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PRESENT ACION 

En la serie de estudios que ae muestran en el presente 
trabajo, hemos tenido le oportunidad de conjuntar dos importantes 
herramientas, loa transplantes de tejido cerebral fetal y el 
modelo conductual del Condicionamiento Aversivo a los Sabores, que 
nos han permitido aproximarnos a una de las expresiones mAs 
apaa1onantes de la plasticidad del Sistema Nervioso de los seres 
vivos que es el aprendizaje. 

El Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS), constituye 
un modelo sólido para el estudio de la ontocenia y filocenia de 
los procesos custativos. Adem6s, ha oontribuldo a mejorar el 
entendimiento de los procesos anatómicos y/o funcionales del 
Sisteaa Nervioso Central (SNC), que intecran la información 
auatativa. E1 mode1o del CAS consiste brevemente, en la 

1. presentación de un estimulo sustativo (estimulo condicionado) 
aecuido de una irritación c•strica (estimulo incondicionado) 
produciendo una aversión al estimulo cuatativo, cuando nuevamente 
ea presentado a1 sujeto experimental. 

Los transplantee de 
m6todo de aproximación 

tejido cerebral 
al conocimiento 

fetal 
de 

constituyen un 
los mecanismos 

inherentes a los or~cenes, desarrollo y posibles soluciones de los 
trastornos del SNC, aai como a la ontocenia del mismo. 

En nuestro laboratorio se ha demostrado que transplantes 
homotópicos fetales de neocorteza custativa (NG), producen 
recuperación en la capacidad de adquirir el CAS, despu•s de dos 
meses, en ratas que previamente lo hab1an perdido debido a la 
lesión de la corteza. Posterioraente, tratando de conocer los 
me~anismos iaplicados en tal recuperación, mostramos que los 
transplantes homotópicos de NG pero no los heterot6picos de tejido 
tectal, podian ¡restablecer las funciones cognitivas y la 
conectividad con el t•lamo y la amlcdala del tejido hu6sped, con 
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quienes la corteza custativa •antiene conexiones normalmente. 

H•a tarde, con el Animo de comprender los procesos temporales 
que subyacen a la recuperación funcional y anatómica observada, 
efectuamos un an•lisis conductual y citoarquitectónico, sicuiendo 
el curso temporal (15, 30, 45 y 60 dias) de desarrollo de los 
tranaplantes, •ostrando que la recuperación conductual comienza a 
manifestarse a partir de los 30 di as de desarrollo 
poat-transp1ante, al tiempo que aparecen los primeros indicios de 
reconectividad, vascularización y maduréz estructural de nuestros 
transplarites, alcanzando su mejor expresión hacia los 60 dias. 

Estos resultados aucieren que la madur•z morfolósica y la 
reconectividad entre el transplante y el hu•sped, son necesarias 
para la adecu~da expresión de la recuperación conductual del CAS, 
en sujetos previa•ente lesionados en la neocorteza austativa. 
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INTROOUCCION 

LOS TRANSPLANTES DE TEJIDO NERVIOSO FETAL Y LA PLASTICIDAD DEL SNC 

Hoy en dia. se sabe que el Sistema Nervioso Central (SNC) es 

cap•z de cenerar procesos que promueven la recuperación de 
funciones despu6s de haber sido daftado. En respuesta a la 
denervación por ejemplo, numerosas fibras presentan rebrote axonal 

(sprouting) y forman nuevas sinapsis que reemplazan a las 
perdidas. En algunos casos, tales procesos de reconexión pueden 

participar en la recuperación funcional (Cotman •tal., 1981). Sin 

embarco en casos de dafto severo, es necesario coadyuvar con los 
procesos naturales a fin de promover la recuperación funcional. 

Los transplantes de tejido c~rebral fetal han sido ampliamente 
utilizados como copart~cipes de los citados procesos de 
recuperación (Bjorklund y Stenevi, 1984; Gash •t at., 1985). 

Los transplantes pueden actuar a varios 
estimular la recuperación conductual. 

niveles a fin 
Por ejemplo, 

de 
los 

transplantes pueden reconectar los circuitos neuronales Que fueron 
interrumpidos tras una lesión; pueden asimismo incrementar la 
disponibilidad de un neurotransmisor para facilitar la 
comunicación neuronal. Los transplantes pueden tambi6n estimular 
la vascularización, eliminar substancias tóxicas o promoyer la 
sobrevivencia neuronal y el crecimiento a trav6s de interacciones 
tróficas entre el hu6sped,Y el transplante (Cotman y Kesslak, 
1988). 

Las investigaciones en torno 
transplantes en los procesos 
han permitido el establecimiento de 

momento parecen ser aplicables a la 
a) Las células neuroepiteliales 

a la participación de los 
de intecración anatómica, 

alcunas premisas que hasta el 
aayor1a de los transplantes: 
de las diversas reciones 

estudiadas continOan proliferando despu6s de transplantarse al SNC 
produciendo neuronas con caracter1sticas morfolócicas normales¡ b) 
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las c•lulas que se diferencian antes de que ae efect~e el 
transplante, son capaces de sobrevivir y mantener el arreclo 
citoarquitectónico oricinal en au nuevo ambiente (Kromer •t al. , 

1980). 
Se ha definido asimismo una serie de variables que son 

fundamentales para realizar con •xito los transplantes de tejido 
nervioso; eatas variables son: la edad del donador, el sitio del 
transplante y la edad del huésped. El transplantar tejido cerebral 
fetal al SNC adulto conlleva el siguiente juego de interacciones; 
1) el SNC del huésped reacciona ante el transplante, 2) los 
transplantes fetales reaccionan ante la pérdida de su amb~ente 

noraal, aunque su crecimiento y diferenciación son restaurados 
posteriormente y 3) el tranaplante y el hu6sped tienden a 
establecer comunicación a trav6s del intercambio de conex~ones 

reciprocas. A este respecto, Oibs y Cotman (1987) sugieren en su 
trabajo sobre la sobrevivencia y crecimiento de los transplantes 
que: a> el introducir un lapso entre la lesión y el transp1ante 
incrementa la probabilidad de sobrevivencia y un adecuado 
desarrol1o de 19s implantes y b) que generalmente las f~bras 

foraadas en los transplantes compiten selectivamente con las 
proyecciones nativas del huésped durante el proceso de 

reinervación. 

LA INTEGRACION NEUROANATONICA 

RECONECTIVIDAD 
DE LOS TRANSPLANTES y LA 

El advenimiento de la t•cnica de los transplantes cerebrales, 
ha permitido una aproximación al estudio del desarrollo Y 
regeneración de conexiones neuronales en el SNC de aam1feros 

CBJorklund y Stenevi, 1984). 
Durante la década pasada se han registrado grandes avances en 

este campo, respaldando as1, los primeros indicios positivos que 
sobre implantes de tejido nervioso se hab1an obtenido nacia 
principios de siglo. Hoy en d1a, se sabe que pr•cticamente todas 
las secciones del neuroeje pueden ser transplantadas con srandes 
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probabilidades de aobrevivencia, no solamente en SNC de 
neonatos o Jóvenes sino tamb16n en el cerebro y la m•dula 
de individuos adultos. 

ani•ales 
espinal 

Los estudios cl•aicoa sobre los mecanismos de receneración 
neuronal en vertebrados inferiores, han proporcionado las premisas 
bAsicas para las nuevas investigaciones al respecto. Hatthey 
(19261, Stone (1944), Stone y Zaur (1940) y Sperry (1947), 

aostraron que alcunas estructuras oculares transplantadas o 
reimplantadas en salamandras adultas, eran capaces de regenerar 
nuevamente los patrones de conexión retinotectal, restaurando por 
ende la visión. Otros ejemplos de transplantes funcionalmente 
exitosos en vertebrados inferiores, son los 
de m6dula espinal en anfibios y aves 
establecen conexiones neuromusculares que 

implantes de segmentos 
jóvenes, los 

permiten 
cuales, 

asi, el 
movimiento normal y coordinado 
1936; Piatt, 1940; Székely, 

de las 
1963). 

extremidades 
Por su 

(Detwiler, 

parte las 
investigac~ones efectuadas en invertebrados, también han Jugado un 
papel i•portante en el estudio de la regeneración neuronal debida 
a los transplantea. As~ en 1986, Fredman y Gage efectuaron una 
aerie de investicacionea que aportan sólidas evidencias para la 
regeneración de conexiones ainApticas espec~ficas, en el molusco 
Aplysta. De esta manera, queda de manifiesto que entre las 
caracter~sticas mAs relevantes de los transplantes neuronales 
intracerebrales, destaca su capacidad para establecer conexiones 
extensas con el cerebro hu6sped. Varios estudios, tanto en 
hu6apedea naonatos como adultos, han demostrado la presencia de 
proyecciones procedentes de las neuronas ubicadas en el implante 
hacia •reas en el cerebro hu•sped CBjorklund et al., 1980¡ Jaeser 
Y Lund, 1980; HcLoon •t al., 1982; Lewis y Cotman, 1983; Gibbs •t 

al., 1986), aa1 como proyecciones del hu6sped hacia el transplante 
(Sunde y Zimmer, 1983¡ Nothias •t al., 1988; Hohmann y Ebner, 
1988; Gibbs y Cotman, 1987). 

Aunque el establecimiento de conexiones entre el implante y 
el hu6sped puedan ser influenciadas tanto por el estadio de 
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desarrollo del cerebro hu6sped, como por la localización del 
implante ae1 como por la t6cnica quirúrcica empleada, parece claro 
que tales conexiones pueden exhibir un alto erado de especificidad 
(Bjorklund y Stenevi, 1984). 

De esta manera numerosas evidencias experimentales confirman 
el alto arado de intecración que pueden llegar a alcanzar los 
implantes neuronales en diversas eatructuras del SNC. En 1985 
Anderson •t at. , demuestran mediante t•cnicas inmunocitoqu~micas, 

que neuronas septales implantadas en el hipocampo de roedor, 
marcadas positivamente con acetilcolinesterasa (AChE), forman 
sinapsis asim6tricas con el tejido hu6sped y adem~s reciben 
sinapsis de naturaleza no colinérgica. Wiegand 
demuestran mediante el empleo de peroxidasa de 
existencia de proyecciones eferentes del núcleo 
contenido en transplantes intraventriculares 
anterior fetal. Isacson et at. (1985) describen 

y Gash (1985) 

rAbano (HRP) la 
supraquiasm•tico 
de hipotAlaao 

la funcionalidad 
conductual y anatómica de transplantes neurales ubicados en el 
estriado (caudado-putamen) de ratas lesionadas previamente con 
Acido ibot6nico, su evaluación histológica revela altas densidades 
neuronales dentro de los transplantes y la expresión positiva de 
acetilcolinesterasa en toda la muestra. 

En 1985 Ebner y Erzurumlu, demostraron que los transplantes 
de tejido embrionario, particularmente de c•lu1as neocorticales en 
suspensión, son susceptibles de recibir inervación por parte de 
axones talamocorticales de hu6spedes de diferentes edades, con 
este fin, fueron analizados individuos neonatos as1 como de tres y 
treinta dias de edad. La reinervaci6n ••• profusa se recistró en 
los naonatos, en tanto que en los individuos de 30 d~as •e 

sentido de detectaron proyecciones escasas. Observaciones en el 
que los transplantes de núcleo aupraóptico y 
hipotal .. icos, colocados en el dienc6falo lateral 

paraventricular 
de hu6apedea 

adultos jóvenes. reciben inervación , por parte de fibras 
noradren6rgicas provenientes del cerebro medio anterior (HFB), ·han 
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•ido obtenidas por Silverman •t al. (1985), quienes adem•a 
eva1uaron ta1es evidencias en varios tiempos post-transplante (6, 
12 y 20 dias), la reinervaci6n m&a adecuada se registró en sujetos 
con 20 diaa post-implante, adem6s detectaron mediante microscopia 
electrónica sinapsis axodendriticas y axoaom6ticas. 

En 1985 Rosa y Ebner, identificaron la capacidad diferencial 
de varios núcleos tal•micos, complejo ventrobasal (VB> y nOcleo 
posteromedia1 (POm) para inervar a transplantes de tejido 
neocortical embrionario ubicados en la corteza somatosensorial 
primaria (SI) de ratas adultas, dichos transplantes reciben 
aferentes desde POm pero no de VB, lo cual revela una sensibilidad 
diferencial de ambos nOcleos hacia la axotomia y en consecuencia 
hacia la reinervación potencial. En un estudio realizado por 
Nothias et al. en 1988 donde fue analizado el desarrollo de 
aferentes monoamin6rgicas procedentes del tejido adulto del 
huésped en transplantes fetales tal•micos, se demuestra la 
presencia de fibras serotoninérsicas y noradren•rsicas en el 
interior de los transplantes. hacia los 8 dias post-transplante. 
Este estudio demuestra la r•pida incorporación de alcunos sistemas 
de fibras de hu6spedes adultos hacia los transplantee, y sugiere 
la integración funcional de éstos en los circuitos neuronales del 
tejido hu•sped, tras pocas semanas de desarrollo post-transplante. 

Un estudio efectuado por Brasko y Das (1986) en el que se 
rastreó el desarrollo, la diferenciación y la intecración de los 
transplantes, nos brinda alsunos parAmetros interesantes acerca de 
la paulatina for•ación de la interfase y posterior conectividad 
entre el implante y el hu•sped. Para tal efecto, fue transplantado 
tejido neocortical de fetos de 17 dias de cestación en el 
hemisferio cerebelar derecho de ratas adultas, las cuales fueron 
sacrificadas y analizadas a diferentes tiempos. El an6lisis reveló 
la presencia de Areas densamente pobladas de tejido transplantado 
viable, en estrecha aposición con el hu6sped después de 24 horas 
post-transp1ante. Tras dos dias de sobrevivencia el transplante 
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presentó un enlace parenquimal inicial con el cerebro hu6sped. 
Hacia loa d1a• 4 y s la formación de un verdadero neur6pilo 
implante hu6sped conatituia en a1 una interfase real entre los dos 
tejidos. Por el dia 15, los implantes alcanzaron aran crecimiento, 

presentaron acresados celulares interrelacionados a trav•s de una 
fina red de axones que constituyó el sistema de conexiones 
intr1nsecas del transplante. Finalmente entre los 15 y 90 d1as 
post-ciruela una serie de fibras provenientes de la región pontina 
penetraron en el implante alcanzando la capa medular del mismo. 

LOS FACTORES TROF'ICOS Y LA INTEGRACION DE LOS TRANSPLAHTES 

El estado actual de las investigaciones en torno al papel que 
juesan los neurotransmisores y mol•culas tróficas, en la promoción 
de la sobrevivencia neuronal, as1 como de la cuia y creciaiento de 
axones y dendritas, no solo durante las primeras etapas de 

desarrollo, sino también en el individuo adulto como par~e de los 
procesos de receneración neuronal, permite pensar que tales 
factores intervienen de manera decisiva, en la aobrevivencia y 
adecuada intecración de los transplantes de tejido nervioso fetal, 
los cuales a su vez son los responsables (como lo demuestran 
numerosos paradismas conductuales) del restablecimiento de las 
funciones cognoscitivas y aotoras de 1os sujetos transplantados. 

A este respecto, se sabe que los tejidos cerebrales contienen 
factores tróficos que son activos (n uttro, como promotores de 
sobrevivencia celular, creci•iento de neuritas y diferenciación 
tanto en neuronas de SNC como en SNP. Nieto-Sampedro y Cotman 
(1986) su¡:ieren que factores neurotróficos especi fi.cos. 
incrementan su disponibilidad tras una 
consecuencia, a 1a sobrevivencia 

lesión, contribuyendo en 
y crecimiento de los 

transplantes. Asi, aparentemente el cerebro responde al dafto, a 
través de la producción de factores tróficos que incrementan la 
sobrevivencia celular y promueven el crecimiento de neuritas. 

Aunados a loa factores que sistem~ticamente se hallan 
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i•Plicados en la sobrevivencia, manteni~iento y diferenciación 
neuronal, tales como NGF (Factor de Crecimiento Neuronal), FGF 
(Factor de Crecimiento Fibrobl~etico), CNTE <Factor Neurotrófico 
Ciliar), BDNF (Factor Neurotrófico Cerebral), etc., en los últimos 
S a~os se ha venido desarrollando la tendencia cada vez mayor, 
hacia el estudio de los neurotransaiaores no solo como mol•culas 
implicadas en la transmisión de información, sino como importantes 
participes en la definición de la estructura de los circuitos en 
los cuales participan. Recientes hallazcos han demostrado el 
potencial de los neurotransmisores como reguladores de: motilidad 
del cono de crecimiento ax6nico durante el desarrollo (Goldberg y 
Kater, 1985; Haydon et at., 1984); estructura sin•ptica en el 
cerebro adulto (Chang y Greenough, 1984; Desmond y Levy, 1983¡ 
Lynch, 1986) y neurodeseneración (Coyle •t at. , 1983; Maracos •t 

al. , 1987). 

La mayoria de los datos acuaulados hasta el momento, apuntan 
en dirección de que los efectos de los neurotransmisores sobre el 
crecimiento, son· mediados a nivel del cono de crecimiento axónico. 
De esta manera, una terminal nerviosa constituye una estructura 
polimórfica, que durante el desarrollo funciona como un punto 
reculador para el crecimiento de neuritas (cono ax6nico), en tanto 
que en el adulto funciona como un punto de transmisión en la 
comunicación neuronal (terminal presinAptica) Goldberc y Kater 
(1985). 

La investigación en torno al papel que juecan 
neurotranemisores en la regulación de la forma neuronal, se 
encaminado hacia el an•lisis de las alteraciones morfológicas 

los 
ha 

que 

pueden oc•sionar los neurotransmisores liberados por los axones 
aferentes en neuronas en desarrollo. El aodelo de estudio que ha 
sido empleado para este fin, consiste en explantes de corteza 
entorhinal y neuronas piramidales hipocampales disociadas, en 
cultivo (Mattson, 1988). 

En la extensa literatura que sobre transplantes se ha 
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&enerado en los últimos anos, resulta relativamente frecuente el 
encontrar que los fenómenos de reconex16n implante-hu6sped aon 
adjudicados en buena medida a la presencia y actividad de factores 
tróficos. Uno de estos trabajos es el de Sharp y Gonz•lez (1985) 
en el que con el fin de probar la hipótesis de que los 
transplantes corticales fetales pueden disminuir lá atrofia 
tal•mica causada por trastornos neonatales de la corteza frontal 
(CF), estos autores colocaron i•plantes unilaterales de corteza 
frontal de embriones de 18 dias de gestación en un crupo de ratas 
a las cuales se les habla disecado la CF al nacer, un segundo 
c:rupo de ratas recibió "celfoam". el cual es un material sintético 
Y biodegradable que en ocasiones funciona como sustento de fibras 
neuronales. Noventa dias despu6s, ambos arupos fueron sacrificados 
y las •reas tal•micas respectivas fueron analizadas. Las •reas 
tal•micas ipsilaterales al transplante de CF, mostraron 
dimenaiones sienificativamente mayores que las correspondientes al 
&rupo que recibió celfoam; de acuerdo a los autores, este fenómeno 
puede deberse a los efectos tróficos del transplante sobre la 
corteza y el t•la•o del hu6sped naonato. La administración de 
peroxidasa de r•bano marcada con lectina (HRP-WGA) demostró la 
existencia de interconexiones transplante hu6sped. La presencia de 
proyecciones tal••icas del hu6sped, susiere que los transplantes 
constituyen un blanco para el desarrollo de neuronas tal•micas. 

ALGUNAS PERSPECTIVAS 

Las 
nervioso 

en torno investigaciones 
fetal han registrado 

las Cltimas particularmente en 

a transplantes de tejido 
avances significativos, 

dos d6cadas 1 a1npliando 
consecuentemente el panorama acerca de los diversos fenómenos que 
confor•an la plasticidad del SNC de los seres vivos. Hoy en d1a, 
la coabinación de la t6cnica de transplantes de tejid~ nervioso 
fetal con t6cnicas electrofisiológicas, histoquimicas, 
bioqu1micas, de cultivo y m•s recientemente con la inaenieria 
cen•tica, ha cenerado iaportantes aportaciones al estudio de la 
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recuperación funcional, la reconectividad, la neurobiologia del 
desarrollo, asi como de las interacciones tróficas entre el 
transplante y el hu6aped. 

En el •mbito de la co-participaci6n de los transplantes y la 
incenier1a cenética por ejemplo, se han logrado progresos tales 
coao los reportados por Olson y colaboradores (1989) quienes 
transplantaron exitosa~ente c6lulas secretoras de NGF (c•lulas 
recombinantes 3T3), que coadyuvaron a la restauración de sistemas 
colinér&icos previamente lesionados. Investigaciones de los mismos 
autores, han producido resultados positivos realizando 
tranaplantes intraoculares de células productoras de FGF obtenidas 
a· través de recombinación. Asimismo se han transplantado 
fibroblastos cen6t1camente modificados, para producir NGF y 
promover asi, la sobrevivencia y crecimiento de neuronas 
colinércicas en la fimbria-fórnix previamente lesionada, 
permitiendo el restablecimiento de las proyecciones 
aeptohipocampales (Tuszynski •t al. 1969). Jinnah •t at. 

reportaron en el mismo ª"'º• 
sen6ticamente modificados 

que 
para 

transplantes 
producir 

de fibroblaatos 
L-OOPA, fueron 

implantados exitosamente en el núcleo caudado de ratas. a las que 
se les habia lesionado previamente la via nigro estriatal, 

rastableciendo las deficiencias motoras. Finalmente Freed y 
colaboradores (1989) demostraron que la transferencia gen6tica 
mediada por retrovirus, puede ser usada para producir 
tirosin-hidroxilasa (TH>, enzima que participa en la bios1ntesis 
de las catecolaainas, en lineas celulares eucarióticas, y que la 
proteina producida es altamente seaejante n la enzima natural. 

Estos experimentos susieren que las 
producidas aediante recombinación cen6tica 

11neaa 
tienen 

potencial para producir efectos funcionales una vez que 
tranapl.antadaa al interior del SNC <Freed •t al. , 1969). 

celulares 
un gran 
han a··1do 

De manera 
que el conocimiento 

!actores tr6f icos y 

acerca de la participación 

neurotranaaisores en el 
de numerosos 

desarrollo y 

funcionamiento del SNC, puede ser empleado exitosamente para 
senerar nuevas estrategias terapeáticas encaminadas a prevenir o 
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retardar el avance de enfermedades neurodecenerativas, a tra~s de 
la iaplantación de c•lulas cen6ticamente modificadas para proveer 
al sistema nervioso de los elementos necesarios. 

As1, los recientes hallazcos de la recuperación morfológica y 
funcional de estructuras nerviosas da~adas, mediante la t•cnica de 
transplantes cerebrales, mencionados a lo largo de esta 
introducción, abre una nueva e interesante perspectiva a las 
neurociencias, as1 como al tratamiento neurológico. En el presente 
trabajo nos proponemos mostrar algunas evidencias experimentales 
sobre la recuperación mediante transplantes cerebrales, de 
procesos cocnoscitivos que habian sido perdidos debido a lesiones 
previas en regiones del SNC, as1 como del restablecimiento 
morfolócico de las estructuras da~adas. 

Para demostrar lo anterior, hemos utilizado el modelo 
conductual conocido como Condicionamiento Aversivo a los Sabores, 
el cual ha tenido un eran impacto en la investigación 
neurobiolócica, e inclusive en la aplicación cl1nica (Braveman y 
Bronstein, 1985). 

EL CONDICIOHAKCENTO AVERSIVO A LOS SABORES 

En nuestro laboratorio hemos utilizado el modelo conductual 
de Condicionamiento Aversivo a los Sabores (CAS), originalmente 
propuesto por John García en la d6cada de 1960; para evaluar la 
recuperación de los transplantes de tejido cerebral en ratas 
previaaente 1esionadas. Garc1a •t al. en 1985 propusieron un 
modelo de condicionamiento en el que involucraron a los mecanismos 
de defensa externos e internos que se desarrollaron en 1o·s 
vertebrados como consecuencia de las presiones selectivas dentro 
de la cadena alimenticia (García •tal., 1955). 

Loa estimules pertenecientes al sistema externo como son 
sonidos, choques eléctricos, mordeduras etc., y los asociados con 
el sistema interno, comb es la irritación cAstrica, son intecrados 
en sustratos anatómicos independientes en el SNC (Garc1a •t al. , 
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1985; BermOdez-~attoni, 1986). 

el 

1960 

CAS 

un 

Dentro del sistema interoceptivo, 

aarcia, ha sido desde la d•cada de 
ampliamente en eran variedad de especies. 

desarrollado por 
m6todo utilizado 

En este tipo de 

condicionamiento, el custo se presenta como estimulo condicionado 

(EC), el cual es seguido por irritación cAstrica, como estimulo 
incondicionado. Una vez que el animal ha integrado esta 
información, seneralmente desarrolla una aversión al susto cuando 

se le presenta nuevamente este estimulo. 

Entre las estructuras cerebrales superiores que se han 
asociado al CAS est•n: La amicdala CnOcleos central y 
basolateral). CNachman y Ashe 1974); la región septal (Hcgowan •t 

a!., 1969); el hipocampo (Hiller •t a!., 19711; el hipot•lamo 
(Gould y Proulx, 1972), y el •rea custativa de la neocorteza 
(Braun et al.. 1 1972¡ Norgren y Wo1f', 1975). 

En mamiferos, las af'erencias custativas que ascienden a 
trav6s de los nervios VII, IX y X, establecen relevos de primer 
orden en lo• tercios rostrales del nOcleo del tracto solitario. 
Asi•ismo, este nOcleo recibe af'erencias viscerales provenientes de 
las ramas hepAticas del nervio vago que son sensibles a la 
irritación c•strica y del •rea postrema, la cual detecta la 

presencia de toxinas en la circulación perif'6rica, asi como del 
sistema vestibular, con sensibilidad a nAusea producida por 
movimiento. El relevo gustativo de secundo orden, constituido por 

neuronas con capacidad de respuesta ante estimules gustativos, ee 
ha localizado en el •rea parabraquial del puente o •rea gustativa 
pontina, la cual emite proyecciones hacia el nOcleo posteromedial 
ventra1 del tAlamo (PHV). Las neuronas del nócleo PHV envian 
proyecciones gustativas hacia la corteza somatosensorial ventral e 
insular anterior en la rata <•reas 13 y 14 de la neocorteza de 
acuerdo a Kriec>. denotada como Neocorteza Gustativa CNG) (Braun 
•t at. , 1982). 

Lasiter et al.. (1982) han reportado la existencia de 
proyecciones directas entre el Area pontina del gusto y la 
neocorteza gustativa de la rata, por su parte Saper (1982) y 

14 



Shipley (1982) han •oatrado que las neuronas de la NG insular 
proyectan axones hacia el complejo parebraquial y la reción caudal 
del nOcleo del tracto solitario. Un afto despu6s. en 1983, Lasiter 
y Glanzman demuestran que las aferencias pontines que recibe tanto 

el nócleo ventromedial t•lamico como la NG tienen su origen en las 
misaae neuronas, es decir, colaterales axónicas del •rea custativa 
del puente proyectan tanto hacia PHV como a NG. 

El papel de cada uno de estos patrones neurales en la 
sensibilidad custativa, ha sido inferido a través de métodos 
conductualea, electrofisiolócicos y neuroanatómicos, lo que ha 
he.cho posible el concluir con alguna aesuri.dad, que mientras las 

zonas tal6micaa (PHV) y parabraquial pontina se hallan 
involucradas en la percepción del susto, la neocorteza gustativa 
ae relaciona fundamentalmente con la discriminación gustativa Cina 
asi como con la modulación conductual 8UStativa (Lasiter •t at. , 
1982). 

Los trabajos efectuados por Wolf y Butcher (1982), 
BermOdez-Rattoni •tal. (1963) y López •t al. !en revisión), 
seftalan que la acetilcolina jueca un papel importante en el CAS. 
Existen evidencias en el sentido de que la neocorteza gustativa 
presenta considerable actividad colin•rcica 
(acetilcolintransCerasa y acetilcolinesterasa), as1 como de que el 
bloqueo f araacolOgico de la transmisión co1in6rgica provoca 
perturbaciones en la adquisición del CAS. As1, en estudios 
efectuados recientemente (LOpez •t at., en revisión), se seftala 
que los transplantes homotópicos neocorticales que promueven la 
recuperación del aprendizaje en el CAS, liberan ACh, en tanto que 
en el caso de loa tranaplantea heterotópicos (corteza occipital), 
que no inducen recuperación funcional, no se registra liberación 
del citado neurotransmisor, lo cual auciere la participación 
colin•rcica en la recuperación conductual mediada por tranaplantes 
dentro del CAS. 

Asi pues considerando la serie de eleaentoa mencionados en 
lineas anteriores en relación a la participación de los 
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transplantes de tejido nervioso fetal en los procesos de 
intecración anatómica y restablecimiento funcional de los sujetos 
tranaplantados, asi como a los estudios previos efectuados en 
nuestro laboratorio, a través de los cuales se ha demostrado la 
recuperación funcional y anatómica de la neocorteza custativa por 
medio de transplantes de tejido nervioso fetal, •ediante el empleo 
del modelo conductual del CAS, y habiendo analizado las conexiones 
que establece el transplante con diferentes estructuras cerebrales 
del huésped. hacia la octava semana de desarrollo post-transp1ante; 
en el presente trabajo abordamos aspectos tales como el erado de 
inervación y el desarrollo citoarquitect6nico temporal de los 
transplantes neocorticales, as1 como la posible participación de 
la reinervaeión y la maduréz eitoarquitectónica de los mismos en 
los procesos de recuperación funcional de los sujetos 
transplantados. 
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MATERIALES V METOOOS 

A fin de abordar los objetivos antes mencionados empleamos la 
•icuiente estratecia metodológica. 

SU.JETOS 

Para todos los experiaentos se utilizaron ratas machos de la 
variedad Wistar, con pesos promedio entre 250 y 300 g, al inicio 

de cada experimento. Los animales fueron alojados en cajas 
individuales de acrilico y mantenidos en condiciones de luz 
obscuridad 12:12 y temperatura constante (22-24 •e>. 

LESJ:ON 

Los sujetos fueron lesionados de forma electrolitica mediante 
técnicas estereotAxicas convencionales. los electrodos fueron 
construidos con barras aisladas de acero inoxidable, excepto en la 
porción apical co.s mm aproximadamente> y conectados a un 
estimulador que permitió el paso de una corriente de 2 aAmp 
durante 45 sesundos. 

Las coordenadas empleadas durante la ciruela de acuerdo al 
atlas estereot•xico de Paxinos y Watson (1982) fueron las 
siguientes: neocorteza gustativa (AP = + 1.2; L ~ ~ S; H = -5). 

MEDICIONES CONDUCTUALES 

Una semana despu6s de practicadas las lesiones, los sujetos 
fueron entrenados en el procedimiento conductual de 
condicionamiento aversivo a los sabores que describiremos 
breveaente: los sujetos fueron privados de asua durante 24 hrs. y 
entrenados a beber en sus cajas diariamente en lapsos de 10 
minutos por la maftana y 10 •inutos por la tarde, durante 4 dlae. 
El volOmen de acua consumido ae recistró dia con dia empleando 
probetas craduadas de 50 •l provistas de tapones pl••ticos y tubos 
de cristal a manera de bebederos. Hacia el quinto d1a se efectuó 
la sesión de adquisición, en la que se substituyó el acua por una 
eoluci6n de LiCl 0.1 H, durante la sesión vespertina. 
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Posteriormente se efectuaron 5 ensayos m~• de 
(linea base de consumo), al cabo de loa cuales se 

consumo de acua 
procedió a la 

aesión de prueba en la que se presentó una solución de NaCl 0.1 H. 
A esta sesión le aicuieron 2 ensayos m•s de extinción, con 3 
lineas base intermedias. 

Se ha demostrado que las ratas no discriminan entre los 
sabores del NaCl y el LiCl, (Nachman, 1963). 

TRAHSPLAHTE 

Oespu6s de recibir el condicionamiento, los sujetos 
recibieron transplantes de tejido neocortical procedente de fetos 
de 17 d1as de cestación, para el caso de los transplantes 
hoaotópicos, y de tejido tectal o de corteza occipital, en los 
casos de transplantes heterotópicos. En cada caso, el bloque de 
tejido fetal correspondiente ( 1 mm• aproximadamente). fue 
introducido en una microjeringa Hamilton de 100 ~l acoplada a un 
aparato eatereot•xico, depositando el tejido en la ubicación 
correspondiente. 

Tras varios tiempos de desarrollo post-transplante se 
procedió a efectuar el anA.lisis conductual e histoqu1mico de los 
sujetos, el anA.liai·s conductual se efectuó de la manera descrita 
previamente. 

ESTUDIOS HISTOLOGICOS 

Una vez concluidos loa estudios conductuales se procedió a 
procesar el tejido cerebral de los sujetos a diferentes tiempos 
post- transplante. 

1 ) TRAZADORES !li'. CONE}CIONES NEUROHALES 

late tipo de a6todos han sido ampliamente utilizados para 
demostrar el transporte retrógrado desde 1as terminales axónicas 
hasta el soma de la neurona. 

1.a) Peroxidasa !!!!. ~·~ CHRP> 
Loa sujetos fueron anestesiados con hidrato de cloral a1 10% 

(400 mg/Kc de peso), posteriormente el trazador fue administrado 
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estereotAxicamente en: neocorteza sustativa (AP • + 1.2; L • ~ 5 
y H • -5); complejo amigdalino (AP • - 2.5; L m !5 y H • - 8) y 
tAla•o <AP • - 2.5; L ~ ! 3.3; H • - 6) en volumenes de o.s µl de 
una solución de HRP (Sicma VI) y verde rApido al 2~, a una 
velocidad de 0.5µ1/25', por medio de una aicrojeringa Hamilton de 
1 µl. La aguja se •antuvo en au sitio durante 10 minutos despu6s 
de la administración. 26 horas m•s tarde ae procedió a la 
perfusión intracardiaca empleando: il solución salina al 0.9~ (250 
ml/5'); iil solución fijadora de slutaraldehido al 1.25~ y 
paraformaldehido al 1~, en amortiguador de fosfatos 0.2 H, pH = 
7.4 (500 ml/30'); iiil solución lavadora de amorticuador de 
fosfatos 0.2 M + sacarosa al S~, a una teaperatura de 4•c (500 
ml/30') . .U.e tarde se procedió a la extrac16n de los cerebros, los 
cuales fueron almacenados en una solución de amortiKuador de 
fosfatos 0.1 H + sacarosa al 30~. por espacio de 24 hrs .. 
Finalmente los cerebros fueron cortados empleando un microtomo de 
conselación, las aecciones (60 µm) fueron recocidas en buffer de 
fosfatos 0.1 H. 

La detección de la peroxidasa se efectuó a trav6s de su 
actividad enzimAtica oxidante sobre la tetrametilbenzidina (THB), 
durante la incubación de las secciones de cerebro de acuerdo al 
siguien~e procedimiento: Las secciones fueron transferidas a 
trav•s de 6 cambios de agua destilada y deaiopizada a una 
temperatura de 1°C (lmin/cambio), posteriormente fueron 
transferidas a la solución (A + B) donde permanecieron durante 25 
min, al t6rmino de los cuales se aftadieron 4 ml de peróxido de 
hidróceno al 0.3~ (25 •in). 
- Solución A: 92.5 ml de aaua destilada 

5.0 ml de buffer de acetato 
0.5 e de gelatina 

100.0 mg de nitroprusiato de sodio 
- Solución B: 1.0 ml de alcohol etilico absoluto 

5.0 •e de THB 
Finalmente se efectuaron 6 ba~oa de s minutos en solución 

aaorticuadora de acetato pH 3.3 y asua destilada al S~, y se 
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procedió al •ontaje de las secciones en portaobjetos impregnados 
de celatina. Deapu•s de 24 hra. las laminillas fueron contrastadas 
con tionina <Hesulam, 1982). 

1.b) Fluorogold 
Recientemente hemos hecho uso de un trazador retrógrado con 

aaplio poder de resolución llamado fluorocold, que cuenta entre 
sus ventajas la de poseer alta sensibilidad, no incorporación por 
fibras de paso, y compatibilidad con un gran nOmero de t6cnicas 
histoquimicas (Alvarez-Buya, A., 1989, comunicación personal). 

Durante la administración de este trazador los sujetos fueron 
anestesiados con hidrato de cloral al 10~ (400 mg/Kg), la 
administración se efectuó estereot•xicamente con una jeringa 
Hamilton de 1 µl en los siguientes volOmenes: 0.3 l'l en los 
nOcleos ventromedial y ventroposteromedial tal•micos, y O.S µl en 
el complejo amigdalino, de una solución al 2.5 ~ de fluorogold y 
solución salina fisiológica. 

Cinco dias despu6s todos los sujetos fueron perfundidos por 
via cardiaca con solución salina fisiológica (200 ml/rata) seguida 
de una solución de paraformaldehido al 4~ y glutaraldehido al 0.1~ 
(250 ml/rata). Los cerebros fueron almacenados en una solución de 
sacarosa al 20~ durante 48 hrs., al cabo de las cuales fueron 
cortados (40 µm) y montados con solución de glicerol al so~. 

Finalmente se procedió al an•lisis microscópico utilizando un 
aicroacopio de fluorescencia Nikon con un filtro de exitación UV 
-323 nm y emisión a -408 na. 

2QLgl RAPIDO 

Este ••todo ha sido empleado por m•s de un siglo para 
estudiar la arquitectura del SNC. En l~neas generales, este m•todo 
consiste en fijar pequeftas secciones del SNC en una solución de 
dicromato de potasio y •cido ósaico, y al cabo de un lapaO de 
tiempo variable el tejido se transfiere a una SQlución diluida de 
nitrato de p1ata, finalmente las piezas son cortadas en secciones 
que son deshidratadas y colocadas en portaobjetos de cristal. 
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As1, durante los experimentos efectuados empleando esta 
t•cnica, los sujetos fueron anestesiados con pentobarbital y 
perfundidos por v1a intracardiaca con formól al 10~. los cerebros 
fueron extra1dos 24 hrs. despu•s. Posteriormente se cortaron 
fracmentos de 4 mm• con especial •nfasis en la zona 
correspondiente a la neocorteza gustativa. La solucion de fijación 
en la que fueron inmersos los fracmentos de cerebro, consistió en 
4.S~ de dicromato de potasio y 1~ de tetróxido de osmio en agua 
destilada (3:1). Tras 10 dias de fijación los cerebros fueron 
transferidos a una solución de nitrato de plata al 0.75~ y 
al•acenadoa en frascos obscuros durante 24 hrs., al cabo de las 
cuales el tejido fue "lavado" con etanol. Posterioraente el tejido 
fue deshidratado gradualmente permaneciendo por 24 hrs. en una 
solución de etanol absoluto y éter (1:1). Posteriormente el 
fue embebido en soluciones sraduales de nitrocelulosa del 
30~, en un lapso de 5 d1as. En el paso correspondiente al 
cambio de nitrocelulosa (30~). el tejido permaneció dentro 

tejido 

2 al 
Oltimo 
de un 

desecador, en presencia de vapores de cloroformo durante 12 hrs .. 
Posteriormente los fracmentos fueron cortados en secciones de 120 
"'111 las cuales a su vez fueron deshidratadas en alcoholes 
graduales. Finalmente las secciones fueron montadas con resina 
sintética. 

HISTOQUIMICA PARA COLINESTERASA 

Para este procedimiento los 
pentobarbital y perfundidos por 

sujetos fueron anestesiados con 
punción cardiaca con la misma 

fórmula descrita para el fluorogold. Posteriormente los cerebros 
fueron cortados en secciones de 40 µm que fueron montadas y 

embebidas en una solución de incubación que contenta yoduro de 
tiocolina. Al d1a siguiente las secciones fueron reveladas en 
presencia de sulfuro de azufre pH s y montadas en resina 
sint6tica. 

21 



TRABAJO! 

22 



From: CELl FUNCTION ANO OISEASE 
Edited by l. E. Canedo, l. E. Todd, L. Packar 

and J.J11 
(Plenum Publishin& Corponition, 1989) 

FETAL BRAIN TRANSPLANTS INDUCE JlECOVERY OF MORPHOLOGICAL ANO 

LEARNING DEFIClTS DF CORTICAL LESIONED RATS 

INTRODUCTION 

Federico Bermúdez-Raittoni, Juan Farnlndez and 
Marthe Lilia Escobar 

Instituto de Fiaiolog{a Celular. Unive<rsidad 
Nacional Aut6noma de HExico, HExico, D.F. 

The recovery from brain injuring has recently been obtained uaing 
the fetal brain transplant technique in adult 1D&mmal braina. Thus, it 
has been eatablished that transplanted neurona differantiate and make 
connections vith the host brain (Frotacher and Zimner, 1986). 
Horeovar, there are atudies that have been able to •hov biochemical 
and functional changas due to auch tranaplanta (Bjorklund and Stenevi 1 

1977; Drucker-Col{n et al 1 1984). Up until recently. •om.e atudies have 
. ahovn co¡nitive function recuperation (Bjorklund and Stenevi. 1985; 
Dunnett et al. 1985). 

In 1983 Labbe and coworkers 1 reported that rats with cortical 
transplants (E22) in the frontal neocortex were able to learn a 
spatial alternation task in fever trials than lesioned control rats or 
rats vith cerebellar implanta. The recovery effects were aeen just one 
weelt after transplantation. Horeover • it is noteworthy that 
cerebellar tissue transplants where atrophied while the frontal 
implanta aurvived and vere healthy and vell integrated vith the hoat 
tissue (Labbe et al •• 1983; Stein et al. 1 1985). Hovever. in 1987 
Dunnett et ·a1 •• tried to replicate the anterior report and found that 
neocortical srafts (E21) produced a ahort-lasting impr1>vement in the 
t-inaze alternation performance 1 therefore they concluded that "••• the 
short-lanting recovery in delayed alternation performance is 
attributable to diffuae influences of the embryon:lc tiasue on the 
leaioned host brain rather to a raconnection of the dama¡ed circuites" 
(Dunnet et al. 1 1987). 

Other atudies have ahovn that the transplantation of either 
adult or embryonic frontal cortex accelerated the recovery of frontal 
cortex lesioned rata on a reinforced alternation tas~ (Kesslak et al. 1 

1986). The authors found that the rate of behavioral recovery 
correlatas vith the size of the aurviving tranaplants. The recovery 
showed by animal& vith cortical grafts could be partially anawered by 
the findings oí Sharp and Gonz5lez: (1986). In this study 1 they 
reported that there was an increase of survival thalamic neurona by 
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frontal cortical araft• •• compared vtth tho"e corttc•l l•atoned 
•ni1Dlll•. Koreover, they •hoved the exiatence of rec1proc•1 connecttone 
betveea the thlla~u• and the graft by HRJ'-WGA lnjections. 

The r•asons for reconnection betvean hoat-gr•ft "•re not vett 
understood. Neverthela&a, Chang and covorkera (1986) propoae that 
vhtle the factora detennintng the cortical •rr•nge •re tntrtnaic to 
the graft, the f•ctors that determine the innervation betveeñ araft 
and host depende on the cettular environment vhich aurrounds the 
grafted tissue. The first proposal has been demon•trated Vith grafta 
taken from frontal or occipital cerebr•l cortex that vere placed into 
the occipito-psrietal region of newborn rata. Resulta ahoved that the 
grafts developed normal pattern of lamination, vith ita original 
orientation, t.e.: th• grafta had tnvert•d ortentation tf they vere 
placed upside down (Chang •tal., 1986). Th• demonatr•tton of the 
aecond comes from the aame atudy in vhich the •uthora ahoved that 
r•s•rdless vhere the cortical ere• of the grafted tiasua vaa taken, 
the tranaplanta conaiatently received projectiona from thoae thalamic 
nuclei that normally innervated the •djacent hoat cortax. Theae 
resulta au&g•at that vhile tm:mature cortical tiaaue may has an 
intrinaic, and perhapa •utonomoua, •bility to davelop lamination, the 
afferent and efferent cortic•l projactiona ara moat ltkaly apectftad 
by extrinaic factora. How•ver, for other authors the dcvelopmeht of 
apectfic cell typea and connectivtty of the homotoptc 1r•fta, vere 
mediated by tntrtnatc factora, aa vell •• by the praaance of aome 
anzymea fundament•l for the neurotranamittera ayntheata (Smith et •l., 
1985). The •uthora tndicatad that the ttaaue taken •t later atagaa of 
embryontc development (after cell mtgratton and cortical plat• 
formation) contains neurona thet vtll express the aynthettc anzyme for 
glutamtc acid decarboxyl•se (GAD). Wh•n thta happena, the GAD-labeled 
neurons in the aurrounding hoat br•tn do not sprout into tha 
tranaplanta. On the other hand. naocorcex taken at an aarly atage of 
development, in vhich the cell dtvtaton and migr•tion are juat 
beginning 0 falle to expresa GAD and preaumably contains no GABAersic 
neurona. Under these conditions che host GAD-poaitive neurona sprout 
profusely into the transplant. Therefore. che expreaaion of some 
enzymes fundamental for the neurotransmitter syntheais. is very 
imporcant for the innervation of host-graft (Smith et al., 1985). 

In this regard, other studies had been made to investtgate che 
innervation of grafts by host tissue. In 1986 Ebner and Erzurumlu, 
demonstrated that neocorcical tissue transplants vere innervated by 
thalamocortical axons of different •ges hoste. With this purpoae, the 
authors analized groups of nevborn. and 30 days old rata, whtch 
received neocortical grafta. The moat profuse reinnervation vas 
observed in the group of nevborn rata, while the aubjects vich 30 days 
ahoved fever projections. One year before Roas and Ebner (1985) 
identified the diffcrcntial capacity of sevaral thalamic nuclet 
(ventrobasal complex; VB and posteromedial nucteua; POm) to tnnervate 
transplants localized in che somatoaenaorial cortex S1. The grafts 
received afferents from POm but not from VB. vhich ahowed the 
differential capacity of both thalamic nuclei to tnnervate naocortical 
grafts. Finally. Hamasaki et al. (1987) tranaplanted lateral 
geniculate nucteus (LGN) from fetal rata tnto the visual cortex (VC) 
of neonatal rats, their resulta indicated chat synaptic connections 
were established reciprocally betveen the transplanted LGN and the 
host VC. The presence of connections vere observed through electro
physiological methods. All these researchea, suggest the potencial 
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plasticity of the neocorttcal grafts, as vell as thetr capactty to 
reestabliah rectprocal connections vtth the host ttasue. 

CONDITIONED TASTE AVERSlONS 

A vide varieties of animals can associate flavor vith toxic 
•ffects apparently as a result of the coevolution of protective 
mechantams on the ho&t species (See Careta et al., 1985; Carcia et 
al., 1977). These flavor-illness associations have been demonatrated 
in many laboratories and vith different apectes (Careta atal., 1977). 
Thus, taste is readily associatad vtth Jllneas producing the 
condttioned teste averatons (CTA) after a aingle taste-illnesa 
axperience. Unlike most other demonstrattons of classical 
conditioning the delay betveen the taste (conditioned atimulus¡ CS) 
and the illness (uncondittoned atimulus¡ US) could be an hour or more, 
and it is poasible to have a strong taste aversion. The audio-visual 
signals are peor es for a toxic US, they acquire little orno averaive 
properttes following a single toxic US. In contraat, the audio-visual 
aignal can be readily associated vith the footshocks US, vhereas 
testea are poor CSs in shock avoidance condttiontng (Carcla at al., 
1982; 1985), Thta difference in conditioning has baen termed cue
consequences specificity (Carcla and Xoelling, 1966; Domjan, 1985). 

One of the advantages to use thta paradigm in the atudy of neural 
recovery by brain tranaplants, reata in the knovledge of the neural 
pathways involved in the CTA conditioning. Therefore, it ta poasible 
to knov if fetal bratn transplants could recover the previous damaged 
CTA pathways, and this could be correlated vith functional recovery. 

The neural medtation of conditicned taste aversion has been 
established with the use of anatomical, electrophystological and 
behavioral methoda (See Ftg. 1). Thus, it has been eatabliahed that 
the nucleus aolitarius (NTS; the first gustatory relay) receives heavy 
visceral input from the hepattc branch o[ the vagus (sensitive to 
stomach irritating toxins) as well as input& fTom the ares postrema 
(sensitive to blood-irritating toxins) and the vestibular aystem 
(sensitive to nausea-causing motion). The NTS also receivea primary 
taste afferents from the entire tengue vis nerves VII and IX and from 
the larynx and parynx vta X (Travers et al., 1987). Neurona responded 
to both gustatory and visceral stimuli are found in the pontine teste 
area of the parabrachial complex (second gusiatory relay). 

There are two main projections from the pontine taste ares. One 
majar projectton of ftbers passes to ventral forebrain atructures, 
such as the amygdala 1 lateral hypothalamus, and the substantia 
innominata (Norgren, 1974). The second projection ascends 
ipsilaterally in the central tegmental bundle to the posterior 
ventT0111edtal and ventromedial nucleus of the thalamus. a zone 
identified as. a relay site for gustatory and lingual aCCerents. 
(Norgren and Leonad. 1973¡ kiefer, 1985). The thalamic taste area 
projects to the gustatory neocortex (GN), a small band located in the 
anterolateral part of the cortex. l llllD wtde by 3 111111 long along the 
rhinal sulcus in rat (Norgren and Wolf. 1975). Recently, Laaiter 
described a direct projection from GN to the amygdalotd complex vta 
the internal capsule. The trajectory of these projections vere 
established by application of horseradish peroxidase (HRP) in the CN 
vhich produced retrograde cellular labeltng vithin the ipstlateral and 
basolateral amygdaloid nucleus (Lasiter, 1982). 
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Fig. l. Schematic drawing outlining the gustatory and visceral 
pathways in the rat. Abbreviations: (NTS) aolitary 
nucleus, (PBM) medial parabrachial nucleus of the 
pons, (VM, VPM) ventromedial and posterior 
ventromedial thalamic nuclei 1 (AH) amygdala 1 (GN) 
gustatory neocortex. 

Severa! studies have shown that the'GN area is involved in the 
associative aspects o! taste responding, but not in the hedonic 
responses to taste (Kiefer, 1985). Tbus, rats lacking GN have a 
disrupted acquisition of teste aversions compared vith the proper 
controla (Kiefer, 1985; Bena.Gdez-Rattoni et al. 1 1987 and Lasiter and 
Glanzman, 1985). Koreover, rats that vere trained to avoid apecific 
tnste and !olloved by ablation oí the GN, in the poatoperative tests 
the lesioned animal& shoved no evidence of retention (Braun et al., 
1981). On the other hand, the hedonic response of a leaioned CN rata 
appear to be normal. Since 1 it has been demonstrated that GN lesionad 
animala consume above vater base-linea sucroae as ve11 as lov 
concentrationa of aodium chlorida. In addition, GN rata are able to 
reject quinine and acid solutions as normal rata do (Kiefer, 1985; 
Grill, 1985). These results indicated that GN integrity is not 
necessary for normal taate responsiveness. Koreover, it has been 
demonstrated that taste responsivenes& remsined intact even in 
decerebrate rats (Grill and Norgren, 1978). 
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BRAIN GRAFTS INDUCE RECOVERY OF TASTE AVERSION LEARNING 

In • first •eries of experiment•• ve •hoved th•t the recovery of 
the lost •btlity to •cqutr• t••te •ver•ton• due to GN le•ton• i• 
poasible vith homotopic cortic•l fetal brain tr•n•planta. Brtefly. 
mate Wi•t•r r•ta, ver• randomly ••aigned to one of tvo aro~P•• Larae 
bil•teral electrolyttc lesiona vere .. de in one aroup to encomp••• the 
guat•tory neocortex (Krieg'a are•s 13 6 14; Sae F1&· 1), th• othar 
group rematnad •& unoper•ted control. Folloving post op•r•ttve 
recovery the •nimala were deprtved for 24 hrs., •nd tr•tned to drink 
vater daily during 5-minute trtala for 10 dsya (S•• Fig. J). The 
consumption volume vas taken every day. On the •cquisition tri•l• O.ti 
saccharin was preaented •a a es •nd folloved 30 •inutea later by 
intragaatr1c LtCl (190 mg/kg) aa US. An exttnctton tri•l waa atven 
after tvo water int•ke baaeline meaaurea; during extinction the CS vas 
presented agatn, •nd the test volume acores vare taken, thta aequence 
vas repeated once more. 

Two days •fter the second extinction tri•l, the le•ioned animala 
vere divided randomly in four groupa: One group received cortical 
homotopic grafta (GGN); other aroup heterotopic cortical occipital 
(GON) grafta; other group received heterotopic tectal (GT) aralt; the 
last group remained vithout tranaplant As a leaioned control (LxGN). 
Seventeen-day old fetusea vere removed from the abdominal cavity of 
pregnant rata. The fet•l brains ver• taken (S•• Fig. 2) 1 and the 
tempero-parietal area (above the rhinal aulcus) for the GGN 1roup 1 

occipital area for the GT group. and the t•ctal ar•• for the GT aroup 
(See Seiger, 1985). vere diasectad under • mtcroacopa. The block• of 
tiaaue vere all then etereotaxically placed into the GN area vith th• 
same stereotaxic coordinates used to aake the pravioua leaton 
(BenaGdez-Rattoni et al., 1987). After eight veelts of recovery, the 
four groups of rets vere retrained in th• •••• behevioral procadure 
described above, Resulta indicated that leaioned animal• ·tested 
befare transplantation ahowed the expectad diarupted taate averaions 
vhen comparad vith the unoperated controle (Fig. 4). The poatareft 
resulta revealed that the animala vith homotopic and heterotopic 
occipital grafta recovered the abtlity to acquire the teate illneaa 
association and were not aignificantly different from the control 
group. On the other hand, the groups vhich received the heterotopic 
tectal transplante or remained vithout tranaplant did not •how any 
behavioral recovery (See Fig. 4; BermGdez-Rattoni et al., 1987). 

FETAL GN GRAFTS PRODUCED RECONNECTIVITY WITH THE HOST.TISSUE 

ln other sertea of experimenta ve demonstrated vith HRP 
htstochemiatry, that the tranaplanta vere able to reeatablish 
connectivity with those areaa that have been described aa having 
normal connections vith the GN. We followed the horaeradi•h paroxidaaa 
protocol according to Mesulam (1982) technique and countaratained vith 
thionine. The slices were examined and photo¡raphed under bright and 
dark field microscopy for the presence and location of retrogradely 
labeled neurona. Briefly, aome control aniaals received a unilateral 
injection (0.5 ul) of HRP in the amygdala. The GN, occipital and 
tectal grafted animals received the •ame aolution in the amygdala 1 

always ipsilateral to the graft (Escobar •tal., eubmitted), 
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Fig. 2. Schematic representation of t:he methodological 
9equence. l. Electrolytic lesione in the GN. 2. 
Behavioral test (see Fig. 3). 3. 4 an~ 5 transplant 
procedure; obtention of salid ti&sue from embryonic 
rata donnors; salid tiasue block vas put into a petry 
dish and aapirated by 100 ul Hamilton ayringe. 6. 
Tranaplanta vere about 5 ul of ambryonic tisaue 
implanted vith atereotaxic methods. 7. Eight veeka 
post-graft the behavioral training vas given erice 
1110re. 



Reault• from HRP reve•led th•t ••ttion• from control animal• 
vhich received the enzyme in the amygdala, •hoved reaction product 
boundaries extended 1 mm in diameter aurroundin& the araa of the 
tracar application (Escobar et al., •ubmitted). HRP labelled cella 
vere alvaya found in the ipeilaterel austatory neocortax (Kries'• area 
13 and 14), and in the ventromedial nuclaua of the thalamue (See Fig. 
5). 
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Fig. 3. Schematic representation of behavioral training 
sequence. l. Training for 10 days to drink vater far 5 
minutes. 2. Acquisition day; prasentation of 
aaecharin disolved in the vater (.1%) follovad 30 adn 
lster vith an infusion of LiCl (IG; 190 mg/kg). 3. 
Test day vith saccharin in the water; Lesioned animal& 
did not shoved taste aversion, consuming •imilar 
quantities of the solution as baseline dsy. 4. Normal 
animal& reject the aolution, ahoving taate averaion. 

The HRP hiatochemistry resulta aupport previoua observationa, 
that there is normal connectivity betveen amygdala and guatatory 
neocortex (Lasiter, 1982), since applications of HRP in the amygdala 
clearly produced labelled neurona in the ipsilateral gustatory 
neocortex of nol"lllB.l rata. Moreover, retrograde cellular labeling vas 
found in the VPH of the thalamus, reaulting from HRP applications in 
the amygdala. Theae resulte are in clase agreement vith thoae found 
by Lasiter (1982) and Kratek and Price (1974). 
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ln general, the CN •nd occipital brain transplants appeared to be 
heaJthy •nd placed in the appropriate target •rea of the hoat br•in. 
ln both CC:t; and GON brain transpl•nt• ve found acaree HRr l•beled ceJJs 0 

although we found • good ammount of HRP labeled cells_in the VPH •nd 
VH nucleua of thalamus in the aame animala. The low denaity in the 
grafts h•ve been previously described in atudies that uaed HRl' as a 
tracer for marking projections between host-graft tissues. . Thua, • 
few labeled cella have been found vhen fetal brain transplants hove 
been m.ade in the hippocampua, occipital and aomatoaenaory cortex, 
(Bjorklund and Stenevi, 1979; Jaeger and Lund, 1981; Kromer at •l•o 
1980; Ross and Ebner, 1985). The reason of the low density of labeled 
cella has not yet been •stablished (See, Jones, 1975). One hypothesis 
is that the fetal brain tranaplant is atill under devalopment and 
therefore their neurona •re just atarting to make connections with the 
hoat tiasue. However, it has been shown that developing neurona are 
more afficient for incorporating peroxidase (Kristensson and 
Sjostrand, 1972). lt is possible therefore. that the fetal brain 
transplant 11U1kes connections with ita host, although not in a complete 
and normal fashion. 
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Fig, 4. The bars illuatrate the amount of aaccharin 
consumption by control, grafted and lesionad groups. 
Consumption is expressed as the percentage of each 
group's previoua day water baseline, left side shows 
the results from ene taBte test trial prior to 
transplant. Right side shows the resulta of one taste 
test trial eight weeks after tranaplant; * p < 0.05 0 ** p < 0.01 (Dunnet test). (For description of groups 
see text) • 



On the other h•ndo the heterotoptc cectal tr•n•pl•nt• did not 
integrate vell vith it• host. There vaa a heavy glial inva~ion 0 
n•cro•i•o abundant vacuoles and very •cant v••cuJarization. 
Therefora 0 a complete lack of HRP labeled cella vere found in the 
1rafted ti••ue. Neverthela•s. there vere HRP labeled cell• in the VM 
and VPM nuclaus of the thalamus of the a•me rata (Eacobar et al •• 
•Ubmitted). 

Fig. 5. 

DlSCUSSlON 

Sche1118tic representation of HRP injection 
amygdala (AH) and retrogradely labeled neurons 
the gustatory neocortex (GN) and ventromedial 
of thalamus (VPH). 

in the 
vithin 

nucleus 

lt is clear that gustatory neocortex lesions in rata produced 
diaruption in the ability to associata the teste vith ita visceral 
consequences, theae resulta have been reported aeveral times (Br•un et 
al. 0 1982; Kiefer. 1985). Horeover 0 the fetal brain tranaplants 
produced a significant recovery in the ability of lesioned rata to 
asaociate the taste vith the visceral consequences (BenaGdez-Rattoni 
et al.. 1987). The possibility of spontaneoua recovery vas excluded. 
because the animal& vith GN lesiona that did not receive any 
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tr•napl•nt. vere un•ble to •cquiTe the CTA •fter 8 veeka even vith tvo 
•cquiaition tTi•l• (Yirmiy• et el., 1987¡ BermGdez-Rattoni et •l., 
1987). In contraat, in• pTevioua Teport it vea found that enimala 
vith lesiona in emygdala ahowed epontaneoua recovery efter eight veeka 
post operation, when teated in taate everaion condittona (BennGdez
Rattoni et al., 1987). Similar epontaneous recovery has bean reported 
vith large ablations of frontal cortex in •n alternation task after 
aix veeks postoperation (Dunnett et al •• 1987). 

Elsewhere ve attempted to explain these functional differences 
betveen amygdala and GN. One possible explanation ia that amygdala 
lesion produced reorganiEation of other elementa in the neuronal 
netvork (Prado-Alcal& et al., 1978; Prado-Alcall and Cobas Zapialn, 
1979). This idea has baen demonstrated vith functional alteration of 
the neostriatum. Thus, chamical alterations (t.e., microinjection of 
anticholinergic drugs) of the neostratum produces aevere diaruption of 
learned tasks (Prado-Alca!& et al., 1978). Hovever, if the animal& are 
overtrained, similar functional alterotions do not produce disruption 
of the aame learned tasks (Prado-Alcall and Cobas Zapialn, 1979). 
Therefore, it is possible to conclude that after the overtraining, the 
encoding necessary for the performance could be transferred to another 
neuroanatomical or neurochemical aystam. In our experimental 
conditiona, overtraining could have .been produced by repeated 
acquisition of taste aversion triala. Therefore, a plausible 
explanation for the differential effects betveen the cortical and 
amygdaloid lesiona, is that for teste avaraion learning the GN is a 
permanent memory atore, vhereas the amygdala only intervanes aa an 
initial atap atorage for CTA (BermGdeE-Rattoni et al., 1987). 

Our preliminary resulta ahoved that there is eome racovery 
gradient regarding upon the place where graft tiesue vas taken. In 
Fig. 4 it ia clear that the best behavioral recovery are from thoae 
animals which received homotopic cortical tissue (GGN), folloved by 
those of occipital tissue (GON). Those animals which received tectal 
heterotopic tisaue or remained vithout any transplant did not show any 
behavioral recovery. Theae resulte indicated that for teste aversion 
only cortical fetal brain tissue produced the recovery. Several 
authors employing other areas and different behavior tasks have 
reported that some tissue specificity is needed for anatomical and 
functional recovery. Stein and coworkers in 1985 made heterotopic 
cerebellar transplants into the frontal cortex and did not find any 
functional recuperation in a maze learning taak. Horeover. they found 
a lack of integration of the cerebellar grafts vith the host tissue as 
compared vith the frontal graft integration. Similar resulta have 
been found vhen retina grafts are transplanted to a non-visual •ystem 
location such as the cerebellum¡ the grafts do not form projections 
into the host brain. and the ganglion cella vithin the tr•nsplant 
degenerated (HcLoon et al., 1985). In our resulta, the heterotopic 
tcctol tr~noplantn did not intcgratc with itn hont. nnd thcrc wcrc 
heavy glial invasion, necrosis and very acant vascularization. 
Horeover. there vere a lack of HRP labeled cella in the grafted 
tissue. The animal& vith tectum grafts did not recover the ab11ity to 
asaociate taste vith its visceral conaequences (BermGdez-Rattoni et 
al., 1987). These results give further aupport to the idea that some 
tisaue apecificity is needed for behavioral recovery. 
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Fetal braln grafts Induce recovery of learnlng deflclts and connectlvlty 
· In rats wlth gustatory neocortex leslon 
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Kr)" M-Vrdl: Condi1ioned 1as1c 8\'Cnion; Fetal brain transplant: Graflin~; Hlln.cradish pcro1idasc; Gus1a1of)· ncocor1c1 

Thrcc ¡roups of rats showing diuuptcd 1as1c avcrsion duc to gus1atory ncocortcx.Jesions, wcrc s1udicd. Onc group rc:ecived a tran~· 
planl of homotopic cortical tissuc, ano1hcr of hctcrolopic 1c:c1al lissuc, obtained from 17·day.old fctuscs. Thc third group rcmained 
withou1 transplant as a lcsioncd eontrol sroup, Comparisons of the laste 8\"Crsion seores bcforc and af1er graft, TC\"CB)ed that cor1ical 
grafted animals significanll)" improvcd thc 1as1e avcnion, whercas !hose which rcceived 1cctal ¡rafts, and 1he cortical·lcsioned con
trols did no!. Morcovcr, rcsull• with horsc:radish pcroxidasc (HRP) histochc:mistry revcalc:d thal 1hc homotopic, but no1 thc hc1cro10-
pic, brain transplanls werc ablc 10 re·cs1ablish conncc1ions Wilh amy¡dala and with !he vcntromedial nuclcU!> of lhc 1halamus arcas 
who normally Ir.epi conncctivily with thc gusta101)' neocortcx. Thesc resulu suppon the hypolhesis that fetal brain uansplanls can re. 
establish co¡nitivc functions,as well as conncc1ivity with lis host tissue. 

The fetal brain transplant technique has been used 
to study recovery of previously damaged brain re
gions of the adult rat~. lt is well known 1hat fetal 
brain transplants establish functional and anatomical 
connections \\'ith the host brain2.3·9• Thus different 
behavioral procedures have been employed to study 
rccoYel)' of cog.nitive functions with fetal brain trans
plants1.10.~. 

One model that has been widely used in the study 
of leaming. processcs is the conditioned taste aver
sion12. In this paradigm. normal rats acquirc aver
sions to a tastc cuc conditioncd stimulus (CS) when it 
is followed by illness as an unconditioned stimulus 
(US). 

The anatomical pathways for CT A leaming ha ve 
bccn established with the use of ana1omical, electro
physiological and bchavioral methods6 •17. Far exam
ple. neurons responding to both gustatory and visce
ral stimu1i are found in the pontine taste area of lhe 
parabrachial complex17.J1. From this arca, there are 

fibers of taste-response cells that ascend to thc pos
terior ventromedial and ventromedial nucleus of the 
thalamus (VPM and VM) whcre thcy make synapsis 
with cells that in turn project fibers to lhc gustatory 
neocortex (GN)17·2". Reccntl)', Lasiter" dcscribed a 
direct projection from ON to the amygdaloid com
plex via the externa! capsule. The trajcctory of these 
projections were cstablished by application of horse
radish peroxidasc (HRP) within the ON, which pro
duced retrograde cellular labeling within the ipsilat
cral and basola1era1 amygdaloid nuclein. Furthcr· 
more, the involvement of this arca in cr A lcaming is 
dcmonstrated by the observation that lesions of GN, 
disrupt both acquisition and retention of a lcarncd 
taste avcrsion17•2". Morcover, it has rccently beco 
shown that fetal brain transplants p1aced into the lc
sioncd ON produced a recovery of prc\•iousty lost 
CTA1.3:_ 

This rcport comprises two cxperiments. ln a first 
experiment, we attempted to dFmonstrate that the 

Correspondrnc~: Federico Bcrmüdez Ralloni, lnuitu10 de Fisiologfa Celular, Uni\'ersidad Nacional Au!Onomn de Mtxico. Aparta• 
do poslal 70.600, 04510?1.ftxico D.F., Mc:xico, 
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recurcration of thc loM ahitity to acquire ta!olc ª''cr· 
sionr. due to GN lesion!o. b possiblc with cortical hut 
not \\'ith tcctal fetal hrain transplant!<t. In a sccond ex· 
periment. \\'e demonstrated, using HRP histochemis
try. that thc transplants are abte to rc·cstablish con· 
necti\'it)' \\'Ílh those i.reas that have been descrihed ar. 
ha\'ing normal connections with the GN. 

Male Wístar rats, weighing 250-275 g, wcrc ran· 
domly assigncd to onc of two e.roups. Large bilateral 
clcctrolytic lcsions wcre made under pentobarbital 
ancs1hcsia (SO mgfkg) to encompass thc gustatory 
neocortex (Krieg's arcas 13 and 14; stereotaxic coor· 
dinatcs: AP = +1.2, L = ±S, H = -5, from skull Jcv
el) in 15 animals, and 6 sham-operated animals were 
used as controls (CON). Following posl·operalive 
recovery (8 days), the animals were deprived for 24 
h. and trained to drink v.•ater daily during 5-min trials 
for 10 days. The consumption volume was taken cv· 
ery day. On the acquisition tri al, 0.1 o/e saccharin was 
presented as a es and fotlowed 30 min laler by intra
gastric LiCI (190 mg/kg) as US. An extinction trial 
was given aftcr two water·intake base-Une measures; 
this sequence was repeated once more. During ex·· 
tinction thc CS was prescnted again and the test vol· 
ume seores werc takcn. 

Two days after the second extinction tria!, the le· 
sioncd animals wcre dh·ided randomly in 3 groups: 
one group reccived cortical homotopic1 grafts 
(GGN; n = 6), the other group received heterotopic 
(tcctal)28 grahs (GT; n = 4); the other group re· 
mained without transplant as a lesioned control 
group (LxGN, n = 5). Sc\'enteen-day-old fetuscs 
were rcmo\'cd from the abdominal cavity of pregnant 
rats. The fetal brains werc taken, and the temporo· 
·parietal arca (above the rhinal sulcus) íor the GGN 
group, and the tecta1~8 for the GT group. were dis· 
sected under a microscope. The blocks of tissue were 
about 2 mm3, then stcreotaxically placed through a 
Hamillon microsyringc (100 µI), into the GN arca 
with the same stereotaxic coordinates used to make 
the pre\'ious lesion. After 8 weeks of recovery, the 3 
groups of rats werc retrained in the same behavioral 
procedure described abo\'e, 

At thc end of the experiment ali the rats were sac· 
rificed and perfused with lOo/c formalin, their brains 
\\'ere excised and coronal sections (10 µm thick) were 
made and stained with thionine to detennine the 
trañsplants' charactcristics. 
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Fig.. J. The graph lllustratc:s thc: amounl or t.accharin consumc:d, 
by control, lc:sioned and graftcd groups. Consumption is ex. 
prencd as thc pcrvc:ntagc of cach [!.roup'i. ptcvious waler baM:• 
linc. Lcrt side shows thc results hom one laste test tria! prior to 
transplant. Righ1 1ide sho""'!o the rc1ults oí onc 1as1c: test tria! fl 
wceks aftc:r transplanl. •p < O.OS c:omj.lari1ons with CON 
¡roup. •• P < O.OS c:omparison be1wccn LxGN and GGN 
¡roups (Ncwman·Keuls' teSI). 

ln thc second experiment, HRP histochemistry 
was made in 11 animals. Horseradish peroxidasc 
(Sigma VI) was dissolved in Fast green solution 2% 
(0.4 mgllOµJ), that was always prepared fresh. Three 
control animats receivcd a unilateral injection (0.5 
µJ) of this solution in the am)'gdala. Five GN·grafted 
and 3 GT·grafted animals received the samc solution 
in the arnygdala, ipsilateral to thc grah. 

The injections were made stereotaxicaUy with a 
1.0µ1 Hamilton syringe, each injection lasted 25 min, 
and the needle was taken out 10 min after the cnd of 
the injection. After a 26-h survival period, rats wcre 
pc:rfu!>c:d inlntcardiaUy with 300 mi of 20r;'C; sucrosc in 
phosphate buffer (pH = 7.4), followed by 300 mi of 
1.25% glutaraldehyde and parafonnatdehyde in 
phosphate buffer (pH = 7.4); immediately the brains 
were removed and 24 h later they were sliced in coro· 
na) (60µm) sections. 

The slices wcre processcd wilh tetramethylbenzi
dine (TMB) as a chromogen according to the Mesu
lam tcchnique26 and counterstained wilh thionine. 
La ter, the slices were examined and photographcd 
under bright· and dark-field microscopy for the pres· 
en ce and location of retrog.radety labeled neurons. 

Fig. 1 summarizes the results of pre· and postgraft 
CT A conditioning fer ali groups. Simple ANOVA 
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Fig. 2. Schcmatic rcprescntation o( HRP injcction in thc am)·gdala and rclrogradcly labc:kd ncurons wi1hin thc susta1ory ncocortcx 
(GN). A: a rcprc~cntative coronal §Cction o( amygdala HRP injcction sitc. B: rcpresc-ntali\"c coronal sc-ctions of HRP-labc:lcd comrol 
GN (arrows). D: thc hcu:rotopicGN grafts did no1 inte¡tale .,.:el\ with i1s host. E: homotopic GN graít (indic;ncd by arrows). C and F: 
rcprcscn1ati\'c ccllular labcling ~ilhin thc gustatory ncoconcx of a control (C; ano~ticadsho-...'S hlood vcncl ftom B) andgr11ftcd GN 
(F): nole thc lack of laminar pattcm in F. G Isa magnification of HRP-labclcd ccll marl.cd with arrowhc11d in F. H is a dark•ficld lllu
minatcd magnifica1ion from anothcrarca ofgraftcd GN. A, B. D, and E x17.6;Cand F x44; H and G x 176. 



\\'a!. done on pcrccntagcs from prc\'ious day ba!oclinL' 
volumc for cach (?.roup. with pos! hoc group compari· 
sons whcrc appropriatc u5in& Studcnt-Ncwman
Kcul5' test". Wc chosc to analyzc thc data as perccnl· 
a.ges from basclinc, becaui.c in thc GN-lcsioned ani
mals thc mean \\'atcr basel;.,e consumplion was con· 
stantly Jowcr(LxGN.S.7 ± O.J; GGN. 5.9 ± O.S; GT, 
6 ± O, J) ª" compared with the unoperated controls. 
(CON, 7.95 ± J .O) although there were no significant 
differences among Jesioned groups. Thi5 effect has 
been repottcd previously by others0 . During the pre· 
graft first test trial the CON group showed a strong 
taste a\'ersion and there were significan! differences 
among groups (F3.2n = 42.5 P < 0.001). As expectcd. 
thc GN-lesioned groups did no! show tasle a\·ersions 
and ali were significantl)' differcnt from the control 
group (P < 0.05). Durin¡; the sccond ex1inc1ion trial 
(no1 shown in Fig. J) there were no significan! differ
ences among groups, thus indicaling that 1as1c aver-

A 
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sien wai. extincui!ohcd in thc control croup. Thc post· 
crafl ANOVA compari!'ion11 rc\'calcd (fic. J. right) 
that thcrc wcrc significan! diffcrences among thc 
groups (FJ.~• = 13.40P< O,OOJ). Thc GGN group re· 
cuperaled thc ta!>lc 8\'etsion al1hough it Slill was sig
nificantly differcnl from the CON group. The LxGN 
and GT groups did not recupcrute the taste avcrsion 
af1cr the transplants and thcir aversion scote!> were 
significantl)' diffcrcnl from the control group Ps < 
O.OS). Moreo\'er, thc GGN group had significantly 
lowcr seores as compared ""·ith the LxGN group. 

His1ological examination rc\'ealcd thal thc GN le
sions in\·olvcd the primal)· gustatory neocortical pro
jeclion arca2•, and thc cxtension of the lcsions wcre 
on average 1.2 mm in thc dorsoventral plane and 2 
mm in the anteropustcrior planc1• Thc homolopic 
brain transplants appcarcd to be hca1thy and placed 
in the appfopriate targel arca of thc host brain (Fig. 
2E). Results from HRP revealed that sections from 

,-..: ... - ·~ .... \. .. ..--... .. ., .... 
·--- .... .=-

·~ - --
Fig. 3. A shows representa1h·e coronal scction of HRP·labclcd ncurons (anow') wilhin \'cntromcdial and \lcn1ropos1eromcdial (VM 
and VP!l.f) nuclcus oíthc thalamus. Bis a magnificmion or A. sho\.\inp.HRP·labclcd ncurons.. Cis a dark-ficld illuminated magnifica• 
1ion 1akcn from thc \'fl,f nuclcus of a thalamus. from a graflcd animal 1hat rccch·cd HRP injection in thc ipsilatcral amygdala. A X4; B 
x3:?0: ande x:!OO. 
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control animal!- which reccÍ\'cd thc enzymc in the 
am)•gdala. showcd reaction product houndarici. ex· 
tended 1 mm in diamctcr surrounding thc arca of thc 
tracer application (Fig. 2A}. HRP-lahcllcd cells werc: 
alway!. found in the ipsilatera1 gu!iitalol)' neocortex 
(Kricg·s arcas 13 and 14111; scc fi(!. 28. C). and in thc 
ventromedial nucleus ofthe tha1amus (Fig. 3A, B). 

In thc animals 1hat received homotopic cortical 
transplants and HRP in thc ipsilateral amygdala, the 
detection ofthe enzymc \\'as in neurons located in the 
interior of the grafts (See Fig. 2E-H). and in the VM 
and VPM nucleus of the thalamus (Fig. 3C). Howe\'• 
er, the conical neuronal labeling density ~·a!ii much 
less than those normally found in thc GN arca of thc 
controls (Fig. 2C, F). 

From histological inspection, the heterotopic tec· 
tal transplants did not integrate well with its hosl (see 
Fig. 20). There was a heavy glial invasion. necrosis, 
abundant vacuoles and very scanty vascularization. 
Thercfore, a complete lack of HRP-Jabelcd cells 
were found in thc grafted tissue. Nevcrtheless, there 
were HRP·labeled cells in the VM and VPM nuclcus 
of thc thatamus of these same rats. 

The HRP histochemistry results presented hcre 
suppon previous observations, that thcre is normal 
connecti\'ÍIY bctween amygdala and gustatory neo
cortex23, sincc applications of •tRP in the amygdala 
clearly produced labelled neurons in the ipsilateral 
gustatory neoconex of normal rats. Moreover, retro· 
grade cellular labeling was found in thc VPM of the 
thalamus, resulting from HRP applications in the 
amy(!dala. These results are in clase agreement with 
those found by Lasiter" and Kreltek 111, nhhough in 
Lasiter's work a laheled amino acid was used to show 
the amygdala-cortical projection. In this study \\'e 
demonstrated that the administration of HRP into 
the amygdala produced retrograde cellular labeling 
into thc nonnal and grafted GN (see Fig. 2). These 
results indicatc that thc amygdala·cortical projec
tions are bidirectional. 

In the homotopic brain transplants we found fC\\' 
HRP-labelled cells (Fig. 2E, F). although "''e found a 
good amount of HRP·labelled cells in the VPM and 
Vtl.t nuc)eus of thalamus in thc same animals. This 
Jow density has beco prc\'iously describcd in studies 
that used HRP as a tracer for markin(! projections be· 
tween host·graft tissues. Thus, a few labeled cells 
have been found when fetal brain transplants were 

madc.· in thc hippticumpu!o. and occipi111l and som;Un· 
scn!IOr)· cortc~•.l•.:i.:~. Thc rcason of the low densit)· 
of lahcled ccll!o has not yct hccn estahlishcd1\ Onc 
hypothcsis is that the fetal brain trani.plant is still un· 
der developmenl and thcrcforc !heir neurons are just 
star1ing to makc connections with lhe hosl tis!oue. 
Howcver. it ha!. beco shown that devcloping neurons 
are more efficicnt for incorporating peroxidase211 , Jt 
is possiblc thereforc. that the fetal brain transplant 
makes connections with its host, although not in a 
complete and normal fashion. 

This hypothesis is supported by rccent findings 
with Golgi·staincd gustatory neocortical fetal brain 
transplants. Inspcction of the Golgi·slaincd graft tis· 
sue revealed that therc is indeed a heavy regenera
tion processes; immature neurons with a low number 
of dendritic spincs, gliosis, a lack ol cortical laminar 
pattem anda large numbcr of vascular vessels in the 
graft1

• 

Thc beha\'ioral results of these experiments clearl)' 
show that the cortical fetal brain transptants pro· 
duccd a significan! although not complete recovery in 
the ability of the lesioned rats 10 associate taste "''ith 
visceral consequences. confinning observations 
madc by oursel\•es as well as other authors1·32• The 
possibility of spontaneous recovery was exc)uded be· 
cause thc GN-lesioned group \\'Íthout transplant did 
not acquire CTA nfter the post-graft second acquisi· 
tion tria!. The helcrotopic tectal transplants did not 
produce beha\'ioJral recovery, since it was similar to 
the LxGN group, indicating that sorne tissue specific· 
ity is nccded for anatomical and functional reCO\'CI)'. 
Similar results have been found in other arcas and 
with different behavioral tasks:5.29 • Thus. Stcin and 
coworkers-"9 made heterotopic cerebellar transplants 
into the frontal cortex and did not find any function:d 
recovery in a mazc·learning·task. tl.1oreovcr, thcy 
found a lack of inlegration of the cercbellar grafts 
with the host tissue as compared wilh thc frontal graft 
integration. However, recently it has been suggested 
that the structural and morphologicat integrity of fe· 
tal brain transplants may not be esscntial for behav· 
ioral recOVCJ)' after brain injUl)'11 •1f>·30• Thesc authors 
have speculaled that brain injury and/or brain trans· 
plants induced a release of neurotrophic substances, 
that can re-acth•ale neural function and/or prevent 
injury-induccd degencration in the damaged host 
brain 11 •1i.,JO. In our results, the possibility that neuro· 

1 

1 



trophic factor" may be in\·ol\'ed in thc functional rc
Cn\·cr)' is Jow, althou(?.h possiblc. sincc animal!-> with 
tcctal transplants shnwcd vcry sli(?.ht impro..,cmcnts 
in postgrafc-acquired laste 8\'ersinn Jr:arnin~ ª" com· 
pared to the LJlGN group (scc Fig. 1). Thcrcforc. if 
ncurotrophic factors are in .. ·olvcd, lhey need 10 be as
sociated wilh hl '110lopic cortical tissue. Jn summary. 
our rcsuhs suggest that sorne morphological reco .. ·cry 
may be sufficicnt for the acquisition of taslc aversion 
Jearning. though lhe possibility that neurotrophic 
factors are also in .. ·ol ... cd has not been ruled out. V\'e 
are currentl)' investigating this issue. 

In any case the prcscnt study demons1ra1cs that 
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ABBTRACT 

We recently 9howed that fetal brain transplants produced a 
6ignificant recovery in the ability of gu&tatory neocortex 
lesioned rats to learn a conditioned t•ste aversion task. In thi& 
report we studied the capability of gustatory neocortex fetal 
brain transplants to produce behavioral recovery at dif ferent 
times. Four groups of male Wistar rats &howing di&rupted taste 
aver&ions due to gustatory neocortex lesions were employed. The 
lesionad animals received fetal cortical grafts, obtained from 
16-day old fetusas, and were retrained in the behavioral 
procedure after 15, 3(1 1 45 and 60 days post-graft. lt was found a 
very good functional recuperation at 60 days, slight recovery at 
45 and 30 days and a poor recovery ·at 15 days post-graft. Resulta 
with HRP histochemistry revealed that at 30, 45 and 60 days post
grafting there were increa&ed connection• with the ventromedial 
nucleus of the thalamus and with the amygdala. At 15 days past
gr&fting there was absence of HRP labeled cells. In addition, 
behavioral recovery was correlated with increased 
acetylcholinesterase activity detected hi&tochemically and with 
morphological neuronal maturation showed by Golgi staining. These 
resulta suggest that morphological maturity and reconnectivity 
between grafts and host ti•sue are needed fer behavioral recovery 
in gustatory neocortex lesioned rats. 

INDEX WORDS1 Conditioned Taste Aversion; Grafting; Gusta ter y 

Neocortex1 Horseradish Peroxidase; Gclgi Stains 

AchE. 

Running Title: Time-dependent recovery by fetal brain graft•· 



The fetal brain transplant technique has been used rec•ntly 

as a very effective tool to ameliorate functional and beh•vioral 

deTicits produced by either mechanical <K•s•lak, Nieto-S•mpedro, 

Globu ~ Cotman, 1986; Woodruff, Braisden, Whittington L Benson, 

1987>, chemical (lssacson, Dunnett L Bjorklund, 1986¡ Kesslak, 

Walencewicz, Cal in, Nieto-Sampedro ~ Cotman, 1988> or 

degenerative injuries to adult mammal brain CCol l i er, Gash !e 

Sladek, 1988; Fine, Dunnett, Bjorklund ~ Iversen, 1985¡ Huang, 

Kissane ~ Hawrylewics, 1987). 

Conditioned taste aversions CCTA> has been used widely as a 

model Ter the study of learning processes CGarcáa, Lasiter, 

In this model animal& can Bermúdez-Rattoni &: Deems, 1985). 

acquire aversion to a taste cue Cconditioned &timuluss CS> when 

it is followed by gastrointestinal i l lness Cunconditioned 

stimulus; US>. The anatomical pathways involved in CTA have been 

extensively studied Cfor review see Garcáa et al., 1985; Kiefer, 

1985>. Briefly, the posterior ventromedial CVPM> and ventromedial 

nuclei 

taste 

<VM> of the thalamus receive afferent~ from the pontin• 

to both the area. These thalamic nuclei 

gustatory 

Glan::ma.n, 

neocortex and the amygdala 

1985>; It has recently 

•end fibers 

<Kiefer, 19851 

been described 

connect i ons between the amygdala and gustatory 

Lasitwr &e 

recipracal 

neocort.eK 

<Escobar, FernAndez, Guevara-Aguilar & Bermúdez-Rattoni, 

Lasiter !e Glanzman, 1985). 

19891 

Lesiona of the gust.atory neacorteM region <GN> in adult rats 

lead to e behavioral impairmant in both acquisition and retention 

of conditioned taste aver~ions CKiefer, 1985¡ Lasiter ~ Glanzman, 
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1985>. It has been demonEtreted th•t cortical fetal brain 

trensplants induce racovery of ta&te avereion learning in r~t• 

with gustatory neocortex lesions <Bermúdez-Rattoni, FernAndez, 

S.inc:hez, Aguilar-Roblero &e Drucker-Colin, 19B7J Escobar et •l, 

1989¡ Virmiya, Zhou, Holder, Deems &e Garcia, 1988>. 

The mechanisms by which the brAin transpl•nts produc• 

functional recovery, are not well understood. In thi5 regard, 

several authors explain the behavioral improvements •~ter fetal 

brain transplants in previously lesioned animals, as b•ing due to 

ralease of 11 trophic 11 factora (Labbe, Firl, Mufson &: Stein 1 1983). 

Other groups have pointed out that new connections between the 

graft and the host are responsible fer the behavioral 

recuperation 

f<essla.k and 

(Dunnett, Low, !versen, 

coworkers <Kesslak et 

Stenevi ~ 8Jorklund, 1982>. 

al., 1988) reportad that 

hippocampal but not glial transplants to adult rats produced 

partial recovery of forced-choice alternation task. 

results suggest that morphological recovery i& necessary for the 

functional recovery. In agreement with this hypothesis, we 

recently demonstrated 

histochemistry technique 

using 

CHRP>, 

the horseradish 

th•t cortical but 

peroxida•e 

not tact•l 

brain transplants, were able to produce behavioral recovery and 

re-established connections with the •mygdala and with the 

ventromedial nucleus of the thalamus (Escobar et al., 1989). 

Several authors have found connections between the cortical 

grafts and the host brain. Floeter and 3ones (1985) reported that 

the cortical transplant projected fibers to the th•lamus, the 

contralateral cortex, the striatum and the hippoc•mpus. Castro 
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and coworker& ob&erved ten months aft•r cortical grafting, that 

the transplanted tisue had received fiber& from the basal 

forebrain, l ocus coerul eu• and raphe <Castro, Tender, Sunde le 

Zimmer, 1988). These result• clearly fihow that the cortical 

grafts are able to survive in the brain parenchyma, 

establish aferent and efferent connections with the ho•t ti•sue 

<Ebner, 198BJ Escobar et al., 1989>. 

In the present study we report the time coursa of the 

behavioral recovery induced by gustatcry neocortex tran&plants 

after GN lesions, as well as the time course of the appearance of 

connections with the amygdala and thalamus. In addition, we 

report .the time course of appearance of acetylcholine~tera&a 

reactivity and the development of grafted tissue using the Golgi 

staining tachnique. 

Subiects 

Fii'ty 

l'IETHDDB 

four male Wistar rats weighing 250-280 g were 

individually housed in pleKiglas house boxes and had ad-lib 

access to food and water, eKcept during the CTA procedure• 

below> 1 and kept en a strict 12112 h light-dark cycle 

OMJ 20:00 h off). 

Surqery Procedure. 

'ºª'ºº h 

Large bilateral electrolytic 

p•ntobarbital anesthesia <50 mg/kg) 

lesione w•re made under 

to encompass tha gustatory 

neocortex <APm± 1.2 mm, L±S.3 mm 1 V-5 mm) in thirty Rxperimental 

animal s. Lesions were made by passing a direct anodal current 
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(lmA/60 uec) through • •t•inless st••l electrode coated with 

epoxyle except fer the cross Eection of the tip. 

animal• were used as unoperated controls. 

Behavioral Procedure. 

Twenty Tour 

Following postoperative recovery <7 days) the experimental 

and control animal& were water deprived for 24 h and trained to 

drink water in their home c•ges, daily during a ten minutes 

period in the morning and an equal period in the afternoon. The 

water consumption volume was measLtred everyday with 50 ml 

calibrated test tubes equipped with a rubber stopper and glass 

drinking &pout. Water consumption was recorded to the nearest 

0.5 ml. On days 1-4, animals were allowed access to water fer 10 

min each, morning and afternoon. On day 5, <the acqui&itton 

tria}) 0.1 M of LiCl was presentad instead of water in the 

afternoon period. An extinction trial waa given after f ive 

water intake baselines measures. On day e in the afternoon <th• 

first extincticn trial) (l. 1 H of NaCl was given instead of the 

LiCl. Two extra extinction trials (days 10, 12> were given, with 

three water-intake ba&e-lines measures, in between <•e• Berm~dez

Rattoni et al., 1qa7). It has been demonstrated that r•t• cannot 

discriminate between the NaCl. and the LiCl 

1963>. 

Transplant Procedure. 

f lavor CNachman, 

After the behaviaral tests, the eMperimental animal& were 

divided randomly in to 4 groups <sea below>, and received 

homotopic cortical fetal brain transplants a• previously 
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de•cribed. 

abdominal 

Briefly, 16-day old fetuse• were removed from the 

cavity of pregnant rats und•r barbiturate •n•sthesta 

(50 mg/Kg >. The fetal brains were removed, and the temporo

<above the rhinal sulcus;> wa• dissected under a P•rietal are a 

microscope. The tissue about 2 mm:s > was e•pirated into a 100 

ul Hamilton microsyringe and then stereotaMically injected into 

the GN area with the same stereotaMiC coordinates used to make 

the previous lesion. The experimental animals were randomly 

assigned to be retrained fer CTA at fifteen (G151 n=B>, thirty 

CG301 naB), forty five (G455 n=6) or aiMty (G60; na9) day& 

postgraft, 

<C15; n=6, 

paral lel. 

usi ng the procedure descri bed above. 

C30J ncb, C45; n=ó, CbO; n=ó>, 

Histological procedure 

Control groups 

ware handled in 

At the end of the experiment, horseradi5h peroxidase CHRP> 

histochemistry, acetylcholinesterase CAChE) histochemistry and 

Golgi impregnation were made each in at lea•t two rats per group 

~ Histochemistry. <Sigma VI) WAS 

dissolved in fast-green solution 2X (0.4 mg/10 ul>. Sixteen GN 

grafted subjects, (4 from each eMp•rimenta.1 group) received a.n 

unilateral injection <o.s ul) of the HRP &olution in the amygdala 

Cn=2) or in the thalamus Cn~2> ipsilater•l to the graft. ln 

addition, two control animal& from group CóO r•ceived "" 
l..lni 1 atar al inJection of the same &olution in the amygdala and 

three rats from the same group in the thalamus. The · injection• 

were made stereotaxically with a 1.0 ul Hamilton syringa. Each 
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injection la•ted 25 min and the needle was tak•n out 15 min after 

the end of the injection. After a 26 h 6Urvival period, rats 

were perfu•ed tran5cardially with 300 ml of 1.25% glut•raldehyde 

and paraformaldehyde in phosphate buffer <pH = 7.4), followed by 

300 ml of 20% sucrose in pho•phate buffer (pH s 7.4)¡ twenty four 

hours later, the brains were removed and sliced in coronal (60 

The slices were processed with tetramethylbenzidine <TMB) as a 

cromogen, according to the Mesulam techniqu• <Mesulam, 1992) and 

counterstained with thionine. The slices were subsequently 

examined and photographed under bright and dark f ield microscopy 

fer the presence and location of retrogradely label•d neuron•. 

Golgi Stain. Six animals from groups GóO, G30 •nd G15 <2 •ach> 

were anesthetized with pentobarbital, perfused through the heart 

with 10% neutral buffered formalin and the brains removed th• 

following day. In each rat a 4 mm wide coronal block of ti••ue 

incl'-tding the gustatory cortex was prepared fer the rapid-Golgi 

technique. The immarsion-fixation solution consi&ted in 4.5% 

potassium dichromate <K2Cr207> and 1% of osmium tetroxide in 

distilled water (311). After 10 day& of fixation the solution wa& 

poured off and the tiGsue drained briefly on absorbent paper and 

transferred to a 0.75% silver nitrate <AgNQ3) $Olution &tored in 

brown glass bottles. Twenty four hours l&ter the tissue was 

removed from the silver solution, drained briefly on absorbent 

paper and then washed with an ethanol-impregnated brush. Then 

the ti&sue was gradually dehydrated with ethanol and stored for 

24 hours in absoluta ethanol and ether. Follawing that, th• 

b 
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tia&ue was gradually exposed to gr•dually more concentrated 

•olutions of nitrocellulose (from 2% to 30%) over the course of 

not more than 5 daya at the maximum. The block• wer• embedded 

in low viscosity 30% nitrocellulose and hardened overnight in a 

container with chloroform vapors. 

Serial sectione were cut at 120 microns thickness on the 

sliding microtome, dehydrated in ethanol (70%, 80% and 95'l.J 10 

min each), and passed through 98% isopropanol and 98% terpin•ol 

(10 min each>. The sections were transferred to reagent grade 

xylene and mounted with synthetic resin. 

Acetylcholinesterase hi&tochemistry. 

The remainder of the •nimals (2 from each experimental group) 

were anesthetized with p•ntobarbital and perfused tran&cardially 

with the same formula described above far HRP injections. The 

brains were cut coronally ( 4C1 um thickness), mounted and then 

immersed in the incubating solution described by Paxinos ~ Watson 

(25>. The following day the slices were developed in sodium 

sulfide ( pH 5> and mounted with synthetic resin. 

REBUl..TS 

Behavior. 

Oneway ANOVA was done en the test day consumption volume fer 

all groups, with post hoc group comparisons were appropriate 

using the Student-Newmann-Keuls•test <Fig.1>. During th& pregraft 

te&t trial, there 

>F<7,5l>cl1.4, P 

were significant differences •mong 

.001<. A• expected, the four control 

7 
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showed strong taste aversion& in the first te&t trial. The 

•Kperimental (with GN lesions) group& showed •ignificant 

disrupted taste aversions when compared with their own controls 

(p'~ 0.05). Poatgraft ANOVA comparisons <Fig 1., right> 

revealed that there were significant differences among the groups 

>F<?,51)-6.BB, P 0.001<. The control groups again showed a very 

good taste aversions. The G15 group &howed a di&rupted taste 

aver5ion, consuming significantly more NaCl solution when 

compared with it~ own control <P 0.05). The 630, G45 groups, 

coneumed more saline 5olution than their resp•ctiv• 

there were not significant difference•. The 

control, 

although 

•howed a strong water intake auppression in the presence of 

es, which was aimilar to its own control. 

group 

the 

In additian, pairad t test• between pre and postgrafts 

volume consumption were done. The postgraft seores r•vealed that 

groups G30, G4S and GóO showed a significant aversions as th•y 

redLtced their water consumption in the presence of the CS when 

compared with their pregraft seores <p's O.OS). In contraat, 

group G15 showed disrupted taste aver•ions pre •nd postgrafts as 

they h•d similar NaCl water consumptians. 

INSERT FIGURE l ABOUT HERE 

HRP Hietoch•mi•try. 

The analy&is of the brain tiesue injected in the thal•mus or 

amygdala with HRP in the G15 experim•nt•l animal• •howed that 

th•r• w•r• not labeled HRP-cells in the graft•d ti•sue. In the 
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of G30 animal6 there were •caree label•d HRP graft tiissue 

neurons. In contrast, in the 45 and the 60-days graft tissue, 

there was found a great number of labeled neurons, though not a• 

many as 

<Table 11 

in control ti•sue, as we 

Fig. 2) <Escobar et al., 

ha ve 

1989). 

which thera ware found HRP labeled cells, 

described previously 

In •11 the graft• in 

the cell distribution 

inside the transplant did not follow any distinguishable pattern. 

lNSERT FIGURE 2 AND TABLE 1 ABOUT HERE 

Golgi Stain. 

The Golgi stain results were obtained from 6 adult brain• with 

fetal brain transplants. We observed dif ferences at each age of 

the transplanted ti•sue. The difference in the ttseues taken at 

different times had different stages of neuronal development and 

maturation. In general, the grafted tissue in all •xperimental 

groups showed a neural reorganization in both tis•ueg (grafted 

and host> with a greater neuronal density in the transplanted 

tissue particularly in those of 60 day•. In general, the fetal 

transplants were adhered to the ho•t tissue with abundant 

vascularization, 

transplant border 

great proliferation of 

as well as fibers that 

glial 

ero•& 

cells in the 

the interface. 

Chronologtcal changes: Fifteen days: transplanted ti&sue show•d 

&caree development of neurons and blood veeeels. Round-Ghaped 

neurons appearad with few dendritic proce&ses. Some o4 them h•d 

no spines at all in their dendrites <Fig. 3a). There were f•w 

glial cells in the border of the tranaplant. In an over•ll view 
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the grafts seemed to be •n initial state of n•uronal dev•lopment, 

with •n incipient vasculariz•tion proceam between transplant and 

host tissue. Thirty days1 Graft tiasue appeared to be in a more 

advanced stage of development < Fig. 3b). That is, neurons ahowed 

a great number of dendritic processes, growing in all diractions 

from the cell body. The axons were apparent in the majority of 

the neurons. Blood vessels were found in the bordar and inside 

the transplanted tissue. Many pyramidal end multipolar neurons 

were found inaide the transplant. Glial cella were found in many 

parts of the transplanted tissue, without any regular pattern. 

Sixty days: The transplanted tissue showed a great advance in the 

development of neurons and glial cells <Fig. 3c>. Neurona 

presentad multipolar, piriform and triangular •hap•d-soma•• soma 

of them had many de_ndri tic spines. Neurons ware surrounded by 

abundant vascularization in all parts of the transplant. w. 
observed well developed glial cells, in clase relation with the 

neurons. In general, neuronal vascular and glial componen ta 

were observad in different parts of the transplantad ti&•ue. 

The fibers were more abundant in the border of the tr•nsplant, 

however a lack of cortical lamination as compared Nith adjac•nt 

host tissue was notad. 

INSERT FIGURE 3 ABOUT HERE 

Ac•tylcholinester•se Raactivity. 

We found that the 15-day animals showed some l•baled cell• and 

t~ere w•re few processes in the transplant. In the 30, 45 and 60 
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day groupfi there wa& an increa&ed number of AchE fiber& insid• 

the transplants ( Fig. 4). Theae fibers formed p•tches along 

the grafts. The 15-day post-transplants groups did not &how 

these AchE patches, since there were few AchE stained 4iber& 

<Fig. 4a>. We could not observe any difference in the number of 

cells among the different transplanta groups, although there were 

an increased AchE reactivity within the G30, G45 and G6(1 <Fig. 

4). 

INSERT FIGURE 4 ABOUT HERE 

DIBCUSSIDN 

The behavioral data obtained in these experiment• showed that 

it took the grafts at lea•t 30 days to start producing furictional 

recovery in the host animal&. During the initial fifteen days 

post transplant, the subjects did not show any recuperation in 

the CTA paradigm <Fig. 1). After thirty and forty five day& post 

transplant the animals were able to learn the •varsiv• ra•ponsa 

to the noxious stimulus. At aixty day& po&tgraft the behavioral 

recovery was almost complete <G60• see Fig. 1), as the graft•d 

group show any si9nificant differences with its own control <Fig. 

1). The time-dependent behavioral recovery was accomp•nied by 

time-dependent histological changes. At 15-days poat-gra~t the 

cortical transplants did not establish any demonatrable 

connection& with thalamus nor with the amygdala <table t>. In th• 

30, 45 and 60-days post-gra~t groupa, the brain& •howed incre•s~d 

connections to both the VPM and the amygdala (•ee table t>. The 

11 



neurona of the tran5plant from these groups aleo showed a more 

matur• cell morphology. In the groupa with 30 and 60 day& 

postgraft, the Golgi atain revealed that cell bodies were more 

mature, tiince they had more dendritic proceases with more apines. 

These results are in agreement with thc&e that have U&ed a mature 

(more than bO daysl cortical fetal br•in transplants <Yirmiya et 

al., 1988l. In contrast, the 15 daya postransplant grcup showed 

an immature cell morphology with a few number of dendritic Gpines 

observed with the Golgi staining technique (&ee Fig. 3). 

Our results suggest that sorne maturation of the transplanted 

tissue accompanies behaviora1 recovery. The maturity of the 

naurons can be determined by the nLtmber of its connections, which 

included in part those established between the transplant and the 

host. Recently, some authors have reported tha ••tablishment of 

connection& between cortical grafts and the thalamua in neonatal 

two to faur months after transplantation (Castro, 

Zimmer, Sunde ~ Bold, 19851. Horeover, other studie& have al6D 

showed that the thalamus of the adult brain could only eetablish 

few connections with the cortical transplants, from eight to 

J 
twenty eight weeks aft•r transplantation <GonzAlez, Sharp ~ 

Loken, 1988l. We had previouely demanstrat•d that 60 days 

transplants of the gustatory neocortex could eatablish 

J 
connections with the VPM and the amygdala, although the number of 

labeled cells ware not as numerous as in control animal& <Table 

1 11 Escobar et al., 1989). In the present paper, the result& 

•Uggest that the transplanted neurons required more than 15 days 
-, 
J to start making connections with both the thalamu• and the 

. 1 
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amygdala. In addition, with the u•e of the Golgi impregnation, in 

the 60 days grafts we were •ble to sae sorne fibers crossing the 

boundaries of the tran~plant into the host tissue, indicating a 

dynamic process of interaction between the t.r•nspl•nt •nd th• 

host tissue. However, there was not a laminar arrang•ment in the 

grafts as in the normal host tiasue. These results are in 

agreement with others that found partial functional recovery 

without a normal laminar arrangement of fetal cortical brain 

transplants <Mufson, Labbe ~ Stein, 1987>. 

It is clear from these results that morphological recuperation 

is necessary to obtain a functional recovery in gustatory 

neocorte~: lesionad rats. This observation i• supported by our 

recently publi&hed paper, in which, we wer• a.ble to show that 

homotopic cortical but not hetarotopic tectal fetal brain 

transplanta could restare the associations between ta•t• cuas and 

illness. Moreover, it was demonstrated with HRP histochemistry 

that the homotopic, but not the heterot.opic, fetal brain 

transplants were •ble to re-establish connection& with tha host 

tissue <Escobar et al., 1989). 

The demonstration of the AChE expression in the traneplant 

in our reaults is supportad by previous obuervations <Hohmann ~ 

Ebner, 1988). ThLts, other authors <Park, Clinton ~ Ebner, 1~84> 

found AchE expression after 7 days of cortical 

However, it was only after 2 months that 

tran•plant•tion. 

they f ound AchE 

reactivity that was similar to the cortical host tissue of 

cortical tr~nsplantation <Park et al., 1984). In this paper, w• 

are showing the time course of AchE graft 

reactivity of the 15-day soma in the 

13 
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proce&ses were observed. The numbar of proces&es wer• 

increasing in the 30, 45 and bO-day post-graft, though the somas 

showed decreased AchE reaction with the time. Some authors have 

propo&ed that the neurotransmitters enzymes have some anon 

guidance effects. That is, Robertson (1987) has demonstrated 

transient expression of acetylcholine&terase in the developing 

thalamo-cortical systern, but euch transient expression lasts fer 

only three weeks and then decline to normal adult levels when the 

thalamo-cortical connections have been 

Another, but not excluding, explanation 

well established. 

is that there are 

in growth of axons from the basal forebrain or from the nucleus 

basalis magnocellularis to the cortical grafts as previously 

demonstrated by Ebner et al. (1988>. 

Recently, several authors have demonstrated the presence of 

trophic factors delivered by specific systems. Fer example, 

Zhou and coworkers <Zhou, Averbach & Azmitia, 1987) described the 

enhanced proliferation of processes from raphe, but not locus 

coeruleus transplanted neurons, 

serotonin-denervated hippocampus. 

when they were placed in a 

Moreover, 

transplant is placed near to an undamaged host 

when an hippocampal 

hippocampus, the 

raphe neurons of the host are capable to innervate the new targ•t 

si tes, indicating that there are sorne kind of chemotaxi• <Zhou, 

Averbach L Azmitia, 1988). So, it seems that sorne trophic 

~actors could guide the neuronal processes with sorne specificity 

and finally could lead to the formation of new connections. 

Therefcre, in order to 

connections between GN and VPM, 

explain the 

there is the 

14 
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this 

al., 

two 

the 

connections could be mediated by trophic factors <Zhou •t 

1987J Zhou et •l., 1988>. In our model, th•re are at l•a&t 

potential sources of factors1 the transplant by itself and 

lesion-denervat•d host ti•sue <Cuningham, 

1987). The interaction of these factor& 

Haun ~ Chantler, 

could promete the 

connection of the transplant with the VPM and •mygdala. One 

possible hypothesis to explain our behavioral results i& based in 

the reconnectivity between VPM and GN, as proposed by Sharp and 

GonzAlez <1986). These author& suggested that the re-connection& 

between thalamus and cortex could stop the degen•rative processes 

due to the lesion. Therefore, in this manner the graft could help 

to the restoration of tha lost function. 

In conclusion, we have demonstrated that after thirty days 

postgraft the animals with transplants wer• able to lwarn the 

aversive response in the CTA paradigm. Th• neurons in the 

transplant can express AChE in a time-dependent fashion. After 30 

days the grafted neurons started to establish connection& with 

the thalamu& and amygdala of the host. Finally, the neurons in 

the older· transplants showed a more mature morphology than those 

in the younger anea. All of the•e resulta suggest that 

mcrphological maturation and reconnectivity are necessary fer 

recuperation of the acquisition of teste aversion learning in GN 

lesioned rats. 
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DAYS POSTRANSPLANT 

IN.JECTION SITE 60 

THALAMUS -'-"++ ++ 

AMYGDALA + ++ ++ 

Table 1. Shows tha qualitative analysis af the presenc• of the 

HRP labeled peurons inside the cortic~l grafts. 

- nene, + scarca, ++ many HRP l•beled cells, wh•n 

compared with controla (sees Figure 2>. 



FIGURE LEGENDS 

Figure 1. The 9raph illustrates the amount cf &accharin consumed 

by 15, 30, 45 and 60 days postgraf t groups. Left eide 

shows the results from test trial prior to transplant. 

Right. side shows the resulta of en• test trial 15, 30, 

45 and 60 days aft.er transplant.. * p O. (15 comparison 

wi t.h their own control groups. (Newma.nn-Keul'li teet.). 

Figure 2. Shows representative coronal section in dark f ield 

illumination, of a control aubject in A. B and C shows 

HRP labeled neuron& within homotopic grafts wit.h 30 and 

60 days after transplant respectively. A, B and C K 

200. 



Figure 3. Camera lucida dr•wings of Golgi-rapid impregnated 

neurons from 15, 30 and 60 day old tranapl•nts. In •• 

Orawing cf Golgi-rapid impregnated neurons from 15 day 

old transplant. Sorne neuron& •how • round ahaped soma 

and dendrites supporting &parsely spine& <see, cells 

2,3>. Cell 1 shows more •pines and cell 4 is • non 

spine neuron. b1 Drawing from Golgi-impregnated neurons 

from 30 day old transplant. Neuron 1 shows a multipolar 

shape with apines on its dendrites. In c1 Golgi-rapid 

impregnated neurons from 60 day old transplant. 

Neurons 1,2,3 show multipolar shape and their dendritea 

are covered with spines and in clase rel•tion with 

glial cell& <a,b,c>. Neurons 4 and 5 (from tha border 

of the transplant) have large axons <A> and neuron 6 is 

a typical multipolar cell. 

400 x magnifications. 

Bars show a 100 microns at 

Figure 4. Shows the acetylcholinesterase reactivity of homotopic 

neocortical grafts, in 15 <A and B>• 30 (C and D> and 

60 <E and F> days postgraft. 

F X 200. 

A, e and E x 4J B, D and 
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LA REINERVACION DE LOS TRANSPLANTES NEOCORTICALES 
DESDE LA PERSPECTIVA DEL FLUOROGOLD 

Con el fin de observar la reconectividad de los tranaplantes 
neocorticales y confirmar as1 nuestros resultados con peroxidasa 
de r•bano CHRP), decidimos efectuar algunos estudios 
empleando fluorocold, trazador axonal retrógrado fluorescente, que 
posee ventajas tales como: alta sensibilidad, no incorporación por 

fibras de paso, extenso marcaje de las proyecciones neuronales, 
amplio ranco en el tiempo de sobrevivencia post-administración, 
administración circunscrita y compatibilidad con un eran nOmero de 

t•cnicas histoqui•icas. 

Su Jetos 

Los sujetos empleados en este estudio fueron seis ratas 
machos de la variedad Wistar, con pesos entre 250 y 300g divididos 
de la sicuiente manera: 

-Grupo control I (nc2): Con administración bilateral de fluorogold 
en los nücleos VH y VPM talAmicos !TAL) 
-Grupo control II Cn=2): Con administración 
fluorogold en el complejo amigdalina (AMX) 

bilateral 

-Grupo experimental (n=2): 
neocorteza gustativa CNG) 
complejo aaicdalino y n~cleos 

Con transplantes homotópicos 
y administración de Cluorogold 

VH y VPM talAmicoa en el 
derecho e izquierdo de los sujetos respectivamente 

1.§!ll.ón ~ Transplante 

de 

en 

en 
lado 

Loa sujetos experimentales fueron lesionados bilateral y 
electrol~ticamente mediante t•cnicaa estereotAxicas 
convencionales. Los electrodos fueron constru~dos con barras 
aisladas de acero inoxidable, excepto en la porción apical (O.S mm 
aproxi•adaaente) y conectados a un estimulador que permitió el 
paso de una corriente de 2 mAmp durante un minuto. Las coordenadas 
eapleadas durante la cirucJ.a de acuerdo al atlas estereot•xico de 
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Paxinos y Watson (1982) fueron 1as siguientes: NO (AP = + 1.2; 

L • ~ 5; H • -5).Una semana despu6s de practicada la lesión, los 
sujetos recibieron transplante bilateral de tejido neocortical 
procedente de fetos de 17 dias de cestación, una vez seccionado el 
tejido neocortical correspondiente, se introdujo en una 
microjerinca Hamilton de 100 µm acoplada a un aparato 
estereot•xico, depositando as~ el tejido en el sitio 
correspondiente. 

Bl tiempo de desarrollo post-transplante Cue de 60 

cabo de los cuales se procedió a efectuar el 
histoquimico. 

di as, al 
anAlisis 

~urante los procesos quirOrgicos de lesión y transplante los 
sujetos fueron anestesiados con pentobarbital <Nembutal) so m&/kg. 

Hiatoguimica 
Tanto los sujetos control como los experimentales recibieron 

aplicaciones de Cluorogold en los sitios aencionadoa en la 
descripción de los grupos. 

Los sujetos fueron anestesiados con hidrato de cloral al 10~ 

(400 •c/kg >, la administración se efectuó estereot•xicamente con 
una jeringa Hamilton de 1 µl en los siguientes volúmenes: 0.3 µl 
(en VM y VPM) y 0.5 µl (en AMXJ de una solución al 2.5~ de 
fluoroaold y sol. salina fisiológica. 

Cinco dias después, todos los sujetos fueron perfundidos 
transcardialmente con solución salina fisiolócica (200 ml p/rata) 
aecuida de una solución de paraformaldehido al 4~ y slutaraldehido 
al 0.1~ (250 •l p/rata). Los cerebros fueron almacenados en una 
solución de sacarosa al 20~ durante 48 horas, al cabo de las 
cuales f~ron cortados (40 µm) y montados con solución de clicerol 
1:2. Finalmente se procedió al an•lisis microscópico utilizando un 
microscopio de fluorescencia Nikon con un filtro de exitación 
UV - 323 nm y emisión a - 408 nm. 

Resultados ~ Discusión Parcial 
Los resultados mostraron que en el grupo control I con 

7& 



administración en loe nócleoe tal•micos (VM y VPM), se detectaron 

c•lulas •arcadas con fluorocold en la neocorteza custativa 
(Fic.1).· por auparte en el crupo control II con administración en 

el complejo amigdalino, se detectaron c•lulas marcadas con 
fluorogold en la neocorteza custativa y el t•lamo <Fig.2). 
Finalmente en los sujetos experimentales, se detectó la 
de c•lulas marcadas con el trazador en el interior 

presencia 
de los 

transplantes, no habiendo fuertes diferencias entre los marcajes 
producidos por la administración en el complejo amigdalino o los 
nacleos talAmicos (Fig.3). Sin embarso, la densidad de neuronas 
marcadas por el fluorocold fu6 considerablemente menor en 
comparación a la registrada en los grupos control, de manera 

similar a los resultados observados con HRP. la disminución, en 
cuanto a la densidad de neuronas marcadas, en el interior de los 
implantes, obedece a una serie de factores entre los que destacan 
el n<aaero de neuronas maduras dentro del transplante y en 
consecuencia, la densidad de la arborización terminal presente en 
la zona de administración (3ones (1975); 3aecer y Lund (1981) y 
Bjorklund y Stenevi (1984). Los sitios de administraci6n fueron 
circunscritos {1am• aproximadamente) y bien marcados, en tanto que 
el adecuado aarcaje observado en los grupos control, confirma la 
elección apropiada del tiempo de sobrevida post-administración (5 
dias) seleccionado en nuestros experimentos a trav•s de 
ensayo-error, considerando el lapso existente entre la 
administración del fluorogold, el inicio de la endocitosis, la 
tasa de transporte retrógrado asi como la longitud de la via 
estudiada. 

Estos resultados apoyan ampiiamente a nuestros resultados 
obtenidos( a través del empleo de HRP, confirmando asi la 
potencialidad de los transplantes homotópicos neocorticales de 
reinervar algunas de las zonas con las que la corteza intacta 
mantenia conexiones normalmente. 
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Fig. 1 -{1icroCotograf1as de células marcadas con fluorogold en la 

neocorteza gustativa de ratas control. X 20 (Parte superior), X 

200 (Parte inferior). 



Fig. 2 Aspecto de los núcleos talámicos VH y VPH, tras la 

administración de fluorogold en el complejo amigdalino de ratas 

control. X 20 (Izquierda), X 200 (Derecha). 

r 

m~ 'l!'n 
st.ua ui: 1..1 

rorn rtrn 
"'::,~¡JTtCA 



Fig. 3 Microfotografias de células marcadas con fluorogold, en el 

interior de transplantes hornotópicos neocorticales. X 20 (Parte 

superior), X 200 (Parte inferior}. 
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DISCUSION GENERAL 

Una importante interrocante hoy por hoy en el •mbito de las 

neurociencias. es la relativa a la potencialidad pl•stica del SNC 

de los seres vivos, para responder ante una amplia cama de 
estimules que forman parte del medio ambiente interno y externo de 
los organismos. 

En el presente estudio, hemos tenido la oportunidad de 
abordar una de las expresiones de tal potencialidad, a través de 

la conjunción del modelo conductual del Condicionamiento Aversivo 
a los Sabores (CAS), y la técnica de los transplantes de tejido 

cerebral f'etal. 

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos demuestran 

que los transplantes homotópicos fetales de neocorteza gustativa 
(NG), producen recuperación en la capacidad de adquirir el CAS, en 

ratas que previamente la habian perdido debido a la lesión de la 

corteza. se demostró asimismo, ·que los transplantes homotópicos de 

NG, pero no los heterotópicos de tejido tectal, podian no solo 

restablecer las funciones cognitivas sino también la conectividad 

con el tAlamo y la amigdala del tejido huésped, con quienes la NG 

mantiene conexiones normalmente. Estas observaciones subrayan la 

importancia de la especificidad de los tejidos transplantados en 
los procesos de integración. 

A este respecto, Heusching 

estudio en el que fue probada la 

y col. (1988), 

actividad trófica 

efectuaron un 

de diferentes 

regiones del SNC (cortical, hipocampal, septal y estriatal) sobre 

neuronas embrionarias que fueron transplantadas o bien, mantenidas 
en cultivo, encontrando que mientras los transplantes de corteza e 

hipocampo se integraron y crecieron adecuadamente en las 4 

regiones, los transplantes de septum, suírieron atrofia al ser 

colocados en el estriado. Por su parte, los transplantes de 
estriado, se integraron y crecieron adecuadamente, tan solo cuando 

fueron colocados en la región estriatal. Los resultados obtenidos 
in uttro, respaldaron ampliamente estas observaciones. Los autores 

destacan el hecho de que en todos los casos los transplantes 
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homotópicos, mostraron una mejor intecración, caracterizada por un 
alto y constante número de neuronas sobrevivientes. 

As1 Heuschinc y colaboradores, sostienen que cualquier •rea 
del cerebro adulto lesionada, presenta actividad trófica 
especifica, preponderantemente dirigida hacia las células 
homotópicas embrionarias correspondientes. La habilidad para 
responder a la mencionada actividad, parece cambiar con el grado 
de afinidad entre el transplante y la zona receptora del huésped. 
La corteza, el hipocampo y el septum parecen actuar en el mismo 
sentido, mientras que el estriado despliega un patrón de respuesta 
radicalmente diferente. Por otro lado, se ha examinado (Gibbs et 

al., 1986) el patrón de proyección y el grado de inervación, 
producidos por transplantes procedentes de 3 fuentes diferentes de 

c6lulas colinérgicas centrales. Los transplantes se colocaron en 
la formación hipocampal y los tejidos fuente fueron las regiones 
septal, habenular y estriatal. Los resultados revelan que el 
patrón de inervación es semejante en todos los casos, sugiriendo 
que éste se encuentra estrechamente correlacionado con el tipo de 
neurotransmisor. En la formación hipocampal, los transplantes de 
células colinércicas (Lewis y Cotman, 1963) y monoaminérgicas 
(Bjorklund y Stenevi, 1979) emiten proyecciones con un arreglo 
caracteristico, dependiente de su tipo de neurotransmisor, 
sugiriendo que el patrón de inervación es transmisor-dependiente. 
En 1987, Chanaud y Das transplantaron tejidos embrionarios 
neocorticales y de tallo cerebral. y observaron agudas diferencias 
en el arado de crecimiento alcanzado por los transplantes (mayor 
para los tejidos corticales y ostensiblemente menor para los 
tejidos procedentes del tallo cerebral). Estos hallazgos 

confirmaron las observaciones previas de los autores. en el 
sentido de que el crecimiento de un transplante neural est• 
determinado en gran medida por su potencial de crecimiento, el 

l cual a su vez est• relacionado con la naturaleza de las células 
implantadas. 

1 
.J 

' ' ~ 

Algunos otros trabajos que destacan la importancia de la 
especificidad en la integración transplante-hu6sped, son los de 
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Whittemore •tal., (1985) y Gibbs y Cotman (1987). En ambos se 
enfatiza la influencia de la especificidad, de los factores 
liberados tras la lesión de alcuna reción del SNC, sobre la 
sobrevivencie y adecuada integración de los tejidos 

transplantados. Estos hallazgos sugieren que factores ambientales, 
inducidos especificamente por la destrucción de fibras homólogas 

del hu•sped, son los responsables de las diferencias en la 
sobrevivencia y la conectividad observadas en los transplantes 

(Gibbs y Cotman, 1987). 

trabajo, efectuada con En otra etapa del presente 
finalidad de comprender los procesos temporales que subyacen a 

la 
la 

recuperación funcional y anatómica observadas, llevamos a cabo un 
an•lisis conductual y citoarquitect6nico siguiendo el curso 
temporal (15, 30, 45 y 60 dias) de desarrollo de los 
transplantes.Pudimos mostrar que la recuperación conductual 
comienza a manifestarse a partir de los treinta dias de desarrollo 
post-transplante al tiempo que aparecen los primeros indicios de 
reconectividad, vascularización y madur6z estructural, alcanzando 
su mejor expresión hacia los 60 dias. Durante los primeros 15 dias 
de desarrollo post-transplante, los sujetos no mostraron ningOn 
indicio de recuperación en el paradigma del CAS, en tanto que las 
observaciones histológicas mostraron la presencia de neuronas poco 

desarrolladas, con 
incipiente. 

El anA.lisis de 

escasas proyecciones y revascularización 

los resultados obtenidos con las t•cnicas de 
Golci e imprecnaci6n arc6ntica, reveló la presencia de un proceso 
cradual de desarrollo, caracterizado por una reoreanización 
neuronal, tanto en el tejido hu6sped como en el transplante, con 
una mayor densidad neuronal en el tejido transplantado. 

En este sentido, podemos afirmar que los transplantes 
neocorticales fetales pueden adherirse al tejido huésped, 
presentando las siguientes caracteristicas: 1) abundante 
vascularizaci6n¡ 2) una gran proliferación de células gliales en 
el borde de los implantes y ; 3) considerable proliferación de 
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fibras que atraviezan la interfase. Esto evidencia 
din•mico de interacción morfológica y funcional 
transplante y el tejido huésped. 

un proceso 
entre el 

Sin embarco, los transplantes homotópicos neocorticales, no 
mostraron el caracteristico arreglo laminar de la corteza intacta, 
lo cual concuerda con las observaciones de Mufson et at. (1987), 
quienes encuentran recuperación funcional e integración anatómica 
de transplantes fetales neocorticales, en ausencia del 
arreglo laminar correspondiente. 

Otro aspecto abordado en el presente trabajo, fue el relativo 

a la detección de la presencia de algunos neurotransmisores en los 
transplantes neocorticales, y la posible participación de los 
mismos en los procesos de recuperación funcional. Estos estudios 
mostraron que los transplantes homotópicos neocorticales, que 
promueven la recuperación del aprendizaje en el CAS, liberan ACh, 
en tanto que en los transplantes heterotópicos (corteza 

occipital), que no inducen recuperación funcional, no se recistra 
liberación del citado neurotransmisor. Esto sugiere una 
participación colinércica en la recuperación conductual mediada 
por transplantes dentro del CAS (L6pez, et al. en revisión). 

Aunados a estas observaciones, los trabajos efectuados por 
Woolf y Butcher (1982) y Bermúdez-Rattoni et al. (1983), s~alan 

que la acetilcolina juega un papel importante en el CAS. Existen 
evidencias en el sentido de que la neocorteza gustativa presenta 
considerable actividad colin6rgica (acetilcolintransferasa CAT y 
acetilcolinesterasa AChE), as1 como de que el bloqueo 
farmacológico de la transmisión colinérgica provoca perturbaciones 

en la adquisiei6n del CAS. 
A este respecto, es importante considerar que el desarrollo 

de los neurotransmisores, forma parte de una serie de eventos 
involucrados en el establecimiento de la compleja circuiteria de 
la corteza cerebral de los mamiferos. Existen reportes en el 
sentido de que algunas poblaciones celulares de la corteza en 
desarrollo, presentan lapsos en los cuales se expresan 
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transitoriamente algunos neurotransmisores (Luskin y Shats, 1985; 
Valverde y Facal-Valverde, 1987¡ Robertson, 1987). La aparición Y 
desaparición de tales mensajeros quimicos, puede estar orquestando 
el establecimiento de la circuiteria cortical. Los 
neurotransmisores pueden jugar un papel importante en la 
orcanización de la corteza en desarrollo, as! como en los procesos 
de integración transplante-huésped <Parnavelas y Cavanagh, 1988; 
Lipton y Kater, 1989). Por ejemplo, en el gato ha sido claramente 
demostrado (Luskin y Shatz, 1985; Valverde y Facal-Valverde, 
1987), que las neuronas que se localizan por debajo de la capa IV 
de la corteza as! como en la zona marginal, no sobreviven a la 
edad adulta y su desaparición coincide con la invasión de la placa 
cortical por las proyecciones callosas y tAlamo-corticales, de 
manera que estas células generadas tempranamente en la subplaca, 
pueden fungir como blancos temporales o guias, para los axones 
talAmicos y callosos (Chun et al., 1987; Shatz y Luskin, 1986). 
D'Amato et al. en 1987, reportaron la presencia de zonas con 
inervación serotoninércica densamente marcadas, en las •reas 
sensoriales primarias de la neocorteza de la rata, durante las 
primeras tres semanas de vida postnatal. Las zonas se ubican en 
las capas IV y VI, que son las principales Areas receptoras de las 
entradas talAmicas. Estas zonas serotoninérgicas pueden 
influenciar el crecimiento de las proyecciones tal•micas. Bear y 

colecas (1985) describieron un decremento transitorio de la 
población de fibras positivas a colinesterasa, en las capas IV y 
VI de la corteza visual de gato entre la cuarta y octava semanas 
de desarrollo post-natal. Esta observación es consistente con la 
noción de que las proyecciones colinérgicas, influencian la 
formación de conexiones durante el periodo critico. Por ~ltimo, en 
relación a este rubro, mencionemos que en 1987, Robertson demostró 
la expresión transitoria de acetilcolinesterasa en el sistema 
t6lamo cortical en desarrollo. Tal expresión transitoria, tiene 
una duración de tres semanas al cabo de las cuales declina hasta 
alcanzar los niveles normales del adulto. al tiempo que las 
conexiones tAlamo-corticales han sido bien establecidas. 
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Nuestros resultados se~alan reiteradamente, la importancia de 
la intecración anatómica de los transplantes y de la reconexión de 
los mismos, en los procesos de recuperación funcional. El nomero 
de estudios que demuestran la existencia de reconectividad por 
parte de los transplantes corticales, ha crecido considerablemente 
en los Oltimos aftos (Ebner y Erzurumlu, 1985¡ Wiecand y Gash, 
1985; Gibbs et at., 1986). 

Recientemente, varios autores han demostrado la presencia de 
proyecciones procedentes de transplantes, tras la denervación 
especifica de las zonas transplantadas. Tal es el caso de Zhou y 
colaboradores (1987), quienes describieron la creciente 
proliferación de proyecciones provenientes de transplantes de 
raf6, pero no de transplantes de locus coeruleus, cuando estos 
fueron colocados en el hipocampo denervado de sus proyecciones 
serotoninérgicas. Estas observaciones parecen indicar que algunos 
factores tróficos pueden guiar a las proyecciones neuronales con 
cierto erado de especificidad, permitiendo la formación de nuevas 
conexiones. Por tanto, con el fin de explicar el establecimiento 
de conexiones entre la NG y la ami&dala y los nOcleos talAmicos 
VPH y VH, existe la posibilidad de que estas conexiones puedan ser 
mediadas a través de factores tróficos. En nuestro modelo existen 
al menos dos fuentes potenciales de factores: el transplante f'*#r 

se y el tejido huésped lesionado (Cuningham et al., 1987). 
Ejemplos de la influencia de las lesiones, sobre los procesos de 
reconexión transplante-huésped pueden apreciarse en trabajos como 
los de Giba y Cotman (1987) o los de Homann y Ebner en 1988, 
quienes realizaron un estudio en el que compararon transplantes 
embrionarios corticales colocados en huéspedes adultos normales, 
con transplantes similares, colocados en huéspedes adultos a los 
que previamente se les babia lesionado el cerebro basal anterior 
(NBH), quedando eliminadas en consecuencia, la mayor~a de las 
entradas colinérgicas corticales. Los resultados mostraron que la 
penetración de ias proyecciones tal•micas del hu6sped en los 
transplantes corticales, fue incrementada significativamente por 
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la lesión previa del NBH. 

No se descartó la posibilidad de que tal lesión destruyera 
alsunas vi as no colin•rcicas (serotonin6rgicas y 
catecolamin6rcicas) o bien que promoviera la liberación de 
'factores tróficos, que coadyuvaran al establecimiento de tales 
conexiones. 

Alcunos otros estudios que muestran la inducción de rebrote 

axonal (sprouting), como respuesta ante la deplesión 

son los de Crutcher, (1982) y Gage (1984), en los 

colinérgica, 

que se ha 

mostrado que lesiones tanto de septum como de cerebro anterior 
basal, originan rebrote de fibras simp~ticas en sus respectivas 

•reas blanco. Los mecanismos propuestos para tratar de explicar la 
participación de la ACh en los procesos de reinervaci6n, seftalan 

que la inervación colinérgica inhibe activamente la habilidad de 

elongación de las fibras respectivas, a través de efectos mediados 

por receptores colinérgicos, o bien, que este neurotransmisor 

induce la producción de respuestas tales como la formación de 
sinapsis, estabilizando y por tanto impidiendo la elongación de 

las fibras correspondientes. 

Una posible hipótesis para explicar nuestros resultados 

conductuales, se basa en la reconectividad entre la corteza y loa 

h6cleos tal•micos, de manera similar a lo propuesto por Sharp y 
colaboradores (1986), quienes sugieren que la reconexión entre el 

tAlamo y la corteza, puede detener el proceso degerativo originado 

pqr la lesión. En consecuencia, los transplantes pueden contribuir 

en este sentido. al restablecimiento de la función perdida. 

En conclusión, nuestros estudios han demostrado que: 

1) La lesión de la NG provoca fallas en la adquisición del CAS, 

que no son reversibles por si solas, al menos por periodos de seis 
meses 

2) Los transplantes homotópicos neocorticales de tejido fetal, 
producen recuperación en la capacidad de adquirir el CAS 
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3) Lo& transplantes homotópicos 

conexiones con la amisdala y el t~lamo 
neocorticales, 

Cn~cleos VM 

establecen 

y VPH) del 

tejido hu6sped, con los cuales la corteza gustativa mantiene 
conexiones normalmente 

4) Los transplantes heterotópicos de tejido fetal tectal, no 
mostraron indicios de recuperación funcional, ni de integración 
anatómica 

5) La recuperación funcional de los transplantes 
neocorticales, comienza a manifestarse hacia los 
desarrollo post-transplante 

homotópicos 

30 d~as de 

6) Tras 30 d1as de desarrollo post-transplante, las neuronas 
transplantadas comienzan a establecer conexiones con el tAlamo y 
la am1sdala del tejido huésped, al tiempo que aparecen los 
primeros indicios de vascularización y madur•z estructural 
7) Los transplantes homotópicos neocorticales liberan ACh, 

mientras que en los transplantes heterotópicos de corteza 

occipital que no inducen recuperación funcional, no se registra 

liberación del citado neurotransmisor. 
8) Las neuronas de los transplantes homotópicos, expresan AChE de 

manera tiempo-dependiente 
9) Las neuronas de los transplantes con 60 dias de desarrollo, 

presentan una morCologia madura, comparada con los transplantes de 

15, 30 y 45 dias 

10) La mejor expresión de la recuperación funcional en los sujetos 

con transplantes homotópicos neocorticales, se presenta tambi•n 

hacia los 60 dias post-transplante 

Nuestros resultados sucieren que la maduréz morfolóaica y la 

reconectividad entre el transplante y el huésped, son necesarias 

para la adecuada expresión de la recuperación conductual del CAS, 
en sujetos previamente lesionados en la neocorteza gustativa. 
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