formaciones nerviosas sensitivas, su localizacion en
relacibn con la epidermis y la mucosa labiales, ademas de su perfil

inmunohistoquimico.

2. Analizar la distribucion en el bermelldn, dentro de las formaciones nerviosas sensitivas
de canales ionicos mecanosensibles (PIEZO2, canal idnico sensible al dcido 2 -ASIC2-
y potencial de receptor transitorio vanilloide 4 -TRPV4-) y termosensibles (potencial

de receptor transitorio melastatina 2 y 8 -TRPM2 y TRPMS8- o TRPV1

3. Analizar el aparato nervioso propioceptor de los musculos de los labios, en especial del
musculo orbicularis oris, para confirmar o denegar la presencia de husos

neuromusculares en ellos, y si no los hay identificar las formaciones nerviosas que los

sustituyen.

4. Estudiar la distribucién de la inmunorreaccién para CD44 en los labios humanos
considerdndolo como base para una posible actividad bioldgica del dcido hialurdnico

en las células que lo expresan.
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4. Material y técnicas

4.1. Material

Para la realizacién del estudio se utilizaron secciones de tres labios superiores y dos
inferiores, de la coleccion de laboratorio de Grupo de Investigacion Acreditado SINPOS
(Registro Nacional de Biobancos, Seccidn colecciones, Ref. C-0001627). La edad de los
sujetos era de 60, 66, 72, 75 y 89 afios, 3 mujeres y 2 hombres. Los labios se dividieron
en tres zonas: medial (entre ambas crestas del filtrum en el labio superior y un segmento
central de 2 cm en el labio inferior), lateral (2 cm medial a la comisura oraI)'y medio (entre
los dos anteriores). Originalmente, las piezas se fijaron en formol al 10% y se incluyeron
de manera rutinaria en parafina, y en el momento del uso se cortaban en secciones
seriadas de 10 um de espesor. Algunos cortes representativos se tifieron con tricromico

de Masson para determinar los detalles estructurales.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacidn Biomédica del Principado de

Asturias, Espafia (Cod. CEIm, PAst: Proyecto 266/18).

4.2, Técnicas

4.2.1. Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia
Las secciones desparafinadas y rehidratadas se procesaron para inmunohistoguimica
indirecta utilizando el kit de deteccidn Leica Bond™ (Leica Biosystems™, Newcastle, Reino

Unido) siguiendo [as instrucciones del fabricante.

Los anticuerpos primarios utilizados marcan selectivamente axones (proteinas de
neurofilamentos: PFN; enolasa neuronal especifica: NSE), células de Schwann y las células
de la glia terminal (proteina S100: S100P), células del endoneuro (CD34), células del
perineuro (Glutl), receptor para el acido hialurdnico (CD44), cadena pesada de miosina
(MHC), mecanoproteinas (PIEZO2, ASIC2 y TRPV4) y canales termosensibles (TRPV1,
TRPM2 y TRPMS8) (ver Tabla 4.2.1). La inmunohistoquimica indirecta incluyd varios

controles negativos y positivos, asi como controles internos positivos y negativos.
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Tabla 4.2.1.- Anticuerpos primarios utilizados en el estudio

Antigeno Origen Dilucién Suministrador
CD34 (clone QB-END/10) Ratén Prediluido Master Diagnostical
CD44 Conejo 1:200 BosterBiological?
Glutl Conejo 0.5 pg/ml Cell Marque?
MHC Conejo 1:200 ThermoFisher 5%
NSE (clone BBS/NC/VI-H14) Ratén 1:1000 Dako?®

NFP (clone 2F11) Raton 1:100 Dako®

PIEZO2 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich®
TRPM?2 Conejo 1:100 ThermaoFisher $*
TRPMS8 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich®
TRPV1 Conejo 1:200 Sigma-Aldrich®
TRPV4 Conejo 1:200 LifeSpan’

ASIC2 Conejo 1:200 LifeSpan’

S100 protein (clone 4C4.9) Raton 1:1000 ThermoFisher 54
$100 protein . Conejo 1:1000 Dako®

1Granada, Spain; 2Pleasanton, CA, USA; 3Freemont, CA, USA; “Seattle, WA, USA;
>Glostrup, Denmark; 6Saint Louis, MS, USA; “Seattle, WA, USA.

Ademds, en secciones desparafinadas y rehidratadas se realizdé doble
inmunofluorescencia, para detectar simultdneamente S100P y CD34, y CD34 y CD44.
Brevemente, se redujo la unién no especifica (incubacion durante 30 minutos con una
solucién de albUmina sérica bovina al 5% en solucidn salina tamponada con Tris (TBS), pH
7.4). Las secciones se incubaron durante la noche a 4 ° C en una cdmara himeda con una
mezcla 1: 1 (v/v) de anti-S100P y anti-CD34 o anti-CD34 y CD44. Después del lavado, las
secciones se incubaron durante 1 hora con IgG de cabra anti-conejo conjugado con Alexa
FlGor 488 (Serotec™, Oxford, Reino Unido, diluido 1:1000), se enjuagaron nuevamente y
se incubaron durante 1 hora con un IgG de cabra anti-conejo conjugado con I1gG de asno
anti-ratén conjugado con Cy3 (Jackson-ImmunoResearch™, Baltimore, MD, EUA, diluido
1:50). Ambos pasos se realizaron a temperatura ambiente de 20° C, en una cdmara oscura
y himeda. A continuacién, se lavaron y montaron las secciones con Fluoromount Gold
(ThermoFisher, Runcoen, Reino Unido), y finalmente se incubaron las secciones con DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol; 10 ng / ml) para marcar los nucleos. La tincién triple se
detectd utilizando un microscopio de fluorescencia automatica Leica DMR-XA junto con
Leica Confocal Software, versién 2.5 (Leica Microsystems, Heidelberg GmbH, Alemania),

y las imagenes capturadas se procesaron utilizando el software Imagel, version 1.43 gen
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el Master Biophotonics Facility, McMaster University, Ontario, Canada
(www.macbiophotonics.ca). Como controles, se procesaron secciones representativas de
la misma manera que se describié anteriormente, utilizando sueros no inmunes de

conejo o ratdn en lugar de anticuerpos primarios u omitiendo anticuerpos primarios en

la incubacion.

4.2.2. Anilisis cuantitativo

Esta parte del trabajo se llevd a cabo para establecer la densidad de corpusculos
sensitivos en el bermelldn. Los labios se dividieron en tres zonas: central (entre ambas
crestas de filtrum en el labio superior y un segmento central de 2 cm en el labio inferior),
lateral (2 cm mediales a la comisura oral) y medio (1 cm entre las zonas medial y lateral).
Se utilizaron diez secciones de cada zona, de 10 um de espesor, separadas por 200 um,
procesadas para la deteccién de S100P para identificar corpusculos sensitivos. Las
secciones fueron escaneadas con un escaner SCN40OF {Leica Biosystems), y las capturas

fueron almacenadas y procesadas utilizando el software SlidePath Gateway LAN (Leica

Biosystems™).

Sobre las imagenes capturadas, se seleccionaron al azar 5 campos de 400 um? cada uno
y se contaron de manera independiente por dos observadores el nimero de corpusculos
sensitivos, adscribiéndolos a corpusculos de Meissner o a corpusculos glomerulares. Los
valores se expresan como la media de los corpusculos sensitivos por mm?2, Debido al bajo

nimero de corpusculos muestreados, no se realizd ningln analisis estadistico.
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5. Resultados

5.1. Inervacion somatosensorial de los labios humanos
En este apartado se analizaron los morfotipos de corplsculos presentes en los labios
humanos, especialmente en el bermellén que es considerado la zona de mayor

sensibilidad tactil y térmica.

5.1.1. Piel

Las superficie cutédnea de los labios contiene abundantes foliculos pilosos con glandulas
sebaceas asociadas. El aparato nervioso de los pelos configura complejos sistemas
circulares formados por fibras nerviosas mielinicas y amielinicas en torno a la base de los
foliculos (Figura 5.1.1.1a y b). Muchas de esas fibras expresan la mecanoproteina PIEZO2
indicando que se trata de fibras nerviosas mecanosensibles; algunas de las células

epiteliales de las bases de las papilas dérmicas también fueron PIEZO2 positivas (Figura

5.1.1.1c).
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Figura 5.1.1.1- Secciones seriadas de dos foliculos pilosos procesados para la deteccion de NSE (a) y S100P.
El aparato nervioso de los pelos de la piel de los labios expresa la mecanoproteina PIEZO2. UL: labio

superior; LL: labio inferior; hf; foliculo piloso.
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Asociados a la papila de los foliculos pilosos, ademds de los complejos piloneuronales
circulares, también se encuentran diferentes morfotipos de corpusculos sensitivos
(Figura 5.1.1.2a,d,e) especialmente de tipo Ruffini-like (Figura 5.1.1.2b,c,f,g). Consisten
en una o mds fibras nerviosas con trayectos variables y de diferentes calibres, envueltas
en una capsula bien diferenciada que, en ocasiones, delimita un espacio intracorpuscular

estd muy desarrollado.

UL

Figura 5.1.1.2.- Inervacion del bulbo piloso y de la papila dérmica. Asociados con los segmentos profundos
de la papila hay fibras nerviosas aisladas y formaciones nerviosas sensitivas de diferentes morfologias,
muchas de ellas identificables con corputsculos similares a Ruffini. UL: labio superior; LL: labio inferior.

5.1.2. Bermellén

Esta regidn labial esta formada en su superficie por un epitelio de transicién entre el de
la piel de la cara externa y la mucosa de la cara interna. Estéd densamente inervado y en
él se han encontrado, béasicamente, dos tipos de formaciones nerviosas sensitivas
corpusculares que difieren por su localizacidn y relacion con el epitelio, su morfologia y

el perfil inmunohistoquimico de las células gliales terminales.

El primer morfotipo, se encuentra localizado dentro de las papilas dérmicas, es de

morfologia irregular y en él predomina el eje perpendicular a la superficie. Estas
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formaciones sensitivas pueden asimilarse a los corptsculos de Meissner de la piel glabra
(Figura 5.1.2.1, flechas negras) El segundo morfotipo, se localiza debajo del epitelio del
bermelldn, tiene aspecto ovalada y/o redondeado, estructuralmente es poco compacto
y sutamafio es variable; son semejantes a los corpusculos glomerulares descritos en otras
regiones anatdmicas (Figura 5.1.2.1, flechas blancas), y por analogia se le ha asignado la

misma denominacidén.

Figura 5.1.2.1.-. Principales morfotipos de formaciones nerviosas sensitivas en el epitelio de transcripcién
cutdnea-mucosa del bermellén. Se han observado corpusculos de Meissner dentro de las papilas dérmicas
(flechas negras) y gldbulos giomerulares subepidérmicos (flechas blancas). e: epidermis; UL: labio superior;
LL: labio inferior.

Los corpusculos de Meissner del bermelldn, aunque por su morfologia se asemejan a los
tipicos de la piel glabra, tienen una seria de caracteristicas especificas que los diferencian
de ellos. Las que se apreciaron de manera constante fueron las siguientes: los
corpusculos de Meissner de los labios no tienen células laminares compactas vy la
intensidad de inmunorreaccion para la S100P es siempre menor que en las células de
Schwann de las fibras nerviosas que los suplen. Ademads, el patrén de expresion de la NSE
no sigue el tipico del axén de ese tipo de corpusculos, sino que es 0 mas compacto o tiene
un aspecto puntiforme (Figura 5.1.2.2). Sin embargo, igual que ocurre en los de la piel
glabra, la mayoria de ellos tienen una cépsula completa o parcial, formada por células

endoneurales CD34 positivas (Figura 5.1.2.3).
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Figura 5.1.2.2. -. Diferentes morfotipos de corpusculos de Meissner y glomerulares (flechas). La intensidad
de la inmunorreaccién para la protefna 5100 fue mas intensa en las células de Schwann de las fibras que
llegan el corplsculo que en las células gliales terminales corpusculares (células laminares). El
inmunomarcaje para NSE mostré un patrén granular de distribucién. e: epidermis; UL: labio superior; LL:
labio inferior.
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Figura 5.1.2.3.- Los corpusculos sensitivos de Meissner y glomerulares (flechas) presentan una cdpsula de
endoneuro completa o incompleta de células CD-34 positivas. E: epidermis; UL: labio superior; LL: labio

inferior.
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En lo que se refiere a los corpusculos glomerulares, presentan tanto axones como células
gliales terminales poco densos, con patrones de marcaje para NSE y S100P puntiformes
(Figuras 5.1.2.1 y 5.1.2.2e). Con carécter general, los corpusculos glomerulares labiales

carecen de capsula.

Ni en los corpusculos de Meissner ni en los glomerulares se observd inmunorreaccion
positiva para Glut-1, lo que indica que en la composicidn la cdpsula corpuscular no

participa el perineuro.

Cuando se tratdé de confirmar mediante doble inmunofluorescencia los resultados
previos, las imagenes de microscopia confocal no fueron concluyentes debido a la poca
intensidad de sefial emitida por los fluorégenos y la citoarquitectura que presentaban los
corpusculos. De cualquier forma, el patrén de marcaje de NSE fue compatible con
marcaje axonico, el de S100P con marcaje de glia terminal y el de CD34 con elementos

capsulares (Figuras 5.1.2.4 y 5.1.2.5).

Figura 5.1.2.4.- Los corpusculos sensitivos de Meissner y glomerulares (flechas) presentan una cépsula de
endoneuro completa o incompleta de células CD-34 positivas. e: epidermis.
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La deteccién de canales idnicos de diferentes familias en las células es un método
indirecto de analizar a qué estimulos responden. Con esta finalidad se estudiaron en las
secciones de labios humanos los canales iénicos mecanosensores ASIC2, TRPV4 y PIEZO2,
asi como los termosensores TRPV1, TRPM2 y TRPMS8. Los resultados fueron negativos
para TRPV4, TRPV1, TRPM2 y TRPMS8 aunque no puede afirmarse si la negatividad es
debida a razones técnicas (especialmente el inadecuado procesado de las piezas) o a la

ausencia del antigeno que se pretendia identificar.

Sin embargo, si se detectaron ASIC2 y PIEZO2. Las formaciones nerviosas sensitivas que
expresaban esas mecanoproteinas fueron corptisculos de Meissner y corplsculos
glomerulares (Figura 5.1.2.6). En ellos el patrén de inmunomarcaje fue compatible con el
de los axones de esas formaciones sensitivas. Ademas, y de manera ocasional, se
encontré PIEZO2 en las células de Merkel de la base de los foliculos pilosos (Figura

5.1.2.6a) y en terminaciones del aparato pilo-neural (Figura 5.1.1.1).

Figura 5.1.2.5.- Los corpusculos sensitivos de Meissner del bermelldn de los labios muestran
inmunorreaccion para NSE y $100, compatible con el marcaje de los axones y las células gliales terminales,
respectivamente. e: epidermis; UL: labio superior; LL: labio inferior.
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Figura 5.1.2.6.- Algunas células de Merkel asociadas a las papilas de los peios (a, flecha) y en la capa basal
de la epidermis (c) muestran inmunorreaccion para PIEZO2, asi como algunos corpusculos de Meissner (b)
y glomerulares (d). La inmunorreaccién para ASIC2 se limité a los axones de los corplsculos de Meissner.

e: epidermis.

Los resultados del andlisis cuantitativo se resumen en la Tabla 5.1.2.1. Como se puede
observar, y como regla general, en los segmentos central y medio de los labios la

densidad de los corpusculos glomerulares fue superior a la de corpusculos de Meissner,

mientras que en el segmento lateral predominaron los corpusculos de Meissner; vy la

densidad de los corpusculos, de manera global, fue mayor en el labio superior que en el

labio inferior.

Tabla 5.1.2.1. Densidad de corpusculos sensitivos en los labios humanos/mm?2. CM:

corpusculos de Meissner; CG: corpusculos glomerulares

Zona central Zona media Zona lateral
Labio superior CM 4,35+0,91 3,96+ 1,02 4,12 +0,85
CG 5,00+1,32 5,34+ 1,02 3,84 +0,95
Labio Inferior CM 3,82+0,86 3,76 £ 0,46 3,91+0,77
CG 4,26 +1,20 4,31+0,93 3,56 + 0,84

51



5.1.3. Mucosa

En los pliegues de la mucosa que tapiza la cara interna de los labios, también se han
identificado formaciones nerviosas sensitivas (Figura 5.1.3.1), en nimero escaso y de
morfotipos diferentes a los descritos en el bermellédn. En algunos casos fueron
semejantes a los corpusculos glomerulares (Figuras 5.1.3.1a y b), en otros formaban
complejas estructuras polilobuladas (Figura 5.1.3.1d), y en algunos casos asemejaban a
terminaciones nerviosas libres (Figuras 5.1.3.1e,f,g). También se encontraron, muy
ocasionalmente, formaciones sensitivas redondeadas en el interior de pliegues de la
mucosa labial que asemejaban papilas gustativas (Figuras 5.1.3.1h). En ningtn caso

fueron estructuras capsuladas CD34 positivas.
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Figura 5.1.3.1.- Las formaciones nerviosas sensitivas de la mucosa de los labios (flechas) no presentaron un
morfotipo equiparable a las del bermelldn, y algunas podrian ser equivalentes a formaciones nerviosas
libres. UL: labio superior; LL: labio inferior.
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5.2. Inervacion propioceptiva de los labios humanos

La descripcién de los resultados que se realiza en los parrafos siguientes no tiene en
cuenta los diferentes musculos de los labios, sino la presencia o no de propioceptores
tipicos, es decir, husos musculares, y otros morfotipos de formaciones nerviosas
sensitivas capaces de funcionar como propioceptores. No obstante, en todas las piezas
anatdmicas estudiadas se confirmé en cortes histoldgicos la existencia de fibras

musculares correspondientes al masculo orbicularis oris (Figuras 2.1.1y 5.2.1).

o O b

"Moo

Figura 5.2.1.- Tincidn de tricromico de Masson de una seccién del tercio medio del musculo orbicular del
labio superior. OS: superficie oral; SS: superficie cutdnea; moo: musculo orbicularis oris; sg: glandulas
sebdaceas y gldndulas sudoriparas; mslg: glandulas labiales secretoras de mucosa; hf: foliculos pilosos.

La primera aproximacion a los objetivos de esta parte de la Tesis consistio en localizar
estructuras que fueran morfolégicamente compatibles con husos neuromusculares. Sélo
en dos secciones (se analizaron mas de 200) de ios tercios central e intermedio del labio
superior, se observaron estructuras que se asemejan a husos neuromusculares (Figura
5.2.2a, flechas) considerando el tamafio-didmetro y la disposicion de las fibras
musculares. Sin embargo, en ninguna de las secciones analizadas se encontro
inmunorreaccion para la miosina de cadena pesada, considerada especifica de las fibras

intrafusales (Figura 5.2.2b), lo que descarta la presencia de estas estructuras en los labios

humanos.
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Figura 5.2.2.- Tincién de hematoxilina-eosina (a) e inmunohistoquimica (b) para la deteccién de la cadena
pesada de miosina en el musculo orbicular labio superior. Ocasionalmente se observaron estructuras
similares a los husos musculares (flechas en a), pero no se detectd ninguna reaccién para la miosina de las

fibras musculares de los husos.

Sin embargo, Mediante lainmunodeteccién de S100P se ha demostrado que fos musculos
de los labios humanos tienen una alta densidad de inervacidn, localizada principalmente
en los tabiques del endomisio y perimisio asi como en el tejido conectivo que separa los

diferentes musculos (Figura 5.2.3a).
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Figura 5.2.3.- Inmunohistoquimica para la deteccion de la proteina S$100. Fasciculo muscular
correspondiente al musculo orbicular oris del labio inferior que muestra el sistema nervioso dentro de é|
(a). En los septos del perimisio hay formaciones nerviosas sensitivas con diferentes morfologias (flechas en

bae).

El aparato nervioso muscular de los labios aparece como fibras nerviosas aisladas (Figura
5.2.3b) y como formaciones encapsuladas que contienen fibras nerviosas de diferentes
calibres; estas Gltimas son especialmente abundantes en la zona superficial de los

fasciculos musculares (Figura 5.2.3c-e).
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A veces, las formaciones nerviosas sensitivas situadas en los tabiques conectivos de los
labios pueden confundirse con los nervios. Sin embargo, su aspecto es muy diferente ya
que los nervios estdn formados por grupos compactos de fibras nerviosas de calibres
similares rodeadas directamente por capas de endoneuro-perineuro. Por el contrario, [as
formaciones nerviosas sensitivas contienen un pequefio nimero de fibras nerviosas
gruesas v fibras, o solo una fibra gruesa y fibras de menor calibre, o varias fibras de
pequefio calibre. En todos los casos estas formaciones tienen un amplio espacio

delimitado por una capsula (Figura 5.2.4).

s T sagop! , - = P N
T < & F ol A S ce (%t

e Ry ‘ve oy Ao
S =N | (.:.‘f' \, '; S
s S e N II: =T

- . } — 4
J.A\ : il X [ .-"
‘-"s‘ ‘I L |

y w3 g \ P 4
! -l e R AR N
2B Y B R
AT L f Hysdd o

Figura 5.2.4.- Inmunohistoquimica para la demostracién de la proteina 5100. Diferentes morfotipos de
formaciones nerviosas sensoriales en el perimisio de los musculos de los labios superiores (a-f) e inferiores
(g-j). Ocasionalmente se observaron corpusculos similares a los de Ruffini (i).

Ocasionalmente, se observaron formaciones nerviosas sensitivas similares a corpusculos
de Ruffiniy Pacini-like (Figura 5.2.4b e i). Estos resultados se confirmaron mediante doble
inmunofluorescencia observando el diferente calibre de las fibras nerviosas dentro de las
formaciones nerviosas sensitivas y la delimitacion del espacio por una capsula mas o
menos completa de endoneuro CD34 positivo (la reaccidn para el antigeno perineural

Glutl fue negativa; datos no mostrados) (Figura 5.2.5).
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Figura 5.2.5.- Doble inmunofluorescencia para la proteina $100 (fluorescencia verde) y CD-34
(fluorescencia roja) contratefiida con DAPI (fluorescencia azul). Las imagenes muestran corpusculos
similares a los de Pacinian. Objetivo: aceite 63X/1.40, estenopeico 1.37, resolucién XY 139.4 nm vy

resolucion Z 235.8 nm.

Como ya se ha comentado previamente un método directo para poner en evidencia las
formaciones mecanoceptivas-propioceptivas en los musculos esqueléticos, es la
demostracion en ellos de mecanoproteinas, especialmente PIEZO2. En secciones seriadas
procesadas para la deteccién inmunohistoquimica de S100P y PIEZO2 se detect¢ la
presencia de PIEZO2 en los axones de las formaciones nerviosas sensitivas de los labios

(Figura 5.2.6) y en algunas fibras nerviosas aisladas.
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Figura 5.2.6.- Secciones seriadas que muestran la localizacion de la mecanoproteina PIEZO2 (a,b) y la
proteina $100 (c,d) en las formaciones nerviosas sensitivas del labio superior humano (flechas). La
inmunorreaccion para PIEZO2 se localiza en los axones de las formaciones nerviosas sensitivas.
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5.3. Distribuciéon de CD44 en los labios humanos

Esta parte del estudio tuvo por finalidad estudiar la distribucion de CD44, considerado

como el principal receptor de membrana celular del dcido hialuronico, en los tejidos del

labio.
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Figura 5.3.1.- Deteccidn inmunohistoquimica de CD44 y CD34 en el musculo orbicularis oris de los labios
humanos. Se detectd una débil expresion de CD44 (a y b} en algunas células del endomisio mientras que
CD34 marca los pericitos (c y d). El doble inmunomarcaje demuestra la no colocalizacién de ambos

antigenos.

Se puso especial atencidn en la posible presencia del mismo en los telocitos (identificados

por su positividad para CD34) por la importancia que se expondra en la Discusion dada la

alta capacidad de diferenciacion de estas células.

Figura 5.3.2.- Inmunofluorescencia para CD44 (verde) y CD34 en diferentes tejidos del labio humano. bv:
vaso sanguineo; fp: foliculo piloso; n: nervio; sg: glandula submucosa.
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La localizacién de CD44 en los tejidos de los labios fue ubicua, a excepcion de las células
musculares (Figura 5.3.1). En las secciones del musculo orbicularis oris se aprecié una
inmunorreaccién muy débil en el endomisio y, de forma segmentaria, no uniforme ni
continua. Ademas, el patrén de fluorescencia que se aprecid, indica que CD44 se
encuentra en los nucleos, y no es compatible con deteccién de la membrana celular.
CD34, por su lado, marca los telocitos (o células fibroblastos-like) de la totalidad de los

tejidos labiales, incluyendo el endomisio, pero nunca co-localizado con CD44.

Figura 5.3.3.- Inmunofluorescencia para CD44 (verde) y CD34 en diferentes tejidos del labio humano. bv:
vaso sanguineo; fp: foliculo piloso; n: nervio; sg: gldndula submucosa. dlsg: conducto de glandula salival del

labio.

Se detectd positividad para CD44, en la tunica muscular de las paredes de los vasos
sanguineos con independencia del calibre de los mismos; en el endoneuro de los troncos
nerviosos, en la base de los foliculos pilosos, en las células epiteliales que forman los
Pacini y los conductos de los diferentes tipo de glandulas labiales (sebdceas, sudoriparas,
labiales). En torno a todas esas poblaciones celulares se detecté CD34: adventicia

vascular, endoneuro, telocitos subepiteliales y los de la papila de los foliculos pilosos

(Figura 5.3.2).

La Unica estructura en la que se detectd co-localizacién CD44-CD34 fue en células aisladas
de los conductos excretores de glandulas salivales del labio (Figura 5.3.3). Teniendo en

cuenta que las células positivas no tienen una localizacién concreta ni una morfologia
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bien definida, no se puede asegurar si se trata de células epiteliales o de otro tipo células
(p.e. células mioepiteliales). No obstante, por el patrén de la inmunorreaccién tampoco

puede descartarse que se trate de una reaccion inespecifica.
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6. Discusion
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6. Discusion

6.1. Consideraciones generales

Los labios son estructuras musculo-cutdneo-mucosas que rodean la cavidad oral y juegan
un papel clave en funciones como la masticacion, la expresion facial, la fonacion, la
sensacion tactil y la conducta erdtico-sexual. Ademas, participan en la mayoria de los

reflejos orofaciales (ver Cattaneo y Pavesi, 2014; Frayne et al., 2016) .

El presente trabajo de investigacidn se disefid para analizar la inervacion de los labios
humanos, con especial referencia al bermellén. Ademds, teniendo en cuenta que el
estudio se relaciona directamente con la estética de la sonrisa, se ha incorporado un
estudio preliminar sobre la distribucién en los labios del principal receptor celular para el
AH, el CD44. Para ello se utilizaron técnicas de inmunchistoquimica asociadas a una
bateria de anticuerpos para identificar el axén (NSE y NFP), asi como las células de
Schwannyy las células gliales terminales (S100P) de los nervios y las formaciones nerviosas
sensoriales, respectivamente. Ademds, se estudié la distribucion de marcadores de
células endoneurales (CD34) y perineurales (Glut-1) en estas estructuras. Como evidencia
indirecta de la posible funcién de las formaciones nerviosas sensitivas labiales, se estudid
si alguno de sus componentes, especialmente los axones, expresaban algun canal idnico
relacionado con la mecanosensacién (ASIC2, PIEZO2 y TRPV4) o la termosensacion

(TRPV1, TRPM2 y TRPMS) (Cobo ét al., 2021; Martin-Alguacil et al., 2021).

Consideramos que el perfecto conocimiento de la inervacion de los labios, tanto
somatosensorial como propioceptiva, puede proporcionar datos esenciales a los
dentistas, cirujanos faciales, que manipulan los labios con finalidades telepaticas o

estéticas (Baudoin et al., 2019; Wu et al., 2019; Sabbah, 2022)

6.2. Discusién de los resultados

Los estudios recientes sobre la inervacién microscépica de los labios humanos son casi
inexistentes, con la excepcién del de Nolano et al. (2013). Estos autores, en muestras de
biopsias de la labio superior obtenidas mediante punch, encontraron abundantes fibras
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nerviosas intraepiteliales, complejos pilo-neurales de fibras no mielinizadas y
mielinizadas y, ocasionalmente, corpusculos similares a los de Meissner, complejos de
células de Merkel-neurita y corplsculos Ruffini-like. Nuestros resultados coinciden
parcialmente con los de Nolano et al. (2013) ya que hemos encontrado corpusculos tipo
Ruffini asociados a la papila de los foliculos pilosos, corpusculos tipo Meissner en el
bermellén y otras formaciones sensoriales de dificil filiacién morfoldgica en la submucosa
de la mucosa labial. Pero en ningiin caso se han encontrado complejos de células de
Merkel-neurita. Por otro lado, cabe destacar que Nolano et al. (2013) no describen la
presencia de corptsculos glomerulares que en nuestro estudio son abundantes.
Seguramente estas discrepancias se pueden explicar porque hemos analizado labios
enteros y son solo pequefias muestras de biopsia labial obtenida de transicién piel-

bermellén.

En nuestro trabajo no se ha analizado la totalidad de la inervacion de los pelos,
limitdndose Gnicamente a la papila y zonas préximas. Ello fue debido a que el aparato
nervioso pilo-neural mas superficial se afecto por el tratamiento de las piezas y se
obtienen resultados inespecificos cuando se aplican en ellos técnicas de

inmunohistoquimica.

Existe un acuerdo casi undnime de que el bermellén es la parte mas inervada de los labios
(Rath y Essick, 1990) y nuestro trabajo se ha centrado en él. Los aferentes cutaneos, y
presumiblemente también los del bermellén, se identifican en funcidn de sus terminales
sensitivos, o corpusculos sensitivos, y clasificarse funcionalmente en funcién de la
velocidad de conduccién de sus potenciales de accién (Rice y Albrecht, 2008; Zimmerman
et al., 2014; Cobo et al., 2021, Martin-Alguacil et al., 2021). En nuestro estudio hemos
encontrado corpusculos de Meissner y corpusculos glomerulares; en general los primeros
son méas abundantes en el tercio externo de los labios y los segundos en los dos tercios
internos. Por lo que conocemos, es la primera vez que se cuantifican los corpusculos

sensibles en bermellon, y se establece un patron diferencial zonal entre los labios

superior e inferior.
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Los corpusculos de Meissner encontrados en los labios fueron similares, pero no iguales,
a los de la piel glabra de otras zonas, especialmente la digital (ver Cobo et al., 2021). Asi,
la glia terminal tiene una disposicion irregular y no en "pila de monedas" y su
inmunomarcaje tipico con S100P mostré una intensidad mucho menor que la de las
células de Schwann de las fibras nerviosas que los suplen. Aunque no podemos
asegurarlo con certeza, es posible que existan diferencias en la glia terminal de los
corpusculos sensitivos segun la regidén anatémica (Suazo et al., 2022). Por otro lado, los
corpusculos glomerulares sélo habian sido descritos previamente en los labios con
técnicas de impregnacién auro-argéntica, y se habian denominado "cuerpos
glomerulares no encapsulados” y "terminaciones glomerulares capsuladas (cuerpo
nervioso genital tipo 1)" (Seto, 1963). Los hallazgos de nuestro estudio muestran que,
efectivamente, no estan encapsulados (carecen de envoltura celular CD34 o Glu-1
positiva) y se parecen morfoldgicamente a los que existen en el clitoris, aunque en esta

ubicacion si tienen una capsula (Garcia-Mesa et al., 2021).

A nivel de la mucosa labial también hemos observado algunos tipos de formaciones
nerviosas sensitivas en escaso numero y de dificil filiacidn morfoldgica. Las formaciones
nerviosas sensitivas predominantes fueron las fibras nerviosas libres de gran calibre,
aunque también se encontraron formaciones complejas polilobuladas y estructuras
parecidas a corpusculos de Meissner y glomerulares. La posible funcién de estas
formaciones sensitivas se desconoce y, a pesar de su morfologia, debe demostrarse su

posible funcion como mecanorreceptores.

Los morfotipos de corpusculos sensitivos encontrados a nivel cutdneo en nuestros
estudios (corpusculos tipo Ruffini en relacién con las papilas de los foliculos pilosos), en
el bermelldn (corpusculos de Meissner y glomerulares) y en la mucosa labial (no afiliada
morfolégicamente), podrian ser la evidencia morfoldgica de los resultados de los estudios
de microneurografia que recogen LTMRs tipo Il SA y AR tipo . Sin embargo, nuestros
resultados no apoyan el registro de LTMRs tipo | SA, es decir el que se origina en los
complejos células de Merkel-neuritas (Trulsson y Johansson, 2002; Bukowska y et al.,
2010; Trulsson et al., 2010). Por otro lado, no se sabe a qué categoria funcional se pueden

atribuir los corptsculos glomerulares y, en base a los resultados actuales, qué
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corpusculos son responsables de los LTMR de AR tipo II. Probablemente, la combinacion

de LTMR es la responsable Gltima de la mecanosensibilidad de los labios.

la mecanotransduccion en los corplsculos sensitivos implica a canales iénicos
mecanosensibles (Wu et al., 2017; Douguet y Honoré, 2019), que se han detectado tanto
en los axones como en las células gliales terminales de los corpusculos sensitivos
cutédneos humanos (Garcia-Mesa et al., 2017, 2021, 2022; Cobo et al., 2020). El axén de
los corpusculos Meissner y glomerulares en el bermelldn, asi como algunas células de
Merkel asociadas a los pelos, muestran inmunorreactividad PIEZO2; y los axones de los
corpusculos de Meissner y glomerulares también para ASIC2. Ambos canales i6nicos ya
habian sido descritos en los axones de los corpisculos de Meissner y los corpusculos
glomerulares en otras regiones cutaneas (Cabo et al., 2015; Garcfa-Mesa et al., 2017,
2021a, 2021b). Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que demuestra la
presencia de ASIC2 y PIEZO2 en los corpusculos sensitivos de los labios humanos, si bien
a falta de ulteriores estudios queda por establecer si PIEZO2 y ASIC2 se colocalizan en los
mismos axones o representan dos poblaciones axdnicas segregadas. En este sentido,
datos recientes de nuestro laboratorio (P. Cuendias et al., datos no publicados) han
puesto de manifiesto que una subpoblaciones de corpdsculos de Meissner digitales

humanos posee poliinervacion.

Es bien conocido que el bermellén posee una amplia capacidad discriminatoria para la
deteccién de un amplio rango de temperaturas. Sin embargo, en nuestro trabajo hemos
fracasado en el intento de demostrar la presencia en las formaciones sensitivas de los
labios de canales iénicos relacionados con la termosensibilidad. Creemos que se trata de
problema técnico relacionado con el tratamiento de los tejidos y los métodos de

deteccién mas que de la ausencia real de estos canales termosensibles.

Las aferentes en la piel facial, los labios y la mucosa bucal responden no solo al contacto
con objetos ambientales, sino también al contacto entre los labios, los cambios en la
presién del aire generados por los sonidos durante el habla y las deformaciones de la piel
facial y la mucosa que acompafian a los movimientos de los labios y la mandibula

asociados con la masticacion y la deglucidn. Por lo tanto, ademés de la informacion
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exteroceptiva, estos aferentes proporcionan informacién propioceptiva (Trulsson et al.,
2002). Aunque como se expondra mas adelante algunos autores afirman que los
receptores cutadneos pueden contribuir a los procesos sensoriomotores del habla por la

deformacion facial durante el proceso, los datos al respecto no son concluyentes (ltoy

Gomi, 2007).

El otro aspecto de la inervacién de los labios analizada en el presente trabajo ha sido el
de la inervacién propioceptiva. El tono muscular de los musculos labiales depende de la
inervacién propioceptiva y de la presencia propioceptores. La ausencia de tono muscular
determina la flacidez muscular y, en el caso de musculos labiales, cambios de expresién

facial y alteraciones funcionales y estéticas.

Pero los musculos faciales humanos, incluidos los mdusculos labiales, no tienen
propioceptores tipicos, es decir, husos neuromusculares (Stal et al., 1987, 1990; Kamen
y De Luca 1992; Happak et al., 1994). Por lo tanto, si los musculos de los labios tienen
inervacién propioceptiva deben poseer propioceptores alternativos a los husos
neuromusculares. Otros musculos que reciben inervacién motora por el nervio facial
como el platysma colli (May et al., 2018,2022) si poseen husos neuromusculares tipicos.
Recientemente, Omstead et al. (2023) plantearon la hipétesis de que los musculos
faciales contienen husos musculares, y predijeron que los humanos tendrian el mayor
ndmero, dado el papel que desempefian nuestros labios en el habla. Sin embargo, un
estudio en profundidad de los resultados de estos autores pone en evidencia que no hay
husos neuromusculares en la mayoria de las especies estudiadas. Ademas, las imagenes
que ilustran el trabajo son de muy escasa calidad técnica y la identificacion de los
propioceptores es mas que dudosa ya que se basan exclusivamente en criterios
morfoldgicos y no realizan ningun tipo de inmunomarcaje especifico de las fibras
musculares intrafusales. Nuestro grupo de trabajo ha investigado en varias ocasiones la
presencia de husos neuromusculares en los musculos cefalicos humanos, y nunca los
hemos encontrado (ver para una revisién Cobo et al., 2019, 2021). Por ello, nos
planteamos la hipdtesis de que otras formaciones nerviosas sensitivas, o elementos

sensibles, deben funcionar como propioceptores en estos musculos.
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En este trabajo de Tesis Doctoral se ha confirmado, mediante técnicas estructurales e
inmunohistoquimicas, la ausencia de husos musculares en los musculos labiales
humanos. No se han encontrado formaciones con organizacién de husos musculares y
nunca se detecté inmunorreactividad para la cadena pesada de miosina (considerada un
marcador especifico para las fibras intrafusales; Liu et al., 2002). Por el contrario, se
observé un rico aparato nervioso sensitivo distribuido en el perimisio y los tabiques
conectivos de los labios que podria funcionar como un sistema propioceptivo. Se trata de
fibras nerviosas de diferentes calibres incluidas en una cdpsula endoneurial, con un gran
espacio intracapsular, que en algunos casos se asemejaban a corpusculos sensitivos de
tipo Ruffini y Pacini. En nuestra opinién, estos dos morfotipos de estructuras sensoriales,
y las otras que no se pueden filiar morfolégicamente, podrian funcionar como
propioceptores en los labios. Se ha propuesto que algunos tipos de mecanorreceptores
cutdneos también pueden funcionar como propioceptores de los musculos faciales, pero
sus propiedades fisioldgicas sugieren que no son la alternativa a los husos

neuromusculares (ver Proske y Gandevia, 2012).

Como se ha reiterado a lo largo de este trabajo, en el origen de todas las modalidades
sensoriales hay canales iénicos y, por lo tanto, en la base de la mecanosensibilidad,
incluida la propiocepcién, es de esperar que intervengan canales idnicos
mecanosensibles (Bewick y Banks, 2015; Kroger, 2018). Los canales idnicos ASICs (en
especial ASIC2), TRPV4 y PIEZO2 son los principales candidatos para iniciar la
mecanotransduccidn para la propiocepcion y se han detectado en los husos musculares
y {Simon et al., 2010; Chen y Wong, 2013; Woo et al., 2015; Nagel y Chesler, 2022). En el
presente estudio hemos encontrado que la mayoria de las formaciones nerviosas
sensitivas identificadas como posibles propioceptores, expresan PIEZO2 en sus axones |o
que apoya casi de manera definitiva que funcionan como mecanoceptores-

propioceptores.

En conjunto, pues, todos los resultados anteriores demuestran que los musculos de los
labios humanos carecen de propioceptores tipicos, pero poseen un denso aparato
nervioso sensitivo que puede funcionar, al menos en parte, como propioceptor. Los

musculos periorales tienen una funcién mimética y estética especiales, y el perfecto
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conocimiento de su anatomia e inervacién es esencial para realizar los tratamientos sobre

ellos correctamente (Hotta, 2016; Hwang, 2020; Morena Serna et al., 2021).

Se ha incluido en esta Tesis un estudio sobre la distribucion del receptor de membrana
CD44 en los labios humanos. Ello por dos motivos: el primero para establecer qué células
de todos los tejidos labiales son dianas potenciales del AH; y el segundo, porque se
conoce que el AH puede regular la inervacion de los tejidos. HA es uno de un grupo de
polisacaridos que se encuentran tipicamente en los tejidos conectivos de los vertebrados;
originalmente conocidos como mucopolisacaridos acidos, en la actualidad se etiquetan
como glicosaminoglicanos (Fraser et al., 1997). HA estd formado por unidades repetidas
disacdridos de N-acetil-D-glucosamina y dacido D-glucurénico y esta muy
abundantemente presente en la matriz extracelular (ECM). Los tamafios de los polimeros
de HA varian de 53 a 27 Da in vivo, y las funciones de HA estan dictadas en gran medida
por su tamafio (Zhu et al., 2019). De hecho, se considera que los efectos bioldgicos del

AH mediados por CD44 solo se desencadenan cuando se liga a cadenas largas.

La inyeccién de AH es un procedimiento minimamente invasivo para el rejuvenecimiento
facial que consiste en inyectar materiales de relleno para corregir el volumen o aumentar
4reas especfificas de la cara. El 4cido hialurdnico se utiliza para mejorar la cantidad de
agua en la matriz extracelular ya que se trata de una molécula altamente hidrofila. Pero
ademas se ha observado mediante examen histolégico que el relleno dérmico con
fragmentos de HA mediante inyeccion de dermis produce un aumento de la actividad de
los fibroblastos con incremento en la produccién de coldgeno reticular tipo I, potencia
la angiogénesis y aumenta el grosor de la epidermis (Scarano et al., 2021). Todas estas
propiedades hacen del AH un excelente estimulante dérmico, capaz de corregir los
defectos de los tejidos blandos de la cara y favorece la sintesis de coldgeno, lo que lleva
a efectos de rejuvenecimiento cuténeo (Stern et al., 2008). Ademas existen evidencias de
que derivados del AH, tépicos o inyectados, tienen efectos variables en la restauracion
de un microambiente fisioldgico e hidratado tipico de la piel joven (Andre, 2008; Williams

et al., 2009).
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En nuestro estudio se ha puesto un especial interés en ver si CD44 se expresaba en |os
telocitos CD34 positivos de los labios, Estas células estan involucradas en la organizacion
tisular y el control de la matriz extracelular, el soporte estructural, la creacién de
microambientes, la comunicacidn intercelular, la inmunomodulacién e inmunovigilancia,
la inhibicién de la apoptosis y el control, la regulaciény la fuente de otros tipos celulares.
Por lo tanto, los telocitos participan en la homeostasis tisular, la morfogénesis, la

regeneracion y la reparacion (Diaz-Flores et al., 2016, 2021).

Nuestros resultados demuestran que CD44 se expresa de forma ubicua en los tejidos y
células diferenciadas de los labios, pero no en los telocitos. Este hecho es de capital
importancia porque estas células tienen gran capacidad proliferativa y de diferenciacion.
Si los telocitos fueran CD44 positivos podrian proliferar y desencadenar procesos
cicatriciales o de obliteracidn vascular por crecimiento de la adventicia. Los estudios
preliminares de nuestro grupo (Martin-Cruces et al, datos no publicados) de
caracterizacién de los telocitos en la dermis y sistema musculo-aponeurético superficial
de la cara (mediante la deteccién de desmina, nestina, vimentina, PGFRa y B) parecen
confirmar que los telocitos no responden al AH. En cuanto a los nervios faciales,
cualquiera de los tipos celulares que los forman podrian responder al AH; por tanto,
deben manejarse con cuidado las infiltraciones de AH para evitar producir neuropatias

periféricas por este tipo de actuaciones terapéuticas.

6.3. Limitaciones del estudio y perspectivas de futuro

Los resultados del presente estudio estan limitados por varios aspectos entre los que
cabe destacar el tamarfio de la muestra y los resultados negativos obtenidos con algunos
anticuerpos, pero los hallazgos sobre la inervacién somatosensorial y la inervacién
propioceptiva han logrado los objetivos propuestos y ratificar estudios previos de nuestro

grupo (Cobo et al., 2017b, 2021).
El escaso nimero de muestras analizado estd en relacion con la extension de las

secciones que se obtienen y, consecuentemente, con la cantidad de anticuerpos que

consumen. Es cierto que se podian haber seleccionados sélo algunas muestras de
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regiones concretas de los labios, pero los resultados hubieran dependido de que en esa

zona hubiera o no formaciones nerviosas sensitivas.

En cuanto a los resultados negativos obtenidos con algunos anticuerpos, creemos que
puede ser debido a que el procesado-fijacion de los tejidos no fue el mas adecuado. Es
bien conocido que los grupos aldehido del formol enmascaran epitopos de los
neurofilamentos y ello podria ser la causa de los resultados negativos para este antigeno.
Los anticuerpos anti-TRPM2 y anti-TRPM8 nunca habian sido probados en tejidos
humanos fijados y desconocemos si la fijacion esta detras de los resultados negativos.
Por el contrario, a pesar de los resultados negativos para TRPV1y TRPV4, estudios previos
de nuestro grupo han logrado marcajes positivos especificos en muestras de piel humana

glabra (Garcia-Mesa et al., 2022).
Por ello, en los préximos estudios del laboratorio del Grupo SINPOs se insistira en el

estudio de la somatosensacion labial, especialmente la térmica, para tratar de solventar

las cuestiones que han quedado sin resolver en este trabajo.
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7. Conclusiones
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7. Conclusiones

Tras un analisis detallado de los resultados y de la oportuna discusién de los mismos, se

ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.- Los foliculos pilosos de la piel hirsuta de los labios tienen asociados a la dermis papilar

corpusculos de tipo Ruffini-like y paciniformes.

7.- En el bermelldén se han identificado dos morfotipos de corpusculos sensitivos:
corpusculos de Meissner y corpusculos glomerulares, con diferentes patrones de
densidad vy localizacién en los labios superior e inferior. En los segmentos central y
medio de los labios predominan los corpUsculos glomerulares, mientras que en el
segmento lateral predominaron los corpusculos de Meissner; |a densidad de los

corpusculos, de manera global, fue mayor en el labio superior que en el labio inferior.

3.- Los corpusculos de Meissner son capsulados, tienen una citoarquitectura y patron de
inmunomarcaje distintos de los de la piel glabra de otras localizaciones anatémicas.

Sus axones presentan inmunorreaccion para ASIC2 y PIEZO2.

4.- Los corpusculos glomerulares son acapsulados, y tienen una citoarquitectura
semejante a este tipo corpuscular de otras localizaciones anatomicas, especialmente

genitales. Sus axones presentan inmunorreaccion para ASIC2 y PIEZO2.

5.- Las células de Merkel en relacion con las papilas expresan inmunorreaccion para la

mecanoproteina PIEZO2.

6.- La inervacion propioceptiva de los labios humanos, especialmente el musculo
orbicularis oris, esta representada por distintos morfotipos de corpsculos sensitivos,
incluidos algunos de tipo Ruffini-like y Pacini-like, con axones PIEZO2 positivos. En los

musculos labiales no hay husos neuromusculares.
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6.- El receptor para el 4cido hialurénico CD44 se expresa de manera ubicua en todos los
tejidos labiales diferenciados, pero no en los telocitos CD34 positivos. Ello sugiere que
a nivel de ‘los labios el acido hialurénico no tiene efectos proliferativos ni de

diferenciacién celular.
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7. Concluding remarks

After a detailed analysis of the results and the timely discussion of them, we have reached

the following conclusions:

1. The hair follicles of the hairy skin of the lips have Ruffini-like and Pacinian corpuscles

associated to the dermal papillae.

7. In vermilion, two morphotypes of sensory corpuscles have been identified: Meissner’s
corpuscles and glomerular corpuscles, with different patterns of density and location
in the upper and lower lips. In the central and middle segments of the lips glomerular
corpuscles predominate, while in the lateral segment the Meissner corpuscles
predominated; the density of the corpuscles, overall, was higher in the upper lip than

in the lower lip

3. Meissner’s corpuscles are capsulated, have a cytoarchitecture and immunolabelling
pattern distinct from those of the glabrous skin in other anatomical regions. Its axons

have immunoreaction to ASIC2 and PIEZO2.

4. The glomerular corpuscles are capsulated and have a cytoarchitecture like that of other
anatomical locations, especially genital. Its axons have immunoreactivity for ASIC2 and

PIEZO2.

5. Merkel cells related to hair dermal papillae express immunoreactivity for the

mechanoprotein PIEZO2.

6. The proprioceptive innervation of human lips, especially the orbicularis oris muscle, is
represented by distinct morphopytes of sensory corpuscles, including some Ruffini-

like and Pacini-like types, with positive PIEZOZ axons. In the labial muscles there are

no muscle spindles.
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6. The receptor for hyaluronic acid CD44 is ubiquitously expressed in all differentiated
labial tissues but not in CD34 positive telocytes. This suggests that in the lips hyaluronic

acid has no proliferative or cell differentiation effects.
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1.- Articulo aceptado en Annals of Anatomy

Somatosensory innervation of the human lip with special reference to the
vermillion

José Martin-Cruces!*, Benjamin Martin-Biedma?*, Yolanda Garcia-Mesa?, Patricia
Cuendias?, Juan J. Gaite3, Olivia Garcia-Sudrez?, Juan L. Cobo'?, José A. Vegal*

IDepartamento de Morfologia y Biologia Celular — Grupo SINPOs, Universidad de Oviedo, Qviedo, Spain
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*These authors contributed equally to this paper

To whom all correspondence should be addressed:
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ABSTRACT. Objectives: The lips are a part of the human face with special sensitivity for
touch and thermal sensation. This study focuses on lip somatosensory innervation,
especially on sensory corpuscles and the presence of the mechano-gated (ASIC2, PIEZO2
and TRPV4) and thermosensing (TRPV1, TRPM2 and RPMB8) ion channels in these
structures. Methods: Five whole lips (3 upper and 2 lower) were obtained from non-
embalmed frozen cadavers, then fixed in 10% formaldehyde and embedded in paraffin.
The age range was 60 to 81lyears (3 female and 2 male). Results: Different morphotypes
of sensory corpuscles were found: Ruffini-like in the vicinity of the papillae of hair follicles,
capsulated Meissner's and non-capsulated glomerular corpuscles in the vermillion, and
sensory corpuscles of difficult morphological filiation in the oral mucosa The density of
sensory corpuscles in the vermillion was higher in the upper lip than in the lower lip:
glomerular corpuscles predominate in the central and middle segments of lips whereas
Meissner corpuscles were more abundant in the lateral segment. Regularly the axon of
the glomerular and Meissner’s corpuscles displayed ASIC2 and PIEZO2 immunoreactivity.
TRPV1, TRPV4, TRPM2 and TRPV8 were non-detected. Conclusions: The current results
demonstrate that the sensory corpuscles of the lips, especially the vermilion, are a
mixture between those of the digital glabrous skin and the glabrous skin of other
anatomical regions. The appearance of PIEZO2 and ASIC2 in their axons suggests that

these sensory nerve formations are mechanosensory.
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1. Introduction

The lips are a part of the human face essential for facial expression, mastication, speech
and phonation, touch and thermal sensation, physical attraction and sexuality. They are
two cutaneous-mucous folds that contain muscles, vessels and nerves (Hur et al., 2010;
Shim et al., 2008; Piccinin and Zito, 2022). The external surface of the lips consists of hairy
skin with abundant sweat and sebaceous glands, the internal surface is lined with a moist
mucous membrane, and the edges are covered with a transition epithelial layer called
the vermillion (see Boukovalas et al., 2017).

To carry out the functions in which the lips participate they are richly innervated. The
labial muscles are supplied by branches of the facial nerve, whereas the somatosensory
innervation depends on branches originated from the trigeminal nerve (Alsaad et al.,
2003; Hwang et al. 2004, 2007; Hu et al., 2006, 2007a,b). Both the facial skin and labial
mucosa are richly innervated (Corniani et al., 2020), but specially the vermilion (Rath and
Essick, 1990).

Regarding the microscopic somatosensory innervation of the lips it has been widely
investigated in different mammalian species like mouse (Yamamoto et al., 1981), rat
(Yamamoto et al., 1986; Tachibana et al., 1987a; Watanabe et al., 2013), cat and
miniature pig (Tachibana et al., 1989), dog (Tachibana et al., 1987a), Monodelphis
domestica (Schulze et al., 1983), or Cebus apella monkey (lyomasa et al., 1978). In all
these species different morphotypes of sensory corpuscles were identified in the labial
skin, vermilion and labial mucosa (see also Watanabe, 2004). Nevertheless, data in
humans are not too abundant. Classical literature was updated 60 years ago by Seto
(1963) who reported the occurrence of “complex branched sensory terminations”,
“uncapsulated glomerular bodies”, “capsulated glomerular terminations (genital nerve
body type 1)” and “plexiform sensory terminations”. More recently, Nolano et al. (2013)
in samples of biopsied lips observed abundant intraepithelial nerve fibres, pilo-neural
complexes of unmyelinated and myelinated fibres, and occasionally Meissner-like
corpuscles, Merkel cell-neurite complexes and Ruffini-like corpuscles.

On the other hand, results from studies of microneurography support the occurrence of
different categories of low-threshold mechanoreceptive afferents (LTMRs) innervating
the lips, including type | and type Il slowly adapting (SA) LTMRs and type | rapidly adapting
(RA) LTMRs, but not type Il RA LTMRs (Trulsson and Johansson, 2002; Bukowska et al.,
2010; Trulsson et al., 2010). Structurally they correspond to Merkel cell-neurite
complexes, Ruffini’s corpuscles and Meissner corpuscles, respectively (Zimmerman et al.,
2014; Cobo et al., 2021).

Thus, the present study was designed to investigate the somatosensory innervation of
the adult human lips analyzing the kinds of sensory nerve formations, their
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immunohistochemical profile (using a battery of antibodies against the different
constituents of the sensory corpuscles; see Cobo et al., 2021) and the occurrence within
them of several ion channels involved in mechanosensing (PIEZO2, acid-sensing ion
channel 2 -ASIC2- and transient receptor potential vanilloid 4 -TRPV4-) and temperature
detection (transient receptor potential melastatina 2 and 8 -TRPM2 and TRPM8- or
TRPV1) (see Martin-Alguacil et al., 2021). The study was aimed to provide basic
information about the somatosensation of the lips for clinicians and surgeons that
manipulate lips therapeutical or esthetical purposes (Baudoin et al., 2019; Wu et al.,
2019; Sabbah, 2022).

2. Material and Methods

2.1. Material and tissue processing. Upper (n = 3) and lower (n = 2) lip were obtained
from our laboratory collection (Registro Nacional de Biobancos, Seccién colecciones, Ref.
C-0001627). The study was approved by the Ethical Committee for Biomedical Research
of the Principality of Asturias, Spain (Cod. CElm, PAst: Proyecto 266/18). The age of the
subjects was 66, 60, 72, 75 and 81years (3 female and 2 male). The pieces were originally
removed from non-embalmed frozen cadavers, then fixed in 10% formaldehyde and
routinely embedded in paraffin. Now of the use lips were preserved in blocks of paraffin
and cut into serial sections 10 um thick. Selected sections were stained with Masson'’s
trichrome to ascertain structural details.

2.2. Methods. Single immunohistochemistry. Deparaffinized and rehydrated sections
were processed for indirect immunohistochemistry using Leica Bond™ Polymer Refine
Detection Kit (Leica Biosystems™, Newcastle, UK) following the manufacturer’s
instructions. The primary antibodies used are in Table 1. They included specific axonal
(neuron specific enolase: NSE), Schwann-related cell (5100 protein: S100P), endoneurial
(CD34 antigen) and perineurial (Glucose transporter 1: Glut1) markers. Furthermore, we
used antibodies PIEZO2, ASIC2, TRPV4, TRPV1, TRPM2 and TRPMS8. Indirect
immunohistochemistry included several negative and positive controls as weli as internal
positive and negative controls.

3.3. Quantitative analyses. The lips were divided into three zones: central (between both
philtrum ridges on the upper lip, and a central segment of 2 cm on the lower lip), lateral
(2 cm medial to the oral commissure), and middle (1 cm between medial and lateral
zones). Ten sections of each zone, 10 um thick, 200 um apart, processed detection of
S100P were used to identify sensory corpuscles. The sections were scanned by an
SCN4OOF scanner (Leica Biosystems), and the scans were computerized using SlidePath
Gateway LAN software (Leica Biosystems™). Then, in 5 randomly selected fields of 400
um? each per section that included the vermillion, the number of sensory corpuscles
were counted by two independent observers (JM-C and JAV). Values are expressed as the
mean of sensory corpuscles by mm? Due to the low number of sampled corpuscles, no
statistical analysis was carried out.

3. Results
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To systematically study the innervation of human lips, three territories have been
established: cutaneous, mucous and the transition between both, that is, the vermillion
(Fig. 1).

3.1. Hairy skin. The nerve apparatus of the hairs bulb was not studied because the outer
sheath and the perifollicular sheath were plucked or very altered as a result of the
freezing process and subsequent fixation of the pieces. Therefore, only the innervation
of hair papillae and the surrounding dermis associated is described here. Nerve fibres
entering the hair papillae were regularly observed, and in the dermis surrounding the
papillae nerve profiles as well as distinct types of sensory nerve formations were found
(Fig. 2), most identifiable as Ruffini-like corpuscles (Fig. 2b,c,f). in other cases, these were
capsulated formations formed by nerve fibre profiles of different calibers surrounded by
a wide intracapsular space (Fig. 2b). Apparently, the highest densities of sensory nerve
formations associated to the hair papilla were in the central zone of the lips, followed by
the lateral zone and the lowest in the middle zone. A quantitative study of the density of
sensory nerve formations due to the irregularity with which they occur was not carried
out on the labial skin.

3.2. Vermillion. in relation to the transitional epithelium of the vermillion two
morphotypes of sensitive corpuscles were found: Meisner's corpuscles and glomerular
corpuscles (Fig. 3). Meissner's corpuscles were located on the dermal papillae, at varying
distances from the epidermis. They were of different sizes and the laminar cells (glia
terminal) that form them, were not compact, nor were they arranged as stacks of
flattened sheets (classically described as a "coin stack"). In addition, the intensity of the
immunoreaction for S100P was not homogeneous, neither between corpuscles norin the
same corpuscle, and was always weaker than that of the nerve fibres that supply them
(Fig. 4). The axons did not present the typical appearance among lamellar cells but a
glomerular and pointed appearance (Figs. 3 and 4). Characteristically, Meissner's
corpuscles were surrounded by a complete or partial layer of CD34-positive cells,
considered endoneural (Fig. 5); on the contrary, no peri-corpuscular immunoreaction of
Glut-1, considered as a specific marker of the perineurium (data not shown), was
demonstrated.

As for the glomerular corpuscles, with a "wool ball" or "yarn ball" appearance, they were
always located below the epidermis and both the marking of the terminal glial cells and
the axons presented a pattern of punctate immunolabeling (Figs. 2 and 3). In no case
were evidence of positive CD34 capsules framing these corpuscles were found.

The results of the quantitative analysis are summarized in Table 2. As can be show, and
as a rule, the density of glomerular corpuscles was higher than that of Meissner's
corpuscles in the central and middle segments, but lower in the lateral segment; and the
density of corpuscles was higher in the upper lip than in the lower lip.

Another aspect investigated was the presence of ion channels related to
mechanosensitivity in the vermillion sensory corpuscles. The presence of PIEZO2 was
detected in cells associated with hair follicles (Figs. 6) and located in the stratum basale
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of the epithelium (Fig. 6¢) that by their location can be identified as Merkel cells. In
addition, a fine immunolabeling, apparently axon pattern, was observed in some
Meissner (Fig. 6b) and glomerular (Fig. 6d) corpuscles. Axons showing immunoreaction
for ASCI2 were also found in Meissner corpuscles but not in glomerular corpuscles (Fig.
6e-h).

3.3. Mucosa. In the labial submucosa sensory nerve formations of diverse types were
found. Occasionally they resembled glomerular formations, with dotted pattern and
immunoreaction for both axon and glial markers (Figs. 7a-b). In other cases, they formed
structures of difficult morphology, very irregular (Figs. 7c-d) or rounded (Fig. 7h). Finally,
isolated nerve fibres were found in the submucosa of the folds of the labial mucosa (Figs.
7e-g).

It should be noted that in no case immunoreaction was detected in the sensory nerve
formations for Glut-1 or for the ion channels TRPV1, TRPV4, TRPM2 and TRPMS (data not
shown).

4. Discussion

The present research was designed to analyze the innervation of human lips, with special
reference to vermilion. The work used a battery of antibodies to identify the axon (NSE
and NFP) and Schwann and terminal glial cells (S100P) of nerves and sensory nerve
formations, respectively. In addition, the distribution of endoneural (CD34 positive) and
perineural (Glut-1 positive) cell markers in these structures was studied. As indirect
evidence of the possible function of the sensory nerve formations, it was studied whether
any of their components, especially axons, expressed any ion channel related to
mechanosensation (ASIC2, PIEZO2 and TRPV4) or thermosensation (TRPV1, TRPM2 and
TRPM8) (Cobo et al., 2021; Martin-Alguacil et al., 2021).

Recent studies on the microscopic innervation of human lips are almost non-existent,
except for the study by Nolano et al. (2013) who found in samples of biopsied lips
abundant intraepithelial nerve fibres, pilo-neural complexes of unmyelinated and
myelinated fibres, and occasionally Meissner-like corpuscles, Merkel cell-neurite
complexes and Ruffini-like corpuscles. Our results partially coincide with those of these
authors since we have found Ruffini-type corpuscles associated with the papilla of the
hair follicles, Meissner type corpuscles in the vermillion and other sensory formations of
difficult morphological filiation in the submucosa of the labial mucosa. But in no case have
complex Merkel-neurite cells been found. It is noteworthy that Nolano et al. (2013) do
not describe the presence of glomerular corpuscles that in our study are the most
abundant. Surely these discrepancies can be explained because we have analyzed whole
lips and they are only small biopsy samples. .

There is general agreement that the vermillion is the most innervated part of the lips
(Rath and Essick, 1990) and our work has focused on it. Cutaneous afferents, and
presumably also vermillion ones, can be distinguished based on their sensory terminals,
or sensory corpuscles, and functionally classified based on the conduction speed of their
action potentials (Rice and Albrecht, 2008; Zimmerman et al., 2014; Cobo et al., 2021,
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Martin-Alguacil et al., 2021). We have found Meissner corpuscles and glomerular
corpuscles, and in general the formers are more abundant in the outer third of the lips
and the latter in the inner two-thirds. As far as we know it is the first time that the
sensitive corpuscles are quantified in the vermillion. Meissner's corpuscles were similar
but not the same as those of glabrous skin: terminal glia have an irregular arrangement
and not in "coin-stack" and their typical immunolabeling with S100P always showed a
much lower intensity than that of Schwann cells of the fibres that supply them. We
cannot say why this is the case, although it is possible that there are differences in the
terminal glia of the sensitive corpuscles according to the anatomical region (Suazo et al.,
2022). On the other hand, glomerular corpuscles had only previously been described with
silver impregnation techniques and had been termed "uncapsulated glomerular bodies"
and "capsulated glomerular terminations (genital nerve body type 1)" (Seto, 1963). The
findings of our study show that they are effectively not capsulated (they lack CD34 or Glu-
1 cell envelope) and morphologically resemble those that exist in the clitoris, although in
this location they do have a capsule (Garcia-Mesa et al., 2021).

At the level of the labial mucosa, we have also observed some types of sensory nerve
formations of difficult morphological filiation and in scarce number. The predominant
sensory nerve formation was free nerve fibres of large caliber; Their possible function as
mechanoreceptors must be demonstrated.

The types of sensory corpuscles found in our studies at the cutaneous level (Ruffini-like
corpuscles in relation to the papillae of the hair follicles), in the vermillion (Meissner's
and glomerular corpuscles) and in the labial mucosa (not morphologically affiliated),
which could be the morphological support to the results of microneurography studies
that collect type Il SA LTMRs and type | RA; however our results do not support the
registration of type | SA LTMRs (Trulsson and Johansson, 2002; Bukowska et al., 2010;
Trulsson et al., 2010). On the other hand, it is not known to which functional category the
glomerular corpuscles can be ascribed and, based on the present results that corpuscles
are responsible for the type Il RA LTMRs. Probably, combinations of LTMRs are
responsible for the final mechanosensitivity of the lips.

Mechanotransduction in sensory corpuscles, involves mechano-gated ion channels (Wu
et al.,, 2017; Douguet and Honoré, 2019) , which have been detected in both axon and
terminal glial cells of human cutaneous sensory corpuscles (Garcia-Mesa et al., 2017,
2021, 2022; Cobo et al., 2020).-The axon of both Meissner and glomerular corpuscles in
the vermillion, as well as Merkel cells associated to hairs, display PIEZO2 and ASIC2
immunoreactivity like Meissner's corpuscles and glomerular corpuscles in other cutaneus
regions (Cabo et al., 2015; Garcia-Mesa et al., 2017, 2021a, 2021b). As far as we know
this is the first report of the occurrence of ASIC2 and PIEZO2 in the sensory corpuscles of
human lips.

Somatosensory afferents in the lips respond not only to contact with environmental
objects, but also to contact between the lips, changes in air pressure generated for
speech sounds, and to deformations that accompany lip during chewing and swallowing.
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Furthermore, it has been proposed they provide proprioceptive information (Trulsson
and Johansson, 2002; Ito and Gomi, 2007). Nevertheless, this is doubted, and further
studies are necessary to clarify how and what is the proprioceptive system of the muscles
of the lips. On the other hand, it remains to be elucidated whether ion channels related
to thermal sensibility are also present in the human lips.

Ethical statement

This study was approved by the Ethical Committee for Biomedical Research of the Principality of
Asturias, Spain (Cod. CEIm, PAst: Proyecto 266/18).

Conflict of interest

The authors declare that there are no conflicts of interest regarding the publication of this paper.
Funding

P.C. was supported by a Grant “Severo Ochoa Program” from the Govern of the Principality of
Asturias (PA-21-PF-BP20-122).

Data availability statement

The data that support the findings of this study are available from the corresponding author upon
reasonable request.

Author contributions

IM-P, YG-M, and PC performed the experiments. BM-B and OG-S collected the material in
compliance with ethical guidelines and performed part of the experiments. JLC and OG-S
conducted the quantitative analysis. JM-C and JAV designed the study, analyzed the data, and
wrote the manuscript.

References

Alsaad, K., Lee, T. C., McCartan, B. 2003. An anatomical study of the cutaneous branches of the
mental nerve. Int J Oral Maxillofac Surg. 32, 325-33.

Baudoin, J., Meuli, J.N., di Summa, P.G., Watfa, W., Raffoul, W. 2019. A comprehensive guide to
upper lip aesthetic rejuvenation. J Cosmet Dermatol. 18, 444-50.

Boukovalas, S., Boson, A.L., Hays, I.P., Malone, C.H., Cole, E.L., Wagner, R.F. 2017. A Systematic
Review of Lower Lip Anatomy, Mechanics of Local Flaps, and Special Considerations for Lower
Lip Reconstruction. J Drugs Dermatol. 16, 1254-61.

Bukowska, M., Essick, G.K., Trulsson, M. 2010. Functional properties of low threshold
mechanoreceptive afferents in the human labial mucosa. Exp Brain Res. 20, 59-64.

Cabo, R., Alonso, P., Vifia, E., Vazquez, G., Gago, A., Feito, J., Pérez-Moltd, F.J., Garcia-Suarez, O.,
Vega, J.A. 2015. ASIC2 is present in human mechanosensory neurons of the dorsal root ganglia
and in mechanoreceptors of the glabrous skin. Histochem Cell Biol. 143, 267-76.

Cobo, R., Garcia-Piqueras, J., Cobo, J., Vega, J.A. 2021. The Human Cutaneous Sensory Corpuscles:
An Update. J Clin Med. 10, 227.

Cobo, R., Garcia-Piqueras, J., Garcia-Mesa, Y., Feito, J., Garcia-Sudrez, O., Vega, J.A. 2020.
Peripheral Mechanobiology of Touch-Studies on Vertebrate Cutaneous Sensory Corpuscles.
Int J Mol Sci. 21, 6221.

Corniani, G., Saal, H.P. 2020. Tactile innervation densities across the whole body. ] Neurophysiol.
124, 1229-40.

Douguet, D., Honoré, E. 2019. Mammalian Mechanoelectrical Transduction: Structure and
Function of Force-Gated lon Channels. Cell. 179, 340-54.

105



Garcia-Mesa, Y., Carcaba, L., Coronado, C., Cobo, R., Martin-Cruces, J., Garcia-Piqueras, J., Feito,
)., Garcia-Sudrez, O., Vega, J.A. 2021. Glans clitoris innervation: PIEZO2 and sexual
mechanosensitivity. J Anat. 238, 446-54.

Garcia-Mesa, Y., Garcia-Piqueras, J., Cobo, R., Martin-Cruces, J., Suazo, |., Garcia-Sudrez, O., Feito,
1., Vega, J.A. 2021. Sensory innervation of the human male prepuce: Meissner's corpuscles
predominate. J Anat. 239, 892-902.

Garcia-Mesa, Y., Feito, J., Cuendias, P., Garcia-Piqueras, J., Germana, A., Garcia-Suérez, O.,
Martin-Biedma, B., Vega, J.A. 2022. The acquisition of mechanoreceptive competence by
human digital Merkel cells and sensory corpuscles during development: An
immunohistochemical study of PIEZO2. Ann Anat. 243, 151953.

Garcia-Mesa, Y., Garcia-Piqueras, J., Cobo, R., Martin-Cruces, J., Suazo, |., Garcia-Suarez, O., Feito,
J., Vega, J.A. 2021. Sensory innervation of the human male prepuce: Meissner's corpuscles
predominate. J Anat. 239, 892-902.

Holden, A.C.L. 2020. Consumed by prestige: the mouth, consumerism, and the dental profession.
Med Health Care Philos. 23, 261-8.

Hu,'K.S., Kwak, H.H., Song, C., Kang, H.J., Kim, C., Fontaine, C., Kim, H.). 2006. Branching patterns
of the infraorbital nerve and topography within the infraorbital space. J Craniofac Surg. 17,
1111-5.

Hu, K.S., Kwak, 1., Koh, K.S., Abe, S., Fontaine, C., Kim, H.J. 2007a. Topographic distribution area
of the infraorbital nerve. Surg Radiol Anat. 29, 383-8.

Hu, K.S., Yun, H.S., Hur, M.S., Kwon, H.J., Abe, S., Kim, H.J. 2007b. Branching patterns and
intraosseous course of the mental nerve. ) Oral Maxillofac Surg. 65, 2288-94.

Hur MS, Hu KS, Park IT, Youn KH, Kim HJ. 2010. New anatomical insight of the levator labii
superioris alaeque nasi and the transverse part of the nasalis. Surg Radiol Anat. 32, 753-6.
Hwang, K., Jin, S., Park, J.H., Chung, }.H. 2007. Cutaneous distribution of zygomaticofacial nerve.

J Craniofac Surg. 18, 575-7.

Hwang, K., Suh, M.S., Chung, I.H. 2004. Cutaneous distribution of infraorbital nerve. ) Craniofac
Surg. 15, 3-5.

Ito, T., Gomi, H. 2007. Cutaneous mechanoreceptors contribute to the generation of a cortical
reflex in speech. Neuroreport. 18, 907-10.

lyomasa, M.M., Kénig, B. Jr., Watanabe, I.S. 1978. About the existence and endings of nerve fibres
in the Cebus apella monkey's upper lip. Rev Bras Pesqui Med Biol. 11, 209-12.

Kar, M., Muluk, N.B., Bafageeh, S.A., Cingi, C. 2018. Is it possible to define the ideal lips? Acta
Otorhinolaryngol Ital. 38, 67-72.

Martin-Alguacil, N., de Gaspar, I, Schober, I.M., Pfaff, D.W. Vega, J.A. 2021.
Somatosensation. In: Neuroscience in the 21st Century. Pfaff D.W., Volkow N.D.,
Rubenstein J. (eds). Springer, New York, NY.

Nolano, M., Provitera, V., Caporaso, G., Stancanelli, A., Leandri, M., Biasiotta, A., Cruccu, G.,
Santoro, L., Truini, A. 2013. Cutaneous innervation of the human face as assessed by skin
biopsy. Journal of anatomy. 222, 161-169.

Piccinin, M.A., Zito, P.M. 2022. Anatomy, Head and Neck, Lips. 2022 Jun 11. In: Stat Pearls
[Internet]. Treasure Isiand (FL): Stat Pearls Publishing.

Rath, E.M., Essick, G.K. 1990. Perioral somesthetic sensibility: do the skin of the lower face and
the midface exhibit comparable sensitivity? J Oral Maxillofac Surg. 48, 1181-90.

Rice, F.L., Albrecht, P.J. 2008. Cutaneous mechanisms of tactile perception: Morphological and
chemical organization of the innervation to the skin, In: The senses: A comprehensive
reference. Volume 6: Somatostatin (eds Smith D, Firestein S, Beauchamp G). San Diego, USA:
Academic.

Sabbah, A. 2022. Smile Analysis: Diagnosis and Treatment Planning. Dent Clin North Am. 66, 307-
41.

Schulze, C., Spaethe, A., Halata, Z. 1993. The sensory innervation of the gingiva and mucosa in
Monodelphis domestica: an ultrastructural study. Acta Anat (Basel). 146, 36-41.

106



Seto, H. 1963. Studies on the sensory innervation (Human sensibility). lgoku Shoin Ltd, Tokyo.

Shim, K.S., Hu, K.S., Kwak, H.H., Youn, K.H., Koh, K.S., Fontaine, C., Kim, H.J. 2008. An anatomical
study of the insertion of the zygomaticus major muscle in humans focused on the muscle
arrangement at the corner of the mouth. Plast Reconstr Surg. 121, 466-73.

Suazo, |, Vega, J.A., Garcia-Mesa, Y., Garcia-Piqueras, J., Garcia-Suarez, 0., Cobo, T. 2022. The
Lamellar Cells of Vertebrate Meissner and Pacinian Corpuscles: Development,
Characterization, and Functions. Front Neurosci. 16, 790130.

Tachibana, T., Fujiwara, N., Nawa, T. 1989. Intraperineural localization of lamellated sensory
corpuscles in the skin and oral mucosae of the adult cat and miniature pig. Neurocytol. 18,
61-9.

Tachibana, T., Ishizeki, K., Sakakura, Y. 1987a. Distinct types of encapsulated sensory corpuscles
in the oral mucosa of the dog: immunohistochemical and electron microscopic studies. Anat
Rec. 217, 90-8.

Tachibana, T., Sakakura, Y., Ishizeki, K., Nawa, T. 1987b. Nerve endings in the vermilion border .
and mucosal areas of the rat lip. Arch Histol Jpn. 50, 73-85.

Trulsson, M., Essick, G.K. 2010. Sensations evoked by microstimulation  of single
mechanoreceptive afferents innervating the human face and mouth. J Neurophysiol. 103,
1741-7.

Trulsson, M., Johansson, R.S. 2002. Orofacial mechanoreceptors in humans: encoding
characteristics and responses during natural orofacial behaviors. Behav Brain Res. 135, 27-33.

Watanabe, 1.S. 2004. Ultrastructures of mechanoreceptors in the oral mucosa. Anat Sci Int. 79,
55-61.

Watanabe, 1.S., Dias, F.J., Mardegan, lIssa. J.P., dos Santos, Haemmerle, CA., Cury, D.P., Takada,
S.H., Sosthenes, M.C., Pereira da Silva, M.C., Campos, L.M., Nogueira, M., lyomasa, M.M.
2013. Immunohistochemistry and ultrastructural characteristics of nerve endings in the oral
mucosa of rat. Microscopy (Oxf). 62, 259-70.

Wu, J., Lewis, AH., Grandl, J. 2017. Touch, Tension, and Transduction - The Function and
Regulation of Piezo lon Channels. Trends Biochem Sci. 42, 57-71.

Wuy, S.Q., Pan, B.L,, An, Y., An, 1.X, Chen, LJ., Li, D. 2019. Lip Morphology and Aesthetics: Study
Review and Prospects in Plastic Surgery. Aesthetic Plast Surg. 43, 637-43.

Yamamoto, T., Sakada, S. 1981. Distribution of sensory nerve endings in the labial mucosa of the
mouse. Tohoku J Exp Med. 135, 345-7.

yamamoto, T., Tazaki, M., Sakada, S. 1986. Morphological study of the sensory innervation of the
rat labial mucosa. Tohoku J Exp Med. 148, 229-38.

Zimmerman, A., Bai, L., Ginty, D.D. 2014. The gentle touch receptors of mammalian skin. Science.
346, 950-4.

107



Table 1. Primary antibodies used in this study.

Antigen Origin  Dilution Supplier

ASIC2 Rabbit 1:200 LifeSpan BioSciences?!
CD34 (clone QB-END/10) Mouse Prediluted Master Diagnostica?
Glutl Rabbit 0.5 ug/ml  Cell Marque3

NSE (clone BBS/NC/VI-H14) Mouse 1:1000 Dako*

NFP (clone 2F11) Mouse 1:100 Dako?

PIEZO2 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich®

5100 protein (clone 4C4.9) Mouse 1:1000 ThermoFisher Scientific®
$100 protein Rabbit 1:1000 Dako*

TRPM2 Rabbit 1:100 ThermoFisher Scientific®
TRPMS8 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich®

TRPV1 Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich®

TRPV4 Rabbit 1:200 LifeSpan BioSciences!

Glutl: glucose transporter 1, NSE: neuron specific enolase, NFP: neurofilament protein

1Seattle, WA; 2Granada, Spain; 3Seattle, WA, USA; “Glostrup, Denmark; >Saint Louis, MS, USA: 6Freemont,

CA, USA.

Table 2. Density of sensory corpuscles in the human lips/mm2. MC: Meissner corpuscles;

GC: glomerular corpuscles

Central zone Middel zone Lateral zone
Upper lip MC 4,35+0,91 3,96 +1,02 4,12 + 0,85
GC 5,00+1,32 5,34 +1,02 3,84 +0,95
Lower lip MC 3,82+0,86 3,76 £ 0,46 3,91+0,77
4,26 £1,20 4,31 +0,93 3,56 + 0,84
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Legends for figures

Figure 1.- Cross section of the central third of a human upper lip (left) where the skin (a),
the external segment (b) and internal (c) of the vermillion, and the labial mucosa (D) are

indicated enlarged. Masson’s trichrome staining.
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Figure 2.- Innervation of the dermal papilla and peripapillary dermis Associated with the
deep segments of the papilla are isolated nerve fibers (d) and sensory nerve formations
with different morphologies (b,c,f, and g) are enlargements of the squares in a and e),
many of them identifiable with Ruffini-like corpuscles. UL: upper lip; LL: lower lip.
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UL

Figure 3.-. Main morphotypes of sensory nerve formations in the cutaneous-mucous
transcription epithelium of the vermillion. Meissner corpuscles have been observed
within the dermal papillae (black arrows) and subepidermal glomerular corpuscles (white
arrows). e: epidermis; UL: upper lip; LL: lower lip.

1 ’- A:.'":'-.“,V-- -".‘1‘_‘ D v T -
UL g _ s TR . S100P | |- S e o ‘I’E
S , - ; & ’ - : VAR % - .’
Sl f @‘ e oz -'5” .
= 2 - ‘ Ty f e ’;m. L+ ’
. =% (T ; L B ysl T [ "‘3‘2‘
BT R P O 2wt e
- -'f.‘s" 4 i
~ A8 [, - ol o :3»& .
B 3 < i w £ 2] 4
o — 5 e — :
= .
G -
o
. - 14 S i o 3
i R Bl . ?2 e v
'&( o 23T : . 4
o e 89 A e
N SR R Sl B St
n, : AL N = \ S
-~ <AL
c 4 % ||d :

Figure 4.-. Different morphotypes of Meissner and glomerular of sensory corpuscles
{(arrows). The intensity of immunoreaction for the S100 protein was more intense in
Schwann cells of the fibers that supply the corpuscle than in corpuscular terminal glial
cells (lamellar cells). Immunolabeling for NSE showed a granular pattern of distribution.
e: epidermis; UL, upper lip; LL: lower lip.
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Figure 5.-. Miessner and glomerular sensory corpuscles (arrows) show a complete or
incomplete endoneurial capsule of CD-34 positive cells. No e: epidermis; UL: upper lip;

LL: lower lip.
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Figure 6.-. Merkel associated to the hair papillae (a) and in the basal layer of the epidermis
(c) display immunoreactivity for PIEZO2, as well as some Meissner b) ang glomerular (d)
corpuscles. Faint ASIC2 immunostaining was restricted to the axons of Meissner

corpuscles. e: epidermis.
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Figure 7.- Immunohistochemical detection of NSE in submucous tissue (a-b), sensory
nerve formations difficult to catalogue morphologically (c,d and h) and isolated nerve
fibres (e-g). ) UL: upper lip; LL: lower lip.
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2.- Articulo sometido a The Anatomical Record

Proprioceptive innervation of the human lips
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Abstract. The proprioceptive innervation of the facial muscles, including that of the lips, is not
completely know. It is classically accepted that facial muscles lack typical proprioceptors, i.e.
muscle spindles, but recently this fact has been doubted. However, taking into account the
functions and reflexes in which the lips participate, it is clear that they have proprioceptive
innervation. In this study, the proprioceptive innervation of human lips has been analyzed using
morphological criteria, expression of myosin heavy chain, and presence of mechano-gated ion
channel PIEZO2. No muscle spindles were found, but there was a high density of sensory nerve
formations, morphologically very heterogeneous, which in some cases resemble Ruffini-like and
Pacinian sensory corpuscles. In the axons of these sensory formations the mechanoprotein
PIEZO2 is expressed. Taken together, present results demonstrate that human lip muscles lack
typical proprioceptors but possess a dense innervation which can serve the lip proprioception.

Keywords: human lips, proprioception, sensory nerve formations, mechano-gated ion channels

Introduction
The lips are one of the most important parts of the face for expression and, nowadays it

is one of the most common anatomical regions for surgical and esthetic treatments
(Deloseph et al., 2018; Kar et al., 2018; Holden, 2020; Boson et al., 2021). They receive
somatosensory innervation throughout branches of the infraorbitary nerve (upper lip;
Hwang et al. 2004, 2007) and of the mental nerve (lower lip; Alsaad et al., 2003; Hu et al.,
2006, 2007a,b) of the trigeminal nerve. Furthermore, the facial nerve throughout the
buccal branch provides motor innervation to the orbicularis oris, elevator muscles of the
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lip and lip angle muscles, whereas the marginal mandibular branch supplies most muscles
responsible for depression of the lip (Hwang et al., 2006; Cataneo and Pavesi, 2014).

In addition to somatosensory and motor innervation, the lips have proprioceptive
innervation responsible for maintenance of the muscular tone (Neilson et al., 1979). The
proprioceptive innervation of the facial muscles, including the labial ones, is not
completely understood, but it is accepted that they received proprioceptive nerve fibres
from the trigeminal throughout trigeminal-facial nerve connections (Lazarov, 2007; Won
et al., 2014; Cobo et al., 2017b). However, the facial muscles lack typical proprioceptors,
i.e. muscle spindles (Cattaneo and Pavesi, 2014), which are replaced by other sensory
nerve formations with proprioceptive properties (see Cobo et al., 2017a; 2019). The
proprioception plays a key role in facial expression and coordination, regulation of
masticatory force and oromotor behavior, non-verbal facial communication, as well as in
orofacial reflexes related to speech, swallowing, cough, vomit or breathing (Wild et al.,
2003; Kang et al., 2005; van der Bilt, 2011; Hontanilla and Marre, 2013; Schétz et al.,
2013; Cattaneo and Pavesi, 2014; Frayne et al., 2016).

To perform a precise, accurate and successful interventions on the lips it is mandatory to
understand the anatomy and physiology of this anatomical region. Thus, the present
study was designed to investigate the proprioceptive innervation of the adult human lips
by identifying morphologically differentiate proprioceptors detecting, and the de
detection within them of PIEZ02, a mechanogated ion channel regarded to be involved
in proprioception (Woo et al., 2015; Nagel and Chesler, 2022). The study was aimed to
provide a detailed analysis of the human lips proprioceptive innervation that may serve
for all medical and odontology specialties that manipulate lips for aesthetic purposes.

2. Material and Methods

2.1. Material and tissue processing. Sections of three upper and two lower lips from five
non-embalmed frozen cadavers were obtained from our laboratory collection (Registro
Nacional de Biobancos, Seccidn colecciones, Ref. C-0001627, responsible O. G-S). The age
of the subjects was 66, 60, 72, 75 and 81years. These materials were routinely embedded
in paraffin and cut into serial sections 10 um thick. Selected sections were stained with
Masson’s trichrome to ascertain structural details. The study was approved by the Ethical
Committee for Biomedical Research of the Principality of Asturias, Spain {(Cod. CEIm, PAst:
Proyecto 266/18). Furthermore, the lips were divided into three zones: medial (between
both philtral ridges in the upper lip, and a central segment of 2 cm in the lower lib), lateral
(2 cm medial to the oral commissure) and medium (between the previous two).

2.2. Methods. Deparaffinized and rehydrated sections were processed for indirect
immunohistochemistry using Leica Bond™ Polymer Refine Detection Kit (Leica
Biosystems™, Newcastle, UK) following the manufacturer’s instructions. The primary
antibodies used were to selectively label axonal (neurdfilament proteins: NFP), Schwann
cells (S100 protein: S100P), endoneurial (CD34) and perineurial (Glutl) cells, PIEZO2, and
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myosin heavy chain (see Table 1). Indirect immunohistochemistry included several
negative and positive controls as well as internal positive and negative controls.
Furthermore, in deparaffinised and rehydrated sections double immunofluorescence
was carried out, to simultaneously detect S100P and CD34. Briefly, non-specific binding
was reduced (incubation for 30 minutes with a solution of 5% bovine serum albumin in
Tris-buffered saline (TBS), pH 7.4). Sections were then incubated overnight at 4°C in a
humid chamber with a 1:1 (v/v) mixture of anti-S100P and anti-CD34. After rinsing,
sections were incubated for 1 hour with Alexa Fluor 488-conjugated goat antirabbit IgG
(Serotec™, Oxford, UK, diluted 1:1000), rinsed again, and incubated for another hour with
a Cy3-conjugated donkey anti-mouse antibody (Jackson-ImmunoResearch™, Baltimore,
MD, USA, diluted 1:50). Both steps were performed at 20° C room temperature in a dark,
humid chamber. Thereafter, sections were washed and mounted with Fluoromount Gold
(ThermoFisher, Runcoen, UK), and finally, sections were counterstained with DAPI (4’,6-
diamidino-2-phenylindole; 10 ng/ml) to label nuclei. Triple staining was detected using a
Leica DMR-XA automatic fluorescence microscope coupled with Leica Confocal Software,
version 2.5 {Leica Microsystems, Heidelberg GmbH, Germany), and captured images
were processed using the software Imagel, version 1.43 g at the Master Biophotonics
Facility, McMaster University, Ontario, Canada (www.macbiophotonics.ca). As controls,
representative sections were processed in the same way as described above, using non-
immune rabbit or mouse sera instead of primary antibodies or while omitting primary
antibodies during incubation.

3. Results

The muscles of the human lips are disposed forming two planes, superficial and a deep,
separated by a plane that contains branches of the facial nerve. The depth muscles are
the orbicularis oris and the buccinator muscle, and the superficial ones are: mentalis
risorious, zygomaticus major and minor, levator labii superioris, levator labii superioris
alaquae nasi, depressor anguli oris and depressor labii inferiors and some parts of the
orbicularis oris (Pessa et al., 1998; Shim et al., 2008; Hur et al., 2010). The description of
the results that was made here do not take into account the different muscles but the
presence or not of typical proprioceptors, i.e. muscle spindles, and other morphotypes
of sensory nerve formations capable of functioning as proprioceptors.

The first stage of the research consisted of locating structures that were morphologically
compatible with neuromuscular spindles. Only in two sections of the central and
intermediate third of the upper lip, structures resembling neuromuscular spindles were
observed (Fig. 1a) based on the caliber and arrangement of the muscle fibers. However,
in none of the sections analyzed was immunoreactivity for myosin heave chain,
considered specific to intrafusal fibers (Fig. 1b).

By immunodetection of S100P it has been shown that muscles of the human lips have a
high density of innervation, located mainly in the perimysium septa and in the connective
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tissue that separate the different muscles (Fig 2a). The muscular nervous apparatus of
the lips appears as isolated nerve fibers (Fig. 2b) and as capsulated formations containing
nerve fibers of different calibers; the latter are especially abundant in the superficial area
of the muscle fascicles (Fig. 2c-e).

Sometimes the sensory nerve formations located in the connective septa of the lips can
be confused with nerves. However, their appearance is very different since the nerves
are formed by groups of nerve fibers of similar calibers, compact and directly surrounded
by endoneurium-perineurium layers; In contrast, sensory nerve formations contain a
small number of thick nerve fibers and fine nerve fibers, or only one thick fiber and
smaller caliber fibers, or several small-caliber fibers. But in all cases these formations have
a wide space delimited by a capsule surrounding nerve fibers. Occasionally, sensory nerve
formations with the appearance of Ruffini-like and Pacini-like corpuscles were observed
(Figs. 2a and 2i). These results were confirmed using double immunofluorescence
observing the different caliber of nerve fibers within the sensory nerve formations and
the delimitation of space by a more or less complete capsule of CD34 positive
endoneurium (the reaction for the perineurial antigen Glutl was negative; data not
shown).

A direct method of highlighting mechanoceptive-proprioceptive formations in skeletal
muscles is the demonstration in them of mechanoproteins involved in them, especially
PIEZO2. In serial sections processed for the immunohistochemical detection of S100P and
PIEZO2 we have detected the presence of PIEZO2 in the axons that supply the sensory
nerve formations of the lips (Fig. 3) and in some isolated nerve fibers.

4. Discussion

The lips are muscle-cutaneous-mucous structures that surround the oral cavity and play
a key role in mastication, facial expression, phonation, tactile sensation, and intimacy.
Furthermore, they participate in orofacial reflexes (see Cattaneo and Pavesi, 2014;
Frayne et al., 2016). Furthermore, The muscle tone of the labial muscles depends on the
proprioceptive innervation and the presence of the neuromuscular spindles or other
sensitive organs capable of replace it. The absence of muscular tone determines the
muscular flaccidity and in case of labial muscles changes of facial expression and esthetic
alterations.

But human facial muscles, including labial muscles, do not have typical proprioceptors,
i.e. neuromuscular spindles, as is the case in most skeletal muscles (Stal et al., 1987, 1990;
Kamen and De Luca 1992; Happk et al., 1994). Therefore, a putative facial proprioceptive
system, if present, must be represented by other structures not identified yet.
Nevertheless, muscle spindles are present muscles innervated by the facial nerve like
platysma colli (May et al., 2018,2022) platysma colli muscle, and recently, Omstead et al.
{(2023) hypothesized that facial muscles contain muscle spindles, and predicted that
humans would have the greatest number, given the role our lips play in speech. We have
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repeatedly investigated the occurrence of muscle spindles in human cephalic muscles,
and we have never found muscle spindles in facial muscles (see for a revision Cobo et al.,
2019, 2021). Thus it was hypothesized that other sensory nerve formations or sensitive
elements must function as proprioceptor-like in those muscles.

In the present study we have confirmed, by structural and immunohistochemical
techniques, the absence of muscle spindles in human labial muscles. We have not found
formations with organization of muscle spindles and immunoreactivity was never
detected for myosin heavy chain regarded a specific marker for muscle fibers proper of
muscle spindles (Liu et al., 2002). On the contrary, we have observed a rich sensory nerve
apparatus distributed in the perimysium and connective septa of the lips, which could
function as a proprioceptive-like system. These are nerve fibres of different calibers
included in an endoneurial capsule, with a large intracapsular space. Only occasionally do
they resembled Ruffini-like and Pacini-like sensory corpuscles. In our opinion these two
morphotypes of sensory structures could function as proprioceptors in the lips. It has
been proposed that some types of cutaneous mechanoreceptors may also function as
proprioceptors, but their physiological properties suggest that they are not the
alternative to muscle spindles (see Proske and Gandevia, 2012).

It is actually accepted that at the basis of all sensory modalities there are ion channels
and therefore at the basis of mechanosensitivity, including proprioception, are expected
mechanically gated ion channels (Bewick and Banks, 2015; Kréger, 2018). At present acid-
sensing ion channel 2, transient-receptor potential vanilloid 4 ion channels, and PIEZO2
have been found in muscle spindles and are strong candidates to initiate the
mechanotransduction for proprioception (Simon et al., 2010; Chen and Wong, 2013;
Woo et al., 2015; Nagel and Chesler, 2022). In the present study we have found that most
of the sensory nerve formations identified as possible proprioceptors-like express PIEZO2
in their axons which supports this function. Unfortunately, we have not been able to
identify axons by NFP and NSE, presumably due to alterations of them as a result of the
technical processing of the parts. However, we believe that these are axons due to the
morphology, size and location of immunoreactivity for PIEZO2.

Taken together, the results demonstrate that human lip muscles lack typical
proprioceptors but possess a dense sensory nervous apparatus that may function, at least
in part, as proprioceptor-likes. Our study is limited by the sample size and technical
malfunctions of some of the antibodies used but is consistent with previous studies by
our group (Cobo et al., 2017b, 2021). The perioral muscles have a special mimetic
function and esthetic function and the perfect knowledge of their anatomy and
innervation is essential to perform treatments properly (Hotta, 2016; Hwang, 2020;
Morena Serna et al., 2021).
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Table 1 Primary antibodies used in the study.

Antigen Origin  Dilution Supplier

CD34 (clone QB-END/10) Mouse Prediluted Master Diagnostical
Glutl Rabbit 0.5 ug/ml  Cell Marque?

NFP (clone 2F11) Mouse 1:100 Dako?

MHC Rabbit 1:200 ‘ThermoFisher Scientific*
PIEZO2* Rabbit 1:200 Sigma-Aldrich®

$100 protein (clone 4C4.9) Mouse 1:1000 ThermoFisher Scientific®
$100 protein Rabbit 1:1000 Dako?

Glutl: glucose transporter 1, MHC: myosin heavy chain, NSE: neuron specific enolase,

NFP: neurofilament protein
lGranada, Spain; 2Seattle, WA, USA; 3Glostrup, Denmark; “Freemont, CA, USA; >Saint

Louis, MS, USA.
*Amino acid sequence recoghized:
FEDENKAAVRIMAGDNVEICMNLDAASFSQHNP
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Legends for figures

Figure 1.- Hematoxylin & eosin staining (a) and immunohistochemistry for the detection
of myosin heavy chain in the orbilaris oris muscle of the upper lip. Occasionally structures
similar to muscle spindles (arrows in a) were observed but no reaction was detected for
the myosin of the muscle fibers of the spindles.

Figure 2.- Immunohistochemistry for the S100 protein. Muscle fasciculus corresponding
to the orbicularis oris muscle of the lower lip showing the nervous system within it (a). In
the septa of perimysium there are sensory nerve formations with different morphologies

(arrows in b to e).
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Figure 3.- Immunohistochemistry for the S100 protein. Different morphotypes of sensory
nerve formations in the perimysium of the muscles of the upper (a-f) and lower (g-j) lips.
Ruffini-like corpuscles (i) were occasionally observed.
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Figure 4.- Double immunofluorescence for S100 protein (green fluorescence) and CD-34
(red fluorescence) counterstained with DAPI (blue fluorescence). Images show Pacinian-
like corpuscles. Objective: 63%/1.40 oil, pinhole 1.37, XY resolution 135.4 nm and Z
resolution 235.8 nm..
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Figure 5.- Approximate serial sections showing the location of mechanoprotein PIEZO2
(a,b) and protein $100 (c,d) in the sensory nerve formations of the human upper lip
(arrows). The immunoreaction for PIEZO2 is localized to the axons of sensory nerve

formations.
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TRPV4) and thermosensing (TRPV1, TRPM2 and RPMS8) ion channels in these
structures. Methods: Five whale lips (3 upper and 2 lower) were obtained from non-
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ABSTRACT. Objectives: The lips are a part of the human face with special sensitivity
for touch and thermal sensation. This study focuses on lip somatosensory innervation,
especially on sensory corpuscles and the presence of the mechano-gated (ASIC2, PIEZO2
and TRPV4) and thermosensing (TRPV1, TRPM2 and RPMS) ion channels in these
structures. Methods: Five whole lips (3 upper and 2 lower) were obtained from non-
embalmed frozen cadavers, then fixed in 10% formaldehyde and embedded in paraffin.
The age range was 60 to 81years (3 female and 2 male). Results: Different morphotypes
of sensory corpuscles were found: Ruffini-like in the vicinity of the papillae of hair follicles,
capsulated Meissner's and non-capsulated glomerular corpuscles in the vermillion, and
sensory corpuscles of difficult morphological filiation in the oral mucosa The density of
sensory corpuscles in the vermillion was higher in the upper lip than in the lower lip:
glomerular corpuscles predominate in the central and middle segments of lips whereas
Meissner corpuscles were more abundant in the lateral segment. Regularly the axon of
the glomerular and Meissner’s corpuscles displayed ASIC2 and PIEZO2
immunoreactivity. TRPV1, TRPV4, TRPM2 and TRPV8 were non-detected.
Conclusions: The current results demonstrate that the sensory corpuscles of the lips,
especially the vermilion, are a mixture between those of the digital glabrous skin and the
glabrous skin of other anatomical regions. The appearance of PIEZO2 and ASIC2 in their

axons suggests that these sensory nerve formations are mechanosensory.

Keywords: lips, lip somatosensory innervation, glabrous skin, sensory corpuscles,

PIEZO2, ASIC2
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1. Introduction

The lips are a part of the human face essential for facial expression, mastication, speech
and phonation, touch and thermal sensation, physical attraction and sexuality. They are
two cutaneous-mucous folds that contain muscles, vessels and nerves (Hur et al,, 2010;
Shim et al., 2008; Piccinin and Zito, 2022). The external surface of the lips consists of
hairy skin with abundant sweat and sebaceous glands, the internal surface is lined with a
moist mucous membrane, and the edges are covered with a transition epithelial layer

called the vermillion (see Boukovalas et al., 2017).

To carry out the functions in which the lips participate they are richly innervated. The
labial muscles are supplied by branches of the facial nerve, whereas the somatosensory
innervation depends on branches originated from the trigeminal nerve (Alsaad et al.,
2003; Hwang et al. 2004, 2007; Hu et al., 2006, 2007a,b). Both the facial skin and labial
mucosa are richly innervated (Comiani et al., 2020), but specially the vermilion (Rath
and Essick, 1990).

Regarding the microscopic somatosensory innervation of the lips it has been widely
investigated in different mammalian species like mouse (Yamamoto et al, 1981), rat
(Yamamoto et al., 1986; Tachibana et al., 1987a; Watanabe et al., 2013), cat and miniature
pig (Tachibana et al., 1989), dog (Tachibana et al., 1987a), Monodelphis domestica
(Schulze et al., 1983), or Cebus apella monkey (Iyomasa et al., 1978). In all these species
different morphotypes of sensory corpuscles were identified in the labial skin, vermilion
and labial mucosa (see also Watanabe, 2004). Nevertheless, data in humans are not too
abundant. Classical literature was updated 60 years ago by Seto (1963) who reported the
occurrence of “complex branched sensory terminations”, “uncapsulated glomerular
bodies”, “capsulated glomerular terminations (genital nerve body type I)” and “plexiform

sensory terminations”. More recently, Nolano et al. (2013) in samples of biopsied lips
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observed abundant intraepithelial nerve fibres, pilo-neural complexes of unmyelinated
and myelinated fibres, and occasionally Meissner-like corpuscles, Merkel cell-neurite

complexes and Ruffini-like corpuscles.

On the other hand, results from studies of microneurography support the occurrence of
different categories of Jlow-threshold mechanoreceptive afferents (LTMRs) innervating
the lips, including type 1 and type 1l slowly adapting (SA) LTMRs and type 1 rapidly
adapting (RA) LTMRs, but not type I RA LTMRs (Trulsson and Johansson, 2002;
Bukowska et al., 2010; Trulsson et al., 2010). Structurally they correspond to Merkel cell-
neurite complexes, Ruffini’s corpuscles and Meissner corpuscles, respectively

(Zimmerman et al., 2014; Cobo et al., 2021).

Thus, the present study was designed to investigate the somatosensory innervation of the
adult human lips analyzing the kinds of sensory nerve formations, their
immunohistochemical profile (using a battery of antibodies against the different
constituents of the sensory corpuscles; see Cobo et al., 2021) and the occurrence within
them of several ion channels involved in mechanosensing (PIEZO2, acid-sensing ion
channel 2 -ASIC2- and transient receptor potential vanilloid 4 -TRPV4-) and temperature
detection (transient receptor potential melastatina 2 and 8 -TRPM2 and TRPMS- or
TRPV1) (see Martin-Alguacil et al., 2021). The study was aimed to provide basic
information about the somatosensation of the lips for clinicians and surgeons that
manipulate lips therapeutical or esthetical purposes (Baudoin et al., 2019; Wuetal,, 2019;

Sabbah, 2022).

2. Material and Methods
2 1. Material and tissue processing. Upper (n = 3) and lower (n = 2) lip were obtained
from our laboratory collection (Registro Nacional de Biobancos, Seccion colecciones,

Ref. C-0001627). The study was approved by the Fthical Committee for Biomedical

4
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Research of the Principality of Asturias, Spain (Cod. CElm, PAst: Proyecto 266/18). The
age of the subjects was 66, 60, 72, 75 and 81years (3 female and 2 male). The pieces were
originally removed from non-embalmed frozen cadavers, then fixed in 10%
formaldehyde and routinely embedded in paraffin. Now of the use lips were preserved in
blocks of paraffin and cut into serial sections 10 pm thick. Selected sections were stained
with Masson’s trichrome to ascertain structural details.

2.9 Methods. Single immunohistochemistry. Deparaffinized and rehydrated sections were
processed for indirect immunohistochemistry using Leica Bond™ Polymer Refine
Detection Kit (Leica Biosystems™, Newcastle, UK) following the manufacturer’s
instructions. The primary antibodies used are in Table 1. They included specific axonal
(neuron specific enolase: NSE), Schwann-related cell (S100 protein: $100P), endoneurial
(CD34 antigen) and perineurial (Glucose transporter 1: Glutl) markers. Furthermore, we
used antibodies PIEZO2, ASIC2, TRPV4, TRPV1, TRPM2 and TRPMS. Indirect
immunohistochemistry included several negative and positive controls as well as internal
positive and negative controls.

3.3. Quantitative analyses. The lips were divided into three zones: central (between both
philtrum ridges on the upper lip, and a central segment of 2 cm on the lower lip), lateral
(2 cm medial to the oral commissure), and middle (1 cm between medial and lateral
zones). Ten sections of each zone, 10 pm thick, 200 pm apart, processed detection of
S100P were used to identify sensory corpuscles. The sections were scanned by an
SCN400F scanner (Leica Biosystems), and the scans were computerized using SlidePath
Gateway LAN software (Leica Biosystems™). Then, in 5 randomly selected fields of 400
pm? each per section that included the vermillion, the number of sensory corpuscles were

counted by two independent observers (JM-C and JAV). Values are expressed as the
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mean of sensory corpuscles by mm?2. Due to the low number of sampled corpuscles, no

statistical analysis was carried out.

3. Results

To systematically study the innervation of human lips, three territories have been
established: cutaneous, mucous and the transition between both, that is, the vermillion
(Fig. 1).

3.1. Hairy skin. The nerve apparatus of the hairs bulb was not studied because the outer
sheath and the perifollicular sheath were plucked or very altered as a result of the freezing
process and subsequent fixation of the pieces. Therefore, only the innervation of hair
papillae and the surrounding dermis associated is described here. Nerve fibres entering
the hair papillae were regularly observed, and in the dermis surrounding the papillae nerve
profiles as well as distinct types of sensory nerve formations were found (Fig. 2), most
identifiable as Ruffini-like corpuscles (Fig. 2b,c,0). In other cases, these were capsulated
formations formed by nerve fibre profiles of different calibers surrounded by a wide
intracapsular space (Fig. 2b). Apparently, the highest densities of sensory nerve
formations associated to the hair papilla were in the central zone of the lips, followed by
the lateral zone and the lowest in the middle zone. A quantitative study of the density of
sensory nerve formations due to the irregularity with which they occur was not carried
out on the labial skin.

3.9. Vermillion. In relation to the transitional epithelium of the vermillion two
morphotypes of sensitive corpuscles were found: Meisner's corpuscles and glomerular
corpuscles (Fig. 3). Meissner's corpuscles were located on the dermal papillae, at varying
distances from the epidermis. They were of different sizes and the laminar cells (glia

terminal) that form them, were not compact, nor were they arranged as stacks of flattened
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sheets (classically described as a "coin stack"). In addition, the intensity of the
immunoreaction for S100P was not homogeneous, neither between corpuscles nor in the
same corpuscle, and was always weaker than that of the nerve fibres that supply them
(Fig. 4). The axons did not present the typical appearance among lamellar cells but a
glomerular and pointed appearance (Figs. 3 and 4). Characteristically, Meissner's
corpuscles were surrounded by a complete or partial layer of CD34-positive cells,
considered endoneural (Fig. 5); on the contrary, no peri-corpuscular immunoreaction of
Glut-1, considered as a specific marker of the perineurium (data not shown), was
demonstrated.

As for the glomerular corpuscles, with a "wool ball" or "yarn ball" appearance, they were
always located below the epidermis and both the marking of the terminal glial cells and
the axons presented a pattern of punctate immunolabeling (Figs. 2 and 3). In no case were
evidence of positive CD34 capsules framing these corpuscles were found.

The results of the quantitative analysis are summarized in Table 2. As can be show, and
as a rule, the density of glomerular corpuscles was higher than that of Meissner's
corpuscles in the central and middle segments, but lower in the lateral segment; and the
density of corpuscles was higher in the upper lip than in the lower lip.

Another aspect investigated was the presence of ion channels related to
mechanosensitivity in the vermillion sensory corpuscles. The presence of PIEZO2 was
detected in cells associated with hair follicles (Figs. 6) and located in the stratum basale
of the epithelium (Fig. 6c) that by their location can be identified as Merkel cells. In
addition, a fine immunolabeling, apparently axon pattern, was observed in some Meissner
(Fig. 6b) and glomerular (Fig. 6d) corpuscles. Axons showing immunoreaction for ASCI2

were also found in Meissner corpuscles but not in glomerular corpuscles (Fig. 6e-h).
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3.3. Mucosa. In the labial submucosa sensory nerve formations of diverse types were
found. Occasionally they resembled glomerular formations, with dotted pattern and
immunoreaction for both axon and glial markers (Figs. 7a-b). In other cases, they formed
structures of difficult morphology, very irregular (Figs. 7c-d) or rounded (Fig. 7h).
Finally, isolated nerve fibres were found in the submucosa of the folds of the labial
mucosa (Figs. 7e-g).

It should be noted that in no case immunoreaction was detected in the sensory nerve

formations for Glut-1 or for the ion channels TRPV1, TRPV4, TRPM2 and TRPMS (data

not shown).

4. Discussion

The present research was designed to analyze the innervation of human lips, with special
reference to vermilion. The work used a battery of antibodies to identify the axon (NSE
and NFP) and Schwann and terminal glial cells (S100P) of nerves and sensory nerve
formations, respectively. In addition, the distribution of endoneural (CD34 positive) and
perineural (Glut-1 positive) cell markers in these structures was studied. As indirect
evidence of the possible function of the sensory nerve formations, it was studied whether
any of their components, especially axons, expressed any ion channel related to
mechanosensation (ASIC2, PIEZO2 and TRPV4) or thermosensation (TRPV1, TRPM2

and TRPMS) (Cobo et al., 2021; Martin-Alguacil et al., 2021).

Recent studies on the microscopic innervation of human lips are almost non-existent,
except for the study by Nolano et al. (2013) who found in samples of biopsied lips
abundant intraepithelial nerve fibres, pilo-neural complexes of unmyelinated and
myelinated fibres, and occasionally Meissner-like corpuscles, Merkel cell-neurite

complexes and Ruffini-like corpuscles. Our results partially coincide with those of these
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authors since we have found Ruffini-type corpuscles associated with the papilla of the
hair follicles, Meissner type corpuscles in the vermillion and other sensory formations of
difficult morphological filiation in the submucosa of the labial mucosa. But in no case
have complex Merkel-neurite cells been found. It is noteworthy that Nolano et al. (2013)
do not describe the presence of glomerular corpuscles that in our study are the most
abundant. Surely these discrepancies can be explained because we have analyzed whole

lips and they are only small biopsy samples.

There is general agreement that the vermillion is the most innervated part of the lips (Rath
and Essick, 1990) and our work has focused on it. Cutaneous afferents, and presumably
also vermillion ones, can be distinguished based on their sensory terminals, or sensory
corpuscles, and functionally classified based on the conduction speed of their action
potentials (Rice and Albrecht, 2008; Zimmerman et al., 2014; Cobo et al., 2021, Martin-
Alguacil et al,, 2021). We have found Meissner corpuscles and glomerular corpuscles,
and in general the formers are more abundant in the outer third of the lips and the latter
in the inner two-thirds. As far as we know it is the first time that the sensitive corpuscles
are quantified in the vermillion. Meissner's corpuscles were similar but not the same as
those of glabrous skin: terminal glia have an irregular arrangement and not in "coin stack”
and their typical immunolabeling with S100P always showed a much lower intensity than
that of Schwann cells of the fibres that supply them. We cannot say why this is the case,
although it is possible that there are differences in the terminal glia of the sensitive
corpuscles according to the anatomical region (Suazo et al., 2022). On the other hand,
glomerular corpuscles had only previously been described with silver impregnation
techniques, and had been termed "uncapsulated glomerular bodies" and "capsulated
glomerular terminations (genital nerve body type D" (Seto, 1963). The findings of our

study show that they are effectively not capsulated (they lack CD34 or Glu-1 cell
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envelope) and morphologically resemble those that exist in the clitoris, although in this
location they do have a capsule (Garcia-Mesa et al., 2021).

At the level of the labial mucosa, we have also observed some types of sensory nerve
formations of difficult morphological filiation and in scarce number. The predominant
sensory nerve formation was free nerve fibres of large caliber; Their possible function as

mechanoreceptors must be demonstrated.

The types of sensory corpuscles found in our studies at the cutaneous level (Ruffini-like
corpuscles in relation to the papillae of the hair follicles), in the vermillion (Meissner's
and glomerular corpuscles) and in the labial mucosa (not morphologically affiliated),
which could be the morphological support to the results of microneurography studies that
collect type II SA LTMRs and type I RA; however our results do not support the
registration of type I SA LTMRs (Trulsson and Johansson, 2002; Bukowskaetal., 2010;
Trulsson et al., 2010). On the other hand, it is not known to which functional category the
glomerular corpuscles can be ascribed and, based on the present results that corpuscles
are responsible for the type II RA LTMRs. Probably, combinations of LTMRs are

responsible for the final mechanosensitivity of the lips.

Mechanotransduction in sensory corpuscles, involves mechano-gated ion channels (Wu
et al., 2017; Douguet and Honoré, 2019) , which have been detected in both axon and
terminal glial cells of human cutaneous sensory corpuscles (Garcia-Mesa et al., 2017,
2021a,b, 2022a,b; Cobo et al.,, 2020). The axon of both Meissner and glomerular
corpuscles in the vermillion, as well as Merkel cells associated to hairs, display PIEZO2
and ASIC2 immunoreactivity like Meissner's corpuscles and glomerular corpuscles in
other cutaneus regions (Cabo et al., 2015; Garcia-Mesa et al., 2017, 2021a,b). As far as
we know this is the first report of the occurrence of ASIC2 and PIEZO?2 in the sensory

corpuscles of human lips.
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Somatosensory afferents in the lips respond not only to contact with environmental
objects, but also to contact between the lips, changes in air pressure generated for speech
sounds, and to deformations that accompany lip during chewing and swallowing.
Furthermore, it has been proposed they provide proprioceptive information (Trulsson and
Johansson, 2002; Ito and Gomi, 2007). Nevertheless, this is doubted, and further studies
are necessary to clarify how and what is the proprioceptive system of the muscles of the
lips. On the other hand, it remains to be elucidated whether ion channels related to thermal

sensibility are also present in the human lips.
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Table 1. Primary antibodies used in this study.

Antigen Origin Dilution Supplier
__”___’_’_______‘___,___,_,_._.————————4—'—'—’/
ASIC2 Rabbit 1:200 LifeSpan Blosmences
CD34 (clone QB-END/10) Mouse Prediluted Master Dlagnostlca
Glutl Rabbit 0.5 pg/ml  Cell Marque’

NSE (clone BBS/NC/V 1-H14) Mouse 1:1000 Dako*

NFP (clone 2F11) Mouse 1:100 Dako*

PIEZO2 Rabbit  1:200 Sigma-Aldrich’

S100 protein (clone 4C4.9) Mouse 1:1000 ThermoFisher Scientific®
S100 protein Rabbit 1:1000 Dako*

TRPM2 Rabbit 1:100 ThermoFisher Scientific®
TRPM8 Rabbit  1:200 Slgmz:t-Aldrlch5

TRPV1 Rabbit  1:200 Sigma- -Aldrich®

TRPV4 Rabbit 1:200 LifeSpan BioSciences'

Glutl glucose transporter 1, NSE neuron specific enolase, NFP: neurofilament protein

ISeattle, WA; *Granada, Spain; 3Seattle, WA, USA; “Glostrup, Denmark; >Saint Louis,
MS, USA: *Freemont, CA, USA.
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Table 2. Density of sensory corpuscle

GC: glomerular corpuscles

s in the human lips/mm?. MC: Meissner corpuscles;

Central zone

Upper lip

Lower lip

MC
GC
MC

4,35+£0,91
5,00 £ 1,32
3,82+ 0,86
426+ 1,20

Middel zone

3,96 + 1,02
5,34 £1,02
3,76 = 0,46
4,31+093
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Lateral zone

4,12 +0,85
3,84 £ 0,95
3,91+0,77
3,56 = 0,84
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Legends for figures

Figure 1.- Cross section of the central third of a human upper lip (left) where the skin (a),
the external segment (b) and internal (c) of the vermillion, and the labial mucosa (D) are
indicated enlarged. Masson’s trichrome staining.

Figure 2.- Innervation of the dermal papilla and peripapillary dermis Associated with the
deep segments of the papilla are isolated nerve fibers (d) and sensory nerve formations
with different morphologies (bc.f, and g) are enlargements of the squares in a and ¢),
many of them identifiable with Ruffini-like corpuscles. UL: upper lip; LL: lower lip.
Figure 3.-. Main morphotypes of sensory nerve formations in the cutaneous-mucous
transcription epithelium of the vermillion. Meissner corpuscles have been observed
within the dermal papillae (black arrows) and subepidermal glomerular corpuscles (white
arrows). e: epidermis; UL: upper lip; LL: lower lip.

Figure 4.-. Different morphotypes of Meissner and glomerular of sensory corpuscles
(arrows). The intensity of immunoreaction for the S100 protein was more intense in
Schwann cells of the fibers that supply the corpuscle than in corpuscular terminal glial
cells (lamellar cells). Immunolabeling for NSE showed a granular pattern of distribution.
e: epidermis; UL, upper lip; LL: lower lip.

Figure 5.-. Miessner and glomerular sensory corpuscles (arrows) show a complete or

incomplete endoneurial capsule of CD-34 positive cells. No e: epidermis; UL: upper lip;

LL: lower lip.
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Figure 6.-. Merkel associated to the hair papillae () and in the basal layer of the
epidermis (c) display immunoreactivity for PIEZO2, as well as some Meissner b) ang
glomerular (d) corpuscles. Faint ASIC2 immunostaining was restricted to the axons of
Meissner corpuscles. e: epidermis.

Figure 7.- Immunohistochemical detection of NSE in submucous tissue (a-b), sensory
nerve formations difficult to catalogue morphologically (c,d and h) and isolated nerve

fibres (e-g). ) UL: upper lip; LL: lower lip.
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