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ABREVIATURAS 
 

5-HIAA: Ácido 5-hidroxindolacético 

5-HT1A: Receptor de la serotonina de 
tipo 1A 

5-HT1B: Receptor de la serotonina de 
tipo 1B   

5-HT2A: Receptor de la serotonina de 
tipo 2A   

5-HT2C: Receptor de la serotonina de 
tipo 2C    

5-HT3: Receptor de la serotonina tipo 3 

ACTH: Hormona adrenocorticótropa 

AMPA: Receptor del ácido α-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico del 
glutamato 

ATV: Área tegmental ventral 

BSA: Albúmina sérica bovina 

Cl-: Cloruro 

CORT: Corticoesterona  

CPP: Condicionamiento de preferencia 
por un lugar 

D2: receptor tipo 2 de la dopamina 

D4: receptor tipo 4 de la dopamina  

D4-KO: ratones knock-out para el gen 
DRD4  

DHEA: Dehidroepiandrosterona 

DHEAS: Sulfato de 
dehidroepiandrosterona 

DOC: Deoxicorticosterona 

DOPAC: Ácido 3,4-dihidroxifenilacetico 

EPM: laberinto en cruz elevado 

EtOH: Alcohol 

GABA: Ácido gamma-aminobutírico  

GABAA: Receptores de subtipo A para 
el neurotransmisor ácido gamma-
aminobutírico 

HRs: Ratas que responden con altos 
niveles de locomoción en un ambiente 
nuevo  

i.c.v.: Intracerebroventricual 

IMM: Membrana interna de la 
mitocondria 

i.p.: Intraperitoneal 

KCC2: Cotransportador de potasio-
cloruro tipo 2 

L-DOPA: L-3,4-dihidrofenilalanina 

LRs: Ratas que responden con bajos 
niveles de locomoción en un ambiente 
nuevo  

NAS: Esteroides neuroactivos 

NH: No manipulados  

NKCC1: Cotransportador de sodio-
potasio-cloruro de tipo 1 

NMDA: Receptor N-metil-D-aspartato del 
glutamato 

NOP: Preferencia por un objeto nuevo 

OF: Campo abierto 

OMM: Membrana externa de la 
mitocondria 

P450scc: Enzima de escisión de la 
cadena lateral del colesterol 

PN: Postnatal 

PPI: Inhibición prepulso 

PREGS: Sulfato de pregnenolona 

PROG: Progesterona 

RHA: Ratas roman de alta evitación 

RLA: Ratas roman de baja evitación  

s.c.: Subcutáneo 

SHRP: Período de hiporeactividad al 
estrés 

SNC: Sistema nervioso central 

StAR: Proteína reguladora aguda de la 
esteroidogénesis 

THDOC: Tetrahidrodeoxicorticosterona 

TSPO: proteína translocadora 
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INTRODUCCIÓN 
 

Está bien establecido que los esteroides sexuales, como los estrógenos o los 

pregnanos, desempeñan papeles críticos en el cerebro, tanto durante el 

desarrollo como a lo largo de la vida adulta. Forman y organizan el sistema 

nervioso central (SNC) durante el desarrollo e influyen en la función del cerebro 

y una gran variedad de comportamientos (Brunton et al., 2014). 

La plasticidad durante el neurodesarrollo es un complejo proceso de 

maduración codificado genéticamente, dependiente del tiempo y que está 

estrechamente regulado por mecanismos homeostáticos intrínsecos e 

influenciado por experiencias ambientales extrínsecas (Ismail et al., 2017). Ha 

sido puesto de manifiesto que experimentar eventos adversos durante etapas 

críticas del neurodesarrollo aumenta la vulnerabilidad a la psicopatología. Por 

ejemplo, aquellos sujetos que sufren maltrato o negligencia infantil tienen más 

riesgo a padecer depresión mayor (Bradley et al., 2008), consumir drogas, como 

el alcohol (EtOH) (Enoch, 2011), o sufrir un trastorno por estrés postraumático 

(Binder et al., 2008). Durante la adolescencia, el consumo de cannabis puede 

alterar el efecto de la expresión de genes implicados en la plasticidad (Prini et 

al., 2018), así como aumentar el riesgo de experimentar experiencias psicóticas 

en la adultez (Rosenberg, 1968; Jones et al., 2018). Por lo tanto, la influencia 

ejercida por el ambiente durante periodos clave, como la primera infancia o la 

adolescencia, puede producir cambios a nivel madurativo que se mantendrán a 

largo plazo. 

Los modelos animales permiten investigar cómo o por qué se manifiestan 

diversos comportamientos, tanto normales como patológicos, pudiendo aislar 
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factores concretos que, en parte, estarían originando las distintas conductas. 

Nuestro grupo investiga cómo los esteroides neuroactivos (NAS; por Neuroactive 

Steroid), entre ellos la allopregnanolona, influyen en la conducta adulta a través 

de su participación en el neurodesarrollo. Este trabajo trata de aportar más 

información sobre cómo los niveles de NAS en etapas cruciales del 

neurodesarrollo podrían desempeñar un papel importante en la vulnerabilidad al 

consumo de drogas como el alcohol. 

En los siguientes apartados se expondrá el marco referencial de este trabajo, 

poniendo énfasis en la participación de los niveles de NAS durante el 

neurodesarrollo y cómo su alteración puede modificar el comportamiento adulto. 

Se revisarán algunas de las diferencias individuales a nivel conductual que han 

sido vinculadas con la vulnerabilidad al consumo de drogas. Para finalizar, se 

justificarán los objetivos de este trabajo describiendo cómo los niveles de NAS 

durante el neurodesarrollo podrían estar participando en la posible vulnerabilidad 

al consumo de EtOH en edad adulta.  

 

1. ¿Qué son los NAS? 

 

Los esteroides son sustancias sintetizadas a nivel periférico en las gónadas 

(testículos y ovarios) y la corteza adrenal, que tradicionalmente fueron conocidos 

por su función hormonal. No fue hasta finales de los años 60 del siglo XX cuando 

se describió su efecto genómico a través de la interacción con receptores 

intracelulares (Balthazart et al., 2018). Una década más tarde, se puso de 

manifiesto que la membrana de células endometriales presentaba lugares de 
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unión de alta afinidad para esteroides como los estrógenos (Pietras y Szego, 

1977) y posteriormente también fueron identificados en membranas 

sinaptosomales en cerebro de rata adulta (Towle y Sze, 1983). Majewska y sus 

colaboradores (1986) observaron cómo los metabolitos del esteroide 

progesterona (PROG), allopregnanolona y deoxicorticosterona (DOC), podían 

alterar rápidamente la excitabilidad neuronal a través de los receptores de 

subtipo A para el neurotransmisor ácido gamma-aminobutírico (GABAA), 

explicando así las acciones anestésicas e hipnóticas parecidas a las de los 

barbitúricos que se le habían atribuido a la PROG años atrás. También en la 

década de los 80, el grupo de Baulieu introdujo el término neurosteroide tras 

observar que los niveles en el cerebro de rata de la forma sulfatada del esteroide 

dehidroepiandrosterona (DHEAS) no disminuían 15 días después de realizar una 

gonadectomía y adrenalectomía en roedores (Corpéchot et al., 1981). Esto 

indicaba que el SNC también podía actuar como un órgano esteroidogénico, ya 

que los esteroides estaban siendo sintetizados de novo en el tejido nervioso 

independientemente de las fuentes periféricas. Teniendo en cuenta que los 

esteroides sintetizados periféricamente también son capaces de penetrar en el 

sistema nervioso y modular las funciones nerviosas, ya que logran cruzar la 

barrera hematoencefálica, Paul y Purdy (1992) introdujeron el término esteroides 

neuroactivos para referirse a todos aquellos esteroides que son capaces de 

regular la excitabilidad neuronal independientemente de su origen (para un 

resumen histórico más detallado sobre la evolución del conocimiento de los 

esteroides y sus mecanismos de acción ver Simoncini y Genazzani, 2003; 

Balthazart, 2017; Balthazart et al., 2018). 
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1.1. Biosíntesis de los NAS 

 

El colesterol es el único precursor de los esteroides (Rone et al., 2009). La 

esteroidogénesis se lleva a cabo en la membrana interna de la mitocondria (IMM; 

por Inner Mitochondrial Membrane) la cual es relativamente pobre en colesterol, 

ya que la mayoría se segrega desde la membrana externa mitocontrial (OMM; 

por Outer Mitochondrial Membrane) (Rone et al., 2009; Miller y Bose, 2011; 

Papadopoulos y Miller, 2012). El principal mecanismo de acción que transporta 

el colesterol de la OMM a la IMM viene mediado por varias proteínas. Entre ellas 

se encuentran la proteína translocadora (TSPO), anteriormente conocida como 

receptor de benzodiazepina de tipo periférico (Papadopoulos et al., 2006), la cual 

tiene una alta afinidad por el colesterol y es capaz de translocarlo a la IMM, y la 

proteína reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR), además de otras como 

el canal de aniones dependiente de voltaje, el transportador de nucleótidos de 

adenina o la proteína transportadora de fosfato. Estas proteínas interactúan 

entre ellas para facilitar el transporte del colesterol a través de la membrana 

mitocondrial (Rone et al., 2009; Miller y Bose, 2011; Papadopoulos y Miller, 2012; 

Porcu et al., 2016). Después de observar que ratones de tipo knockout para la 

TSPO pueden seguir sintetizando esteroides (Banati et al., 2014; Morohaku et 

al., 2014; Tu et al., 2014), algunos investigadores han afirmado que la TSPO no 

es esencial para la esteroidogénesis (Miller, 2017; Stocco et al., 2017). Sin 

embargo, recientemente, Barron y colaboradores (2018) han puesto de 

manifiesto que la deficiencia de TSPO da como resultado una producción total 

de esteroides reducida y estas anomalías se agravan con el envejecimiento. 

Estos autores han observado que la TSPO es fundamental para mantener la 
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producción de andrógenos, apoyando la noción de que esta proteína puede 

representar un objetivo terapéutico para el tratamiento del hipogonadismo y la 

deficiencia de andrógenos relacionada con la edad. 

Una vez el colesterol ha sido transportado a la IMM, éste se convierte en 

pregnenolona por la acción de la enzima de escisión de la cadena lateral del 

colesterol (P450scc) (Rone et al., 2009; Miller y Bose, 2011; Papadopoulos y 

Miller, 2012). Si bien existen evidencias de que la pregnenolona también puede 

ejercer una acción directa sobre el sistema nervioso (Vallée et al., 2014), durante 

mucho tiempo ha sido considerada como el precursor inactivo de todas las 

hormonas esteroidales, ya que es rápidamente metabolizada mediante varias 

enzimas que se encuentran en el interior de la célula. Por ejemplo, en presencia 

de la enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa, la pregnenolona es 

metabolizada en PROG. A su vez, la PROG puede ser reducida por la enzima 

5α-reductasa dando lugar a la 5α-dihidroprogesterona, la cual puede ser 

metabolizada en 3α, 5α-tetrahidroprogesterona, comúnmente conocida como 

allopregnanolona, mediante la enzima 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(Mellon y Griffin, 2002; Belelli y Lambert, 2005) (ver figura 1).  

Los NAS pueden ser clasificados según su composición química. Su 

estructura consta de un núcleo de esterano y se diferencian en base al número 

total de carbonos que los conforman: (1) de tipo pregnano (21 carbonos), que 

consisten en la pregnenolona, la PROG y sus derivados, como la 

allopregnanolona, la epiallopregnanolona, la pregnanolona, la DOC o la 

tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC); (2) de tipo androstano (19 carbonos), 

incluyendo la dehidroepiandrosterona (DHEA), la dihidrotestosterona, la 

testosterona, la androsterona, el andostranediol o la etriocolanolona; y por 
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último, (3) de tipo sulfatado, los cuales han sido sometidos a un proceso de 

sulfatación, como el DHEAS o el sulfato de pregnenolona (PREGS)  (Le Mellédo 

y Baker, 2002; Carta et al., 2012; Tuem y Atey, 2017). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Biosíntesis de la allopregnanolona. Se muestra como el colesterol se convierte en 
pregnenolona y la consiguiente transformación hasta allopregnanolona. Abreviaturas: proteína 
reguladora aguda de la esteroidogénesis, StAR; proteína translocadora, TSPO; enzima P450 de 
escisión de la cadena lateral del colesterol, P450scc; 3β/3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 3β-
HSD/3α-HSD; 5α-dihidroprogesterona, 5α-DHP. Para una mayor explicación ver el texto que la 
acompaña. 

 

Desde que Baulieu y sus colaboradores (1981) pusieron de manifiesto que el 

cerebro actuaba como un órgano esteroidogénico, se ha realizado un gran 
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número de investigaciones con el fin de localizar las enzimas esteroidogénicas 

en el sistema nervioso. Estas enzimas se expresan en células gliales, tanto en 

células de Schwann como en oligodendrocitos y astrocitos (Baulieu, 1998; Do 

Rego et al., 2009), y también en neuronas (Agís-Balboa et al., 2006; Chisari et 

al., 2010; Pelletier, 2010). Se encuentran ampliamente distribuidas por todo el 

cerebro, con algunas variaciones según la especie animal (Pelletier, 2010). La 

enzima 5α-reductasa se encuentra de manera muy abundante en el cerebro de 

rata, ratón y humano (Melcangi et al., 1998; Torres y Ortega, 2003a; 

Steckelbroeck et al., 2001; Pelletier, 2010), y ha sido localizada en células 

GABAérgicas de la formación reticular del tálamo, en el cuerpo estriado y en 

células de Purkinje cerebelares, además de en células glutamatérgicas del giro 

dentado del hipocampo, en el tálamo, amígdala, y en neuronas piramidales de la 

corteza cerebral (Agís-Balboa et al., 2006). Se ha descrito que las neuronas 

glutamatérgicas son una de las principales fuentes para la síntesis de los 

neuroesteroides (Chisari et al., 2010).   

 

1.2. Mecanismos de acción de los NAS 

 

Como ya se ha explicado anteriormente, los esteroides pueden actuar a nivel 

genómico causando un efecto lento que puede mantenerse a largo plazo a través 

de la unión a receptores intracelulares, ya que estas substancias son capaces 

de traspasar la membrana celular debido a que son muy liposolubles (Viero y 

Dayanithi, 2008). Al actuar sobre receptores nucleares, como el receptor de la 

progesterona o el receptor xenobiótico de pregnano, los esteroides pueden 

participar en los cambios en la transcripción génica, mediando en la biosíntesis 
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proteica, así como en la propia esteroidogénesis (Yamamoto, 1985; Magnaghi et 

al., 2001; Frye et al., 2011a). 

 Los esteroides también pueden actuar sobre los receptores de membrana y 

canales iónicos (Rupprecht et al., 1993; Rupprecht y Holsboer, 1999; Le Mellédo 

y Baker, 2002; Rupprecht, 2003) (ver Tabla 1). Su principal acción como NAS es 

la de modular alostéricamente los receptores ionotrópicos (Majewska et al., 

1986; Rupprecht y Holsboer, 1999; Reddy, 2003). Por ejemplo, los NAS 3α-

reducidos derivados de la PROG actúan como potentes moduladores alostéricos 

positivos de los receptores GABAA, aumentando la frecuencia y duración de 

apertura del canal de cloruro (Cl-) que genera la hiperpolarización de la neurona 

(Lambert et al., 1995; Belelli y Lambert, 2005). A nivel conductual, esta acción 

provoca un efecto ansiolítico, anticonvulsivo y sedativo similar al de las 

benzodiacepinas (Belelli et al., 1989; Frye, 1995; Smith, 2002).  En cambio, el 

DHEAS y el PREGS se comportan como moduladores alostéricos negativos del 

receptor GABAA, reduciendo la frecuencia de apertura del canal de Cl- e 

inhibiendo así su afluencia (Gee, 1988; Mienville y Vicini, 1989). Debido a esto, 

el DHEAS y el PREGS presentan un perfil proconvulsionante (Reddy y Kulkarni, 

1998; Williamson et al., 2004), y ansiogénico (Melchior y Ritzmann, 1994). Tanto 

el DHEAS como el PREGS actúan como facilitadores de la memoria y 

potenciadores cognitivos (Vallée et al., 1997; Pallarés et al., 1998; Mayo et al., 

2003) ya que también son moduladores positivos del receptor N-metil-D-

aspartato del glutamato (NMDA) (Kussius et al., 2009; Smith et al., 2014).  
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Tabla 1. Resumen de los efectos moduladores de los NAS en los diferentes receptores de 
membrana. Abreviaturas: 5-HT3, receptor de la 5-hidroxitriptamina tipo 3; GABAA, receptor del 
ácido gamma-aminobutírico tipo A; NMDA, receptor N-metil-D-aspartato del glutamato; AMPA, 
receptor ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico del glutamato; 3α-DHP, 3α-
dihidroprogesterona; DOC, dihidrodeoxicorticosterona; THDOC, tetrahidrodeoxicorticosterona; 
DEAH, dihidroepiandrosterona; DEAHS, sulfato de dihidroepiandrosterona. 

 

 
Esteroide 

 

 
Receptor 

 
Tipo  

de Modulación 
  

 
Fuente 

 
 

Progesterona 

 
Glicina 
5-HT3 

Nicotínico 
Sigma-1 

 
 

 
Negativa 
Negativa 
Negativa 
Negativa 

 
Wu et al, 1990 

Wetzel et al 1998 
Valera et al., 1992 

Zou et al, 2000 

 
DOC 

 
GABAA 

 
 

 
Positiva 

 
Majewska et al 1986 

 
THDOC 

 
GABAA 

 
 

 
Positiva 

 
Kokate et al 1994 

 
Pregnanolona 

 
GABAA 
Glicina 

 
 

 
Positiva 
Positiva 

 
Landgren, 1991 
Weir et al, 2004 

 
 

Allopregnanolona 

 
GABAA 
5-HT3 

Nicotinico 
 
 

 
Positiva 
Negativa 
Negativa 

 
Majewska et al 1986 

Wetzel et al 1998 
Bullock et al, 1997 

 
 
Sulfato de pregnenolona 

 
GABAA 
NMDA 
AMPA 

Kainato 
Glicina 

  

 
Negativa 
Positiva 
Negativa 
Negativa 
Negativa  

 
Majewska et al, 1988 
Weaver et al., 1998 
Yaghoubi et al, 1998 
Yaghoubi et al, 1998 

Fodor et al., 2006 

 
 

DHEA 

 
GABAA 
NMDA 

Sigma-1 
 
 

 
Negativa 
Positiva 
Positiva 

 
Imamura y Prasad, 1998 

Bergeron et al, 1996 
Maurice et al, 1997 

 
 

DHEAS 

 
GABAA 
Glicina 

Sigma-1 
 
 

 
Negativa 
Negativa 
Positiva 

 
Imamura y Prasad, 1998 

Fodor et al., 2006 
Yoon et al., 2009 

 
 

Testosterona 

 
 

5-HT3 
Sigma-1 

 
 

 
 

Negativa 
Negativa 

 
 

Wetzel, 1998 
Waterhouse et al., 2007 

 
17α-Estradiol 

 
5-HT3 

 
 

 
Negativa 

 
Wetzel, 1998 

 
17β-Estradiol 

 
NMDA 
5-HT3 

 
Negativa 
Negativa 

 
Weaver et al, 1997 
Wetzel et al 1998 
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2. Los NAS durante el neurodesarrollo 

 

Los NAS han sido vinculados tanto en procesos de neurodesarrollo (Grobin 

y Morrow, 2001; Mellon, 2007) como en procesos de homeostasis (Frye et al., 

2011b; Brunton et al., 2014; Purdy et al., 1991). Ya que sus niveles oscilan a lo 

largo de la vida, estas fluctuaciones han sido relacionada con diversas 

condiciones fisiológicas, como el ciclo menstrual (Rapkin et al., 1997; 

Monteleone et al., 2000), el estrés (Serra et al., 2000), el embarazo (Concas et 

al., 1998) o el propio envejecimiento (Bernardi et al., 1998). 

El cerebro en etapa fetal ya actúa como un órgano esteroidogénico 

(Pomata et al., 2000) y presenta niveles de NAS similares a los del cerebro adulto 

(Kellogg et al., 2006). Los niveles de allopregnanolona fluctúan durante el 

neurodesarrollo, siendo más elevados en tejido nervioso fetal durante la 

gestación tardía (Kellogg y Frye, 1999; Grobin y Morrow; 2001). Según Hirst y 

sus colaboradores (2016), los altos niveles fetales de allopregnanolona durante 

la gestación tardía jugarían un rol primordial en la regulación de la actividad del 

SNC fetal. Además, los eventos estresantes durante el embarazo estimulan la 

liberación de allopregnanolona, así que este NAS podría estar ejerciendo un 

papel neuroprotector durante la gestación (Brunton et al., 2014; Hirst et al., 

2014).  

Grobin y Morrow (2001) también analizaron los niveles de 

allopregnanolona de la corteza cerebral en ratas desde el día del nacimiento 

(PN0) hasta el día de destete (PN21). De manera relevante, observaron un pico 

en los niveles de allopregnanolona entre PN10-PN14 (ver figura 2). La etapa 
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postnatal temprana (PN2-PN14)1 es conocida como el período de 

hiporeactividad al estrés (SHRP; por Stress Hypo-Responsive Period) y 

representa una fase de alta plasticidad dentro del SNC con migración neuronal, 

sinaptogénesis y apoptosis (Gunn et al., 2015). Durante este periodo, los 

animales presentan bajos niveles de corticoesterona (CORT) y de la hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) en respuesta al estrés (Sapolsky y Meaney, 1986; 

Rosenfeld et al., 1992), lo cual refleja la actividad del eje hipotalámico-pituitario-

adrenal que aún está en desarrollo (Ellenbroek y Cools, 2002). La hipoactividad 

de este eje en respuesta al estrés es clave durante la vida temprana ya que 

protege al sistema nervioso en desarrollo de eventos estresantes (Brunton et al., 

2014). Si un estresor es capaz de elevar los niveles de CORT y ACTH durante 

el SHRP, puede causar múltiples alteraciones en el neurodesarrollo (Bock et al., 

2014; Chen y Baram, 2016) como por ejemplo, una reducción en la densidad de 

interneuronas GABAérgicas en la corteza prefrontal medial y el hipocampo (Fride 

et al., 1986; Barros et al., 2006), lo que ha sido vinculado a varios trastornos 

neuropsiquiátricos, como la esquizofrenia, el autismo o la ansiedad (Fine et al., 

2014). 

 

Figura 2. Los niveles de allopregnanolona muestran una elevación durante el período 
postnatal temprano de rata (Extraído de Grobin y Morrow, 2001). 

 1 En términos de maduración cerebral, se ha sugerido que los días postnatales del 2 al 7 (PN2-7) en 

rata corresponderían al tercer trimestre de gestación en humano, y PN12-13 en rata equivaldrían al día 
de nacimiento en humano (Romijn et al., 1991; Clancy et al., 2007). 
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El receptor GABAA desempeña un papel importante durante el desarrollo. 

A diferencia del cerebro adulto, durante el neurodesarrollo temprano, el ácido 

gamma-aminobutírico (GABA) presenta un perfil despolarizante haciendo que la 

activación del GABAA desencadene la salida de Cl- (Ben-Ari et al., 2007; Ben-Ari 

et al., 2012). La despolarización inducida por el GABA provoca la eliminación del 

bloqueo dependiente de voltaje ejercido por el magnesio en los receptores-canal 

NMDA, lo que generará una gran entrada de calcio y activará diversos 

mecanismos neurotróficos que mediarán en procesos de proliferación, migración 

y diferenciación neuronales (ver Owens y Kriegstein, 2002).  El perfil 

despolarizante del GABA viene promovido por la mayor concentración de Cl- 

intracelular que contienen las neuronas inmaduras, ya que el cotransportador de 

sodio-potasio-cloruro de tipo 1 (NKCC1), que transporta el Cl- dentro de la célula, 

se encuentra mucho más expresado que el cotransportador de potasio-cloruro 

KCC2 (el cual extrae el Cl- hacia fuera de la célula) causando así la acumulación 

intracelular de este anión (ver figura 3). Por el contrario, en cerebro adulto se 

observa un aumento de la expresión del KCC2 en detrimento del NKCC1, 

proporcionando el perfil hiperpolarizante del sistema GABAérgico (Ben-Ari et al., 

2007; Ben-Ari et al., 2012). 

Figura 3. El cambio de polaridad GABAérgica está determinado, en parte, por la expresión 
diferencial durante el desarrollo de dos de los cotransportadores principales de cloruro: NKCC1 
y KCC2. (Extraído de Ben-Ari et al., 2012). 
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El cambio en la respuesta del receptor GABAA depende de la edad del sujeto 

y del sexo, además de la zona del cerebro (Ben-Ari et al., 2007). Se ha observado 

en modelos animales, que este cambio en la polaridad GABAérgica se daría a 

partir de la segunda semana postnatal (PN8-PN10) en diversas estructuras como 

el estriado, la médula espinal (Dehorter et al., 2011; Dehorter et al., 2012) o el 

hipocampo (Sipilä et al., 2006), pudiendo coincidir temporalmente con el 

aumento de los niveles de allopregnanolona durante PN10.  

Otro neurotransmisor que ha ido ganando atención es la serotonina. Este 

neurotransmisor es uno de los primeros que aparece durante el desarrollo de 

roedor (Lauder, 1990; Pfaar et al., 2002), y ejerce una función clave como 

regulador tanto a nivel pre como postnatal temprano en el SNC (Engel et al., 

2013): 

• Ayuda a establecer la organización del SNC en la formación de 

circuitos (Vitalis et al., 2007; Daubert y Condron, 2010).  

• Está involucrada tanto en la división, como en la diferenciación y la 

migración neuronales (Dooley et al., 1997; Lavdas et al., 1997; 

Azmitia, 2001; Vitalis et al., 2007).  

• Regula la formación de dendritas (Vitalis et al., 2007) y la 

sinaptogénesis de las neuronas corticales (Chubakov et al., 1986; 

Matsukawa et al., 2003).  

Ha sido puesto de manifiesto que varios receptores para la serotonina se 

expresan en el cerebro en desarrollo, incluido un canal iónico controlado por 

ligando, el receptor de la serotonina tipo 3 (5-HT3) (Engel et al., 2013). De 

manera especial, se ha observado que los receptores 5-HT3 se expresan en las 
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interneuronas GABAérgicas inmaduras embrionarias localizadas en la parte 

caudal del estriado (Lee et al., 2010; Vucurovic et al., 2010), así como en los 

neuroblastos postnatales tempranos que migran a través de la zona 

subventricular neocortical (Inta et al., 2008; Tanaka y Nakajima, 2012). Por lo 

tanto, como los receptores 5-HT3 se expresan en células que son cruciales para 

controlar funciones fisiológicas (interneuronas GABAérgicas) tanto en el 

neocortex como en el sistema límbico (Engel et al., 2013), estos receptores 

podrían estar involucrados en la regulación de la excitabilidad neuronal y en la 

migración, maduración y formación de redes inhibitorias desde etapas 

embrionarias tempranas. 

Durante la adolescencia, las fluctuaciones de NAS como la PROG, los 

androstanos y el estradiol han sido asociadas a la maduración del sistema 

nervioso (Smith et al., 2009). Diversos estudios sugieren que los niveles de 

allopregnanolona aumentan durante el periodo prepuberal en rata y ratón, y 

disminuyen al inicio de la pubertad (Smith et al., 2007), exhibiendo, a partir de 

entonces, fluctuaciones que siguen un ritmo circadiano (Corpéchot et al., 1997). 

En roedores hembra, se observa un pico en los niveles de PROG y estradiol 

inmediatamente antes del inicio de la pubertad (Safranski et al., 1993; Apter y 

Hermanson, 2002; Kahn et al., 2008), seguidamente estos niveles disminuyen 

(Kahn et al., 2008; Shen et al., 2007) hasta que empieza la ciclicidad ovárica, 

con la consiguiente ciclicidad de los niveles de NAS (revisado en Smith, 2013). 

Estudios realizados en humanos han puesto de manifiesto que los niveles 

circulantes de allopregnanolona también son relativamente bajos en las primeras 

fases de la adolescencia en mujeres (Fadalti et al., 1999; Smith et al., 2007). Se 

ha observado que estos niveles aumentan progresivamente durante el desarrollo 
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puberal junto con otros NAS, como la DHEA, el DHEAS y la PROG, tanto en 

mujeres como en hombres (Hopper y Yen, 1975; Fadalti et al., 1999; Iughetti et 

al., 2002; Iughetti et al., 2005).  

El inicio de la pubertad se ha asociado con la regulación al alza de las 

subunidades α4βδ del receptor GABAA a lo largo de las dendritas apicales de 

las células piramidales del hipocampo (Smith et al., 2009). Se ha observado en 

roedores hembra que la allopregnanolona inhibe el receptor GABAA que 

contiene estas subunidades (Hsu y Smith, 2003). Dado que este receptor ya 

presenta un flujo de Cl- hacia dentro de la célula, como ocurre en el hipocampo 

maduro, la modulación ejercida por la allopregnanolona provoca una disminución 

de la corriente inhibidora tónica GABAérgica en la pubertad, lo que conduce a 

una mayor excitabilidad neuronal y aumenta la ansiedad a nivel conductual 

(Smith et al., 2009). Estos hallazgos sugieren que la allopregnanolona podría 

ejercer un importante papel en los cambios de humor (Buchanan et al., 1992; 

Hayward y Sanborn, 2002) y la susceptibilidad al estrés (Susman et al., 1988; 

Modesti et al., 2006) que se asocian a la etapa adolescente. 

 

2.1. Alteraciones de los niveles de NAS durante el 

neurodesarrollo: Efectos conductuales 

 

Como se ha comentado en el apartado anterior, los NAS pueden jugar un 

papel importante en la regulación del neurodesarrollo temprano. Así, cuando se 

alteran los niveles endógenos de NAS, por ejemplo, a través de la administración 

neonatal de allopregnanolona se observa una modificación del número y 
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localización de interneuronas GABAérgicas en el córtex prefrontal adulto (Grobin 

et al., 2003), además de una disminución del número total de neuronas en el 

núcleo dorsomedial del tálamo (Gizerian et al., 2004) y una disminución de los 

niveles basales de dopamina estriatal (Muneoka et al., 2009). La administración 

neonatal de PROG, precursor de la allopregnanolona, también induce la 

disminución de los niveles basales de dopamina, junto con una disminución de 

los niveles de serotonina en el estriado (Muneoka et al., 2010). Además, ha sido 

documentado que el tratamiento neonatal con estradiol, el cual induce una 

disminución persistente en las concentraciones cerebrales y plasmáticas de 

PROG y allopregnanolona (McCarthy, 2008; Berretti et al., 2014; Calza et al., 

2010), aumenta la producción de dopamina extracelular en el cortex prefrontal 

medial, efecto que puede ser revertido mediante el posterior tratamiento con 

PROG (Porcu et al., 2017). Por otro lado, la administración neonatal de un 

inhibidor de la enzima 5α-reductasa, finasteride (Mukai et al., 2008), el cual se 

ha observado que tiende a aumentar los niveles de allopregnanolona en el 

hipocampo neonatal (Mòdol et al., 2013; Darbra et al., 2014), provoca un 

aumento en la expresión de las subunidades α4δ del receptor GABAA en esta 

misma estructura (Modol et al., 2014). Este conjunto de datos pone de manifiesto 

la importancia de los niveles basales de NAS durante el neurodesarrollo 

temprano ya que su manipulación altera la maduración de diversas estructuras 

cerebrales.  

A nivel conductual se ha observado que la manipulación de los niveles 

neonatales de NAS puede modificar el comportamiento. Se ha puesto de 

manifiesto que la administración de allopregnanolona durante la etapa postnatal 

temprana en ratas provoca la disminución de respuestas relacionadas con la 
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ansiedad en el laberinto en cruz elevado (EPM; por Elevated Plus Maze), ya que 

los animales adultos pasan más tiempo y hacen más entradas en los brazos 

abiertos del aparato sin mostrar diferencias en la actividad locomotriz 

(Zimmerberg y Kajunski, 2004; Darbra y Pallarès, 2012). También ha sido puesto 

de manifiesto que la administración neonatal de allopregnanolona provoca una 

disminución de los efectos ansiolíticos del lorazepam en el EPM, sugiriendo que 

un aumento de los niveles neonatales de este NAS podría disminuir la 

sensibilidad a los efectos de esta benzodiacepina (Darbra y Pallarès, 2009). Por 

otro lado, se ha observado que la administración neonatal de finasteride provoca 

una disminución del tiempo y número de entradas en los brazos abiertos del EPM 

en animales que han sido sometidos a cirugía estereotáxica (Martín-García et. 

al. 2008).  

Por lo que hace referencia a la conducta inducida por la novedad, en 

nuestro laboratorio hemos observado que el tratamiento neonatal con finasteride 

puede provocar una disminución de la exploración en el test de Boissier durante 

la adolescencia (Darbra y Pallarès, 2010). En cambio, una única administración 

de allopregnanolona en etapa postnatal temprana puede provocar un aumento 

de la conducta exploratoria inducida por un ambiente nuevo en un campo abierto 

(OF; por Open Field) en edad adulta (Darbra y Pallarès 2009). Al respecto de la 

actividad locomotriz, otros estudios han mostrado que la administración neonatal 

de allopregnanolona provoca un aumento de la actividad inducida por la 

anfetamina (Gizerian et al., 2006), sugiriendo que esta manipulación durante el 

periodo postnatal temprano aumentaría la sensibilidad a los efectos estimulantes 

de la anfetamina.  
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Nuestro grupo también ha realizado estudios sobre la inhibición prepulso 

(PPI; por Prepulse Inhibition). Ésta es una prueba preatencional en la que se 

presenta un estímulo débil (prepulso), que precede a un estímulo más fuerte 

(pulso) el cual provoca una reacción de sobresalto. En condiciones normales el 

prepulso produce una atenuación del reflejo de la respuesta de sobresalto 

provocada por el pulso. Se ha observado una disminución de la PPI en edad 

adulta provocada por la administración neonatal de allopregnanolona tanto si es 

inyectada de forma aguda (Gizerian et. al., 2006), como durante varios días 

consecutivos (Darbra y Pallarès, 2010; Llidó et al., 2013). La alteración de la PPI 

ha sido vinculada con una afectación en el sistema dopaminérgico y GABAérgico 

mesocortical y del córtex prefrontal (Swerdlow et al., 2001; Gizerian et al., 2006) 

además del hipocampo dorsal y ventral (Zhang et al., 2002). Así, los resultados 

conductuales obtenidos en la prueba de PPI van en consonancia con algunas de 

las alteraciones estructurales observadas tras la manipulación de los niveles de 

NAS neonatales (Grobin et al., 2003). 

Otros estudios se han centrado en observar los efectos conductuales en 

situaciones adversas como el estrés, tras la manipulación de los niveles de NAS 

neonatales. El estrés agudo aumenta las concentraciones cerebrales y 

plasmáticas de allopregnanolona en roedores (Purdy et al., 1991; Barbaccia et 

al., 1996; Barbaccia et al., 1997; Cozzoli et al., 2014), así como los niveles 

circulantes en humanos (Droogleever Fortuyn et al., 2004). De manera especial, 

en nuestro laboratorio hemos observado que las ratas sometidas a natación 

forzada presentan un aumento de los niveles de allopregnanolona en plasma, 

los cuales no se observan si se administra previamente finsateride (Pallarès et 

al., 2015). Una manera de mimetizar el aumento de los niveles de 
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allopregnanolona que se observa tras un estrés agudo es a través de la 

administración de su precursor, la PROG (Moran y Smith, 1998; Pisu et al., 

2016). Nuestro grupo ha documentado que la administración de PROG durante 

la adultez provoca un aumento de un perfil ansiogénico en el EPM en aquellos 

animales tratados neonatalmente con finasteride (Modol et al., 2014). Por lo 

tanto, la alteración de los niveles neonatales de NAS mediante la inhibición de la 

enzima 5α-reductasa podría estar modificando la sensibilidad a los efectos 

ansiolíticos provocados por la administración de este precursor de la ALLO. Por 

otro lado, los animales sometidos a estrés por separación materna exhiben una 

menor exploración en la prueba de Boissier durante la adolescencia, efectos que 

son neutralizados por la administración neonatal de allopregnanolona previa a la 

separación (Llidó et al., 2013).  

 En resumen, son varias las evidencias que ponen de manifiesto que la 

manipulación de los niveles neonatales de NAS modifica la maduración del 

sistema nervioso a nivel estructural y funcional reflejándose a nivel conductual. 

Además, ponen de relieve la importancia de los niveles basales de NAS durante 

el neurodesarrollo, junto con su interacción con el sistema GABAérgico. El 

conjunto de datos muestra que las alteraciones en los niveles de NAS durante el 

periodo postnatal temprano podrían modificar la funcionalidad de algunos 

sistemas de neurotransmisores, en los que también se incluye el sistema 

serotoninérgico. 
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3. Diferencias individuales y vulnerabilidad al consumo de drogas 

 

Uno de los rasgos de comportamiento antes descritos (exploración en 

situación de novedad) ha sido relacionado con un patrón de búsqueda de 

sensaciones/novedad, que al mismo tiempo se ha vinculado con la vulnerabilidad 

al uso y/o abuso de varias drogas (Belin y Deroche-Gamonet, 2012; Deroche-

Gamonet y Piazza, 2014; Manzo et al., 2014). Estos rasgos fueron descritos 

entre los años 60 y 80, cuando surgieron varias teorías de tradición biologicista 

que recogieron los diversos fenotipos de personalidad y los clasificaron en 

diferentes dimensiones. La búsqueda de sensaciones fue definida como una 

tendencia a buscar experiencias emocionales intensas (Zuckerman, 1974) y la 

búsqueda de novedad como una predisposición hacia la exploración y la 

emoción en respuesta a la novedad (Cloninger et al., 1993). Estos autores 

sugirieron una posible relación de la búsqueda de sensaciones y novedad con la 

activación del sistema dopaminérgico, además de vincularlas con el consumo de 

drogas. Piazza (1989) fue uno de los primeros en considerar estas diferencias 

interindividuales y la forma en que los animales responden a las drogas, 

incorporando el concepto de la vulnerabilidad al consumo o abuso de sustancias 

en estudios preclínicos.  

Se ha observado que la búsqueda de sensaciones es un constructo 

multifacético donde también se engloba la búsqueda de novedad (Arnett, 1994; 

Belin y Deroche-Gamonet, 2012; Belin et al., 2016), aunque se ha propuesto que 

estos dos rasgos son disociables (Cain et al., 2005, Belin et al., 2011; Flagel et 

al., 2014). En ese sentido, Lee y sus colaboradores (2011) realizaron un estudio 

en el que no encontraron diferencias en la conducta de búsqueda de novedad 
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en ratas seleccionadas para la búsqueda de sensaciones cuando se les daba la 

opción de explorar un ambiento nuevo frente uno familiar. El rasgo de búsqueda 

de sensaciones se infiere a través de la reactividad motora de animales en un 

entorno nuevo (Dellu et al., 1996; Piazza et al., 1989). En cambio, la búsqueda 

de novedad es estudiada a través de la preferencia por entornos novedosos vs. 

familiares usando la prueba del condicionamiento de preferencia por un lugar 

(CPP; por Conditioned Place Preferece) que consta de dos compartimentos que 

difieren en intensidad de luz, apertura, color y textura (Belin et al., 2016) o la 

preferencia por un objeto nuevo frente a uno familiar (NOP; por Novel Object 

Preference) (Ennaceur et al., 2010; Parkitna et al., 2013; Montagud-Romero et 

al., 2014; dela Peña et al., 2015). Se ha propuesto que estos dos rasgos difieren 

en su capacidad para predecir la vulnerabilidad al consumo o al abuso de drogas 

(Belin et al., 2008; Deroche-Gamonet y Piazza, 2010; Belin y Deroche-Gamonet, 

2012; Belin et al., 2016). Si bien la búsqueda de sensaciones puede estar 

presente en individuos dependientes, se ha observado que éstos mantienen 

cierto control sobre su consumo a diferencia de aquellas personas que expresan 

conductas más impulsivas (Ersche et al., 2013; Belin et al., 2016). Así, este rasgo 

ha sido relacionada con la adquisición del consumo de sustancias (Piazza et al., 

1989; Klebaur et al., 2001; Belin et al., 2008). Por otro lado, el rasgo de búsqueda 

de novedad ha sido vinculado tanto con el consumo (Belin et al., 2016), como 

con el abuso junto con la severidad de la conducta adictiva (Belin et al., 2011; 

Flagel et al., 2014; Foulds et al., 2017).  

Se ha sugerido que el vínculo entre la búsqueda de sensaciones y el 

consumo de drogas es debido a una mayor liberación de dopamina en el núcleo 

accumbens. Hooks y sus colaboradores (1991) observaron que aquellas ratas 
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que expresaban más actividad locomotoriz en respuesta a la novedad (patrón 

conductual vinculado a la búsqueda de sensaciones) presentaban niveles 

basales de dopamina más altos, además de una liberación mesolímbica más 

elevada de este neurotransmisor inducida por la administración de cocaína. Han 

sido hallados resultados similares en ratas Roman (ratas criadas selectivamente 

que expresan altos (RHA; por Roman High Avoidance) vs. bajos (RLA; por 

Roman Low Avoidance) niveles de evitación en pruebas de aprendizaje como la 

evitación activa en dos sentidos). Tournier y colaboradores (2013) observaron 

que las ratas RHA expresaban altos niveles de locomoción en el OF y tenían 

niveles basales de dopamina más elevados, además de presentar mayores 

niveles de liberación de dopamina inducida por anfetamina en el estriado 

comparado con las RLA (Tournier et al., 2013). En estudios con ratas 

seleccionadas según su nivel de locomoción en respuesta a un ambiente nuevo 

(búsqueda de sensaciones), se observa que aquellos animales con altos niveles 

de locomoción (HRs; por High-Responders) presentan una actividad 

dopaminérgica más alta en neuronas del área tegmental ventral (ATV) 

comparado con las ratas que responden con niveles locomotrices menores (LRs; 

por Low-Responders) (Marinelli y White, 2000), así como una mayor liberación 

espontanea de dopamina en el núcleo accumbens (Flagel et al., 2010). Piazza y 

colaboradores (1991) también observaron niveles más altos de dopamina y uno 

de sus principales metabolitos, el ácido 3,4-dihidroxifenilacetico (DOPAC), en el 

núcleo accumbens y el estriado en las ratas HRs respecto las LRs. Los cambios 

en el nivel de estimulación del sistema dopaminérgico pueden modular tanto la 

afinidad como la densidad de los distintos subtipos de receptores 

dopaminérgicos, lo que resulta en una regulación al alza o a la baja de los 
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mismos (Creese et al., 1981). En ese sentido, se ha observado que las ratas 

HRs, las cuales presentan elevados niveles basales de dopamina, expresan 

niveles más bajos del receptor tipo 2 de la dopamina (D2), y del ARNm que lo 

codifica en el núcleo accumbens (Hooks et al., 1994; Kabbaj, 2004; Blanchard et 

al., 2009; Flagel et al., 2010; Tournier et al., 2013) y en el estriado ventral (Dalley 

et al., 2007). Además, al administrar un agonista dopaminérgico selectivo para 

D2, las ratas HRs necesitan una dosis más elevada para que se obtenga un 

efecto inhibitorio (Marinelli y White, 2000). En humanos, se ha comprobado que 

adictos a sustancias como el alcohol, presentan una deficiencia del receptor D2 

comparado con personas no dependientes (Volkow et al., 1996). También se ha 

observado que aquellos sujetos con bajos niveles de receptores D2 describen 

como placentera la administración de un derivado amfetamínico, el hidrocloruro 

de metilfenidato, mientras que los individuos con altos niveles del receptor lo 

consideran desagradable (Volkow et al., 1999). Por otro lado, el receptor tipo 4 

de la dopamina (D4) ha sido vinculado con la búsqueda de novedad. El receptor 

D4 se puede localizar en corteza frontal, en estriado, en hipotálamo y en el 

hipocampo (Aguirre-Samudio y Nicolini, 2005). Duluwa y colaboradores (1999) 

compararon ratones knock-out para el gen DRD4 que codifica este receptor (D4-

KO) con ratones de tipo salvaje (wild-type). Comprobaron que los ratones D4-

KO presentaban una menor preferencia por explorar un objeto nuevo frente uno 

familiar que los ratones wild-type. Otro estudio en que se administró un agonista 

del receptor D4 en ratones corroboró estos resultados, ya que la administración 

de un agonista del receptor D4 provocó un aumento de la exploración de un 

objeto nuevo, mientras que este tratamiento no provocó ningún efecto en la 

actividad motora en un ambiente nuevo (Powell et al., 2003). 
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En comparación con el sistema dopaminérgico, un menor número de 

estudios han abordado el papel de otros sistemas de neurotransmisores, como 

por ejemplo el sistema serotoninérgico, en el procesamiento de búsqueda de 

sensaciones o novedad. La serotonina modula la liberación de dopamina a través 

de una interacción compleja de señalización excitadora y/o inhibidora mediada 

por los diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos (Alex y Pehek, 2007; 

Deehan et al., 2016).  Ejerce su acción de forma excitatoria a través de los 

receptores 5-HT3 (Campbell et al., 1996; Liu et al., 2006) y de los receptores de 

la serotonina de tipo 2A (5-HT2A; Ding et al., 2009) en el ATV, y de tipo 1A (5-

HT1A) en la vía nigroestriada (Kelland et al., 1990), y de forma inhibitoria a través 

de los receptores serotoninérgicos tipo 2C (5-HT2C; Di Matteo et al., 1999; Di 

Matteo et al., 2002) y 1B (5-HT1B; Yan et al., 2004) en el ATV. Según Blanchard 

y colaboradores (2009), niveles bajos de serotonina podrían contribuir a la 

tendencia de búsqueda de sensaciones, ya que se asocia con una falta de 

control de los impulsos (Evenden, 1999). En ese sentido, se ha observado que 

las ratas HRs tienen niveles basales más bajos de serotonina y de su principal 

metabolito, el ácido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), en la corteza prefrontal, 

núcleo accumbens y cuerpo estriado dorsal (Piazza et al., 1991). También se ha 

visto que sujetos que obtienen altas puntuaciones en un test de búsqueda de 

sensaciones presentan una hipoactivación serotoninérgica (Netter et al., 1996). 

Por otro lado, hay pocos estudios dedicados al sistema serotoninérgico y la 

búsqueda de novedad, los cuales se centran en la búsqueda de un genotipo que 

predisponga a la búsqueda de novedad (Rangel-Gomez y Meeter, 2016), y en 

los que se encuentran resultados contradictorios difíciles de reconciliar (Heitland 

et al., 2013; Fischer et al., 2015). Por otro lado, estudios con roedores han 
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demostrado que la alteración del sistema serotoninérgico promueve la 

autoadministración de drogas (Lyness et al., 1980; Leccese y Lyness, 1984; Loh 

y Roberts, 1990) incluyendo el EtOH (Deehan et al., 2016). Se ha observado en 

ratones que presentan una deficiencia congénita de serotonina exhiben un 

mayor consumo de EtOH y una menor sensibilidad a sus efectos sedantes 

(Sachs et al., 2014). También se ha comprobado que las ratas preferidoras de 

EtOH presentan niveles más bajos de serotonina en diferentes regiones 

cerebrales, entre ellas el cuerpo estriado, comparado con ratas no preferidoras 

de EtOH y de la cepa Wistar (Murphy et al., 1982), resultados que concuerdan 

con los obtenidos en pacientes alcohólicos, los cuales presentan niveles 

reducidos de serotonina y 5-HIAA comparado con sujetos control (Borg et al., 

1985). Las evidencias existentes sugieren que la serotonina juega un papel 

importante en el uso de drogas, además de ejercer una posible influencia en el 

perfil conductual de búsqueda de sensaciones.  

 

4. Las interacciones entre los NAS y el EtOH 

 

El EtOH es una de las drogas más consumida. En 2015, las estimaciones 

globales sugerían que uno de cada cinco adultos había consumido esta droga 

de manera episódica e intensa en el último mes (World Health Organization, 

2016). Europa es la zona con la prevalencia de consumo más alta. 

Concretamente, se ha registrado un mayor consumo de alcohol per cápita anual 

(alrededor de los 11.50 litros) y un mayor porcentaje de ingesta entre los 

consumidores (entre el 40-50%) comparado con el resto de los continentes (para 

una revisión ver Peacock et al., 2018). 
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Tanto el EtOH como los NAS 3α-reducidos comparten un perfil conductual 

similar, es decir, de tipo ansiolítico, sedativo y anticonvulsivo (Barbaccia, 2004). 

Debido a que estas substancias actúan como moduladores alostéricos positivos 

del receptor GABAA (Grobin et al., 1998; Silvers et al., 2003), es esperable una 

interacción entre ellas. Hirani y colaboradores (2005) pusieron de manifiesto que 

el pretratamiento con el inhibidor de la 5α-reductasa, finasteride, atenuaba la 

acción ansiolítica del EtOH, sugiriendo que los efectos ansiolíticos del EtOH 

podrían estar siendo, en parte, mediados por los niveles endógenos de NAS. Se 

ha observado que la alteración de los niveles fisiológicos de NAS puede alterar 

el consumo de EtOH, ya que la administración sistémica de allopregnanolona 

produce un aumento de la ingesta de EtOH en ratas no dependientes que 

previamente presentaban bajos niveles de consumo, mientras que disminuye la 

ingesta en ratas dependientes con altos niveles de consumo previos (Janak et 

al., 1998; Morrow et al., 2001). Esta disminución también ha sido documentada 

en ratas que presentaban altos niveles de consumo tras la administración 

intrahipocampal de allopregnanolona (Martín-García et al., 2007). Por otro lado, 

la administración de dosis bajas (3.2mg/kg i.p.; 50ng i.c.v.) de allopregnanolona 

aumenta la ingesta de EtOH en ratones, mientras que a altas dosis (17 y 24mg/kg 

i.p.; 400ng i.c.v.) la disminuye, tanto en un paradigma de acceso limitado a la 

droga en que la allopregnanolona es administrada sistémicamente (Ford et al., 

2005), como en condiciones de condicionamiento operante en que la 

allopregnanolona es administrada a nivel central (Ford et al., 2007). Estos 

resultados sugieren que el efecto de la administración de allopregnanolona sobre 

el consumo es dosis-dependiente. Además, la alteración en la 

autoadministración de EtOH provocada por la manipulación de los niveles de 
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NAS difiere según el sexo del animal, ya que ha sido descrito que los ratones 

hembra son menos sensibles que los machos a los efectos de la manipulación 

de los niveles de allopregnanolona sobre la ingesta de EtOH (Ford et al., 2005; 

Ford et al., 2008 y Ford et al., 2015). Por otra parte, la administración 

intrahipocampal de allopregnanolona revierte las convulsiones audiógenas 

inducidas por la retirada de EtOH además de disminuir otros signos de 

abstinencia como la rigidez de la cola y el cuerpo (Martin-Garcia y Pallarés, 

2005), mientras que el finasteride aumenta su severidad (Gililland-Kaufman et 

al., 2008).  

El EtOH también puede alterar los niveles endógenos de NAS, ya que se ha 

observado que tanto la administración (i.p.) como la ingesta de EtOH producen 

un aumento de los niveles de allopregnanolona en la corteza y el hipocampo en 

animales adultos (Barbaccia et al., 1999; VanDoren et al., 2000; Morrow et al., 

2001), así como en plasma de humanos adolescentes (Torres y Ortega, 2003b; 

Torres y Ortega, 2004). Además, se ha verificado que el desarrollo de tolerancia 

a los efectos del EtOH produce una reducción de la producción de 

allopregnanolona (Janis et al., 1998; Morrow et al., 2001). 

A parte de su acción sobre el sistema GABAérgico, tanto el EtOH como los 

NAS pueden actuar a nivel serotoninérgico. Concretamente, el EtOH actúa como 

modulador alostérico positivo del receptor 5-HT3 (Lovinger, 1999; Deehan et al., 

2016) y la allopregnanolona a dosis altas puede actuar como modulador 

alostérico negativo de este receptor (Wetzel et al., 1998; Rupprecht, 2003; Giatti 

et al., 2018). El receptor 5-HT3 parece estar relacionado con las propiedades 

reforzantes del EtOH a través de la modulación de la liberación de dopamina en 

el núcleo accumbens (Minabe et al., 1991; Rasmussen et al., 1991; Campbell y 



36 
 

McBride, 1995; Campbell et al., 1996; Deehan et al., 2016). Se ha observado 

que la administración sistémica de antagonistas del receptor 5-HT3 reduce de 

manera efectiva el consumo de EtOH en ratas que tienen libre acceso a la droga 

(Fadda et al., 1991; McKinzie et al., 1998; Heilig y Egli, 2006; Sari et al., 2011), 

aunque parece ser que su efectividad depende de múltiples factores, como la 

dosis, las condiciones de consumo de EtOH, la duración del tratamiento 

farmacológico o el sexo y la cepa de los animales (McKinzie et al., 1998; Knapp 

y Pohorecky, 1992; Pei et al.,1993, Moore et al., 2014). Por ejemplo, diversos 

antagonistas del receptor 5-HT3, incluido el ondansetron, reducen el consumo 

de EtOH en ratas tanto si el tratamiento es agudo como crónico (Beardsley et al., 

1994; Knapp y Pohorecky, 1992; Tomkins et al., 1995), pero parece ser que 

podrían ser más efectivos para reducir el consumo de EtOH en paradigmas de 

libre acceso a la droga, que en uno de acceso limitado o que en paradigmas de 

respuesta operante (McKinzie et al., 1998; Sari et al., 2011). Además, el 

antagonista del receptor 5-HT3 ondansetron ha demostrado ser más eficaz para 

reducir el consumo de EtOH en individuos con alcoholismo de aparición 

temprana, que a menudo se asocia con el consumo excesivo de EtOH (Johnson 

et al., 2000). Aunque se ha comprobado que la eficacia de los antagonistas del 

receptor 5-HT3 es distinta dependiendo de las condiciones de consumo después 

de la estabilización de la ingesta de etanol (McKinzie et al., 1998), no hay 

estudios centrados en sus posibles efectos en los períodos iniciales de ingesta 

de EtOH que pueden ser importantes para el desarrollo del abuso de drogas. 
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5. Papel de los NAS en la vulnerabilidad al consumo de EtOH 

 

El cerebro en desarrollo presenta un repertorio de respuestas de 

neuroplasticidad que normalmente no se observa en edad adulta (Ismail et al., 

2017). Varios mecanismos contribuyen en el equilibrio entre la plasticidad 

neuronal y la homeostasis en el sistema nervioso durante el desarrollo, lo que 

permite estabilidad y flexibilidad a nivel sináptico (Johnston, 2004). Eventos 

adversos o estados patológicos pueden alterar la homeostasis normal del 

desarrollo y inducir un efecto neuroplástico aberrante que contribuye a un 

fenotipo neurofisiológico y conductual anormal (Ismail et al., 2017). Como se ha 

ido describiendo en apartados anteriores, los NAS juegan un papel clave en el 

correcto desarrollo estructural y funcional del cerebro. Los resultados obtenidos 

en nuestro laboratorio ponen de manifiesto la importancia de los niveles de NAS 

durante el neurodesarrollo postnatal temprano, tanto en el comportamiento 

adolescente como en animal adulto, particularmente en respuesta a situaciones 

ambientales nuevas (ver apartado 1.2.).  

En trabajos recientes observamos que la manipulación neonatal de NAS 

mediante la administración de finasteride aumentaba el consumo de una 

solución de EtOH (Llidó et al., 2016a; Llidó et al., 2016b). Estos animales 

presentaban niveles más bajos de dopamina y serotonina en el estriado ventral 

que el resto de los grupos (Llidó et al., 2016a), además de una disminución en la 

liberación de dopamina en el núcleo accumbens después de la presentación de 

EtOH o de alimento (Llidó et al., 2016b). El presente trabajo pretende profundizar 

en los mecanismos por los cuales la alteración neonatal de los niveles de NAS 

provoca un aumento del consumo de EtOH. Los bajos niveles en la liberación de 
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dopamina observados en el núcleo accumbens de estos animales (Llidó et al., 

2016b) sugieren una posible hipoactividad dopaminérgica que podría haber 

inducido una disminución en la sensibilidad al valor reforzante del EtOH 

provocando un aumento de su consumo (Blum et al., 1996; Blum et al., 2000). 

Blum propuso por primera vez que un déficit en la función dopaminérgica 

mesocorticolímbica podía conducir a la búsqueda de drogas, el consumo y la 

recaída (Febo et al., 2017). La alta o baja sensibilidad del sistema de la 

recompensa ante la presentación de una droga y su implicación en el uso o 

abuso de la misma ha sido un tema considerado por varios investigadores y ha 

generado cierta controversia (para una revisión ver Leyton y Vezina, 2014; Febo 

et al., 2017). Aunque se ha observado que la aparición de señales relacionadas 

con la droga puede provocar la liberación de dopamina fomentando la búsqueda 

de drogas (Berridge y Robinson, 2003; Salamone, 2007; Stewart, 2008) hay 

evidencias de que una disminución de la respuesta dopaminérgica frente la 

droga puede ser un rasgo de vulnerabilidad preexistente (Casey et al., 2014). 

Asimismo, se ha observado que aquellos sujetos que presentan un trastorno 

severo de abuso de sustancias exhiben una baja respuesta dopaminérgica 

inducida por anfetamina (Volkow et al., 2012; Trifilieff y Martinez, 2014). Además, 

se ha comprobado que la administración del precursor de la dopamina, L-3,4-

dihidrofenilalanina (L-DOPA), en animales que presentan una señal fásica de 

dopamina reducida en el cuerpo estriado ventromedial inducida por el alto 

consumo de cocaína, restablece la dopamina estriatal y reduce la ingesta 

escalada de cocaína (Willuhn et al., 2014). Este conjunto de datos iría en 

consonancia con la hipótesis hipodopaminérgica propuesta por Blum y 

colaboradores (1996; 2000). Por otra parte, la inhibición dopaminérgica parece 
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inducir una disminución en la sensibilidad a los efectos estimulantes del EtOH 

(Brabant et al., 2014). Propuesto originalmente por Wise y Bozarth (1987), las 

sustancias adictivas con capacidad para producir estimulación psicomotora 

activan un mecanismo común, siendo uno de sus componentes las fibras 

dopaminérgicas que proyectan desde el mesencéfalo hasta regiones tanto 

corticales como límbicas (circuito neural del refuerzo y la búsqueda de la 

recompensa) (Phillips y Shen, 1996; Söderpalm y Ericson, 2013). Por lo tanto, la 

sensibilidad a los efectos estimulantes del EtOH podría desempeñar un papel 

clave en los aspectos motivacionales para buscar la droga, influyendo en la 

vulnerabilidad al inicio y establecimiento del consumo. 

Hasta ahora, en nuestro grupo nos hemos centrado en estudiar el papel de 

los NAS en el neurodesarrollo postnatal temprano, pero hay otras etapas como 

la adolescencia donde los NAS también ejercen un rol importante (ver apartado 

2). La adolescencia es un período de adaptación necesario para la 

especialización de los sistemas cerebrales (Luna et al., 2015; Romeo, 2017), y 

parece ser crucial para el desarrollo del consumo de drogas y/o padecer una 

futura adicción (Laviola et al., 2003). En el presente trabajo se administró PROG 

durante la adolescencia con el fin de mimetizar el aumento de los niveles de 

allopregnanolona inducido por el estrés agudo (Moran y Smith, 1998; Pisu et al., 

2016). Se ha comprobado que el estrés durante la adolescencia temprana, 

además del inicio precoz al consumo de drogas, puede aumentar la probabilidad 

de autoadministración y abuso de sustancias adictivas durante la adultez (Spear, 

2015).  

Existen diferentes factores de vulnerabilidad involucrados en el consumo 

de EtOH, como la sensibilidad a los efectos estimulantes de esta droga o el rasgo 
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conductual de búsqueda de novedad, los cuales juegan un papel importante en 

el valor reforzante del EtOH, mediado en parte por el receptor 5-HT3. Ha sido 

documentado que los animales tratados neonatalmente con finasteride, los 

cuales consumen más EtOH, presentan niveles más bajos de serotonina en el 

estriado ventral comparado con el resto de los grupos (Llidó et al., 2016a). Se ha 

sugerido que las diferencias en la señalización serotoninérgica pueden estar 

participando en la vulnerabilidad al alcoholismo (Heilig et al., 2011; Yaakob et al., 

2011; Barker et al., 2014). Además, aquellos animales que expresan un patrón 

de búsqueda de sensaciones también presentan niveles basales bajos de 

serotonina (Piazza et al., 1991; Netter et al., 1996; Blanchard et al., 2009). Como 

ya se ha dicho, el patrón de búsqueda de sensaciones juega un papel clave en 

la vulnerabilidad al consumo de sustancias (Belin y Deroche-Gamonet, 2012; 

Belin et al., 2016). Hasta ahora, los estudios preclínicos que relacionan los 

niveles de serotonina en ratas con los rasgos de búsqueda de sensaciones y 

novedad se han limitado a estudiar la reactividad locomotriz en espacios nuevos 

(método utilizado para estudiar la búsqueda de sensaciones). Sería necesario 

realizar pruebas de preferencia por la novedad como el CPP o NOP. Por otra 

parte, es sabido que la serotonina modula la liberación de dopamina en las vías 

dopaminérgicas a través de varios receptores (ver Alex y Pehek, 2007). De la 

amplia gama de subtipos de receptores serotoninérgicos que se conocen, el 5-

HT3 es el único receptor ionotrópico (Barnes y Sharp, 1999), sobre el cual actúan 

tanto el EtOH (Lovinger, 1999; Deehan et al., 2016) como los NAS (Wetzel et al., 

1998; Rupprecht, 2003; Giatti et al., 2018). Teniendo en cuenta que este receptor 

puede estar modulando la motivación por la búsqueda de la recompensa 

inducida por el EtOH, la alteración del patrón de consumo de esta droga, 
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provocada por la manipulación neonatal de NAS, podría estar siendo mediada 

también, en parte, por el receptor 5-HT3.  

Esta tesis pretende estudiar cómo los niveles de NAS neonatales y durante 

la adolescencia pueden ejercer un rol en el riesgo a consumir EtOH modulando 

algunos de los diferentes mecanismos de vulnerabilidad antes mencionados. 
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OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
 

OBJETIVO GENERAL: 

 

Evaluar los efectos de la manipulación de los niveles de NAS durante periodos 

críticos del neurodesarrollo, como la etapa neonatal y la adolescencia, en la 

vulnerabilidad al consumo de EtOH. 

 

Experimento 1:  

 

Objetivos: 

 

· Estudiar el efecto de la manipulación de los niveles de NAS mediante la 

administración de allopregnanolona o finasteride durante el periodo neonatal y la 

administración de PROG durante la adolescencia temprana en una conducta 

emocional de tipo ansioso en el EPM en edad adolescente. 

· Estudiar el efecto de la manipulación de los niveles de NAS durante la etapa 

postnatal y la adolescencia tempranas sobre la sensibilidad a los efectos 

estimulantes motrices de dosis bajas de EtOH en edad adulta.  

 

Experimento 2a:  

 

Objetivos: 

 

· Estudiar el efecto de la administración neonatal de allopregnanolona o 

finasteride en la tendencia a la preferencia por la novedad, midiendo la NOP. 
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· Estudiar el efecto de la administración neonatal de allopregnanolona o 

finasteride sobre la sensibilidad a los efectos de un antagonista del receptor 5-

HT3 en el consumo inicial de EtOH. 

 

Experimento 2b: 

 

Objetivos: 

 

· Observar si la administración neonatal de allopregnanolona o finasteride 

afectará la expresión del receptor 5-HT3 en el mesencéfalo de crías de rata. 

· Observar si la administración neonatal de allopregnanolona o finasteride 

afectará la expresión del receptor 5-HT3 en el estriado ventral de animales 

adultos, tras el consumo de EtOH y/o el tratamiento con ondansetron. 

 

HIPÓTESIS GENERAL: 

 

La vulnerabilidad al consumo de EtOH, en la que están implicadas la sensibilidad 

a los efectos estimulantes de esta droga, la preferencia por la novedad, y el 

consumo en estadios iniciales, y, por otro lado, la expresión del receptor 5-HT3 

(receptor implicado en la liberación de dopamina mesolímbica), se verán 

afectadas por la manipulación de los niveles de NAS en el período neonatal y/o 

durante la adolescencia temprana en ratas Wistar macho. 
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EXPERIMENTO 1 
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MÉTODOS  

 

El objetivo del primer experimento es estudiar el efecto de la manipulación 

de los niveles de NAS neonatales y adolescentes sobre la sensibilidad a los 

efectos estimulantes del EtOH en edad adulta. La dosis estimulante de EtOH 

puede variar entre especies y cepas (Masur et al., 1986). Estudios previos 

pusieron de manifiesto que 0.5g/kg de EtOH producía un efecto estimulante ratas 

Long-Evans macho (Blakley y Pohorecky, 2006), pero no en ratas Sprague-

Dawley macho (Chuck et al., 2006). Así que se realizó un estudio preliminar con 

la finalidad de determinar la dosis de EtOH necesaria para provocar efectos 

estimulantes en nuestros animales (ratas Wistar macho). Se evaluaron los 

efectos de la administración de 0.5g/kg y 0.8g/kg de EtOH en el OF durante 20 

minutos. Se utilizaron animales que no habían sido manipulados (NH), excepto 

por las prácticas habituales derivadas de las condiciones de estabulación.  

Para observar el efecto de la manipulación de los niveles de NAS 

neonatales y adolescentes sobre la sensibilidad a los efectos estimulantes del 

EtOH en edad adulta, se administró allopregnanolona (20mg/kg) o finasteride 

(50mg/kg) entre PN5-PN9. Como control se incluyeron un grupo administrado 

con vehículo y otro NH. Además, en la adolescencia temprana (PN30), la mitad 

de los sujetos fueron tratados con PROG (25mg/kg) durante tres días 

consecutivos con el fin de mimetizar el aumento de los niveles de 

allopregnanolona inducido por el estrés agudo (Purdy et al., 1991; Barbaccia et 

al., 1996; Barbaccia et al., 1997; Moran y Smith, 1998; Cozzoli et al., 2014; Pisu 

et al., 2016). Siguiendo con los objetivos marcados, 30 minutos después de la 

última inyección de PROG se realizó la prueba de EPM para medir la conducta 
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emocional de los animales. En edad adulta (PN70), se administró la dosis de 

0.5g/kg de EtOH que había demostrado ser efectiva para provocar un efecto 

estimulante en el estudio preliminar. Diez minutos después de la administración, 

se midió el nivel de locomoción de los animales en un aparato OF durante 20 

minutos.  
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EXPERIMENTO 1. Effects of neonatal and adolescent neuroactive 
steroid manipulation on locomotor activity induced by ethanol in male 

Wistar rats” 

 

PN70 

A. Búsqueda de una dosis estimulante de EtOH  

 

PN0 PN21 

EtOH (i.p.)  

(Vehículo / 0.5g/kg / 0.8g/kg) 

B. Efectos de la manipulación de los niveles de NAS neonatales y adolescents 
en la actividad locomotriz inducida por el alcohol  

PN5-PN9 

Administración (s.c.): 

allopregnanolona (20mg/kg) 

Finasteride (50mg/kg) 

Vehículo 

NH 

 

PN70 

Vehículo /  

EtOH (0.5g/kg)                   
(i.p.) 

Vehículo / 

Alteración de los niveles de 
NAS via PROG (25mg/kg)       

(i.p.) 

PN32: Conducta emocional Actividad locomotriz 

Actividad locomotriz 

Nacimiento Destete 

PN30-32 

Figura 4. Diseño experimental del experimento 1 
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RESULTADOS  

Publicado en forma final editado por: Behav Brain Res. 2017 Jul 14;330:68-74. doi: 10.1016/j.bbr.2017.05.009 

Effects of neonatal and adolescent neuroactive steroid manipulation on 
locomotor activity induced by ethanol in male Wistar rats 

Bartolomé I., Llidó A., Darbra S., Pallarès M. 

 

Abstract 

Neonatal neuroactive steroids levels are crucial for brain development. Alterations of neonatal 

neuroactive steroids levels induce anxiolytic-like effects and improve exploration in novel 

environments in adulthood. These behavioural traits, i.e. sensation/novelty seeking, anxiety or 

impulsivity, are associated with vulnerability to drug use and abuse.  Adolescence is also 

recognized as a particularly critical developmental phase to contribute to vulnerable phenotype. 

However, the influence of neuroactive steroids during development in the vulnerability to drug 

addiction has been poorly studied. The aim of the present experiment is to study the effect of 

early neonatal and adolescent manipulations of neuroactive steroids on the sensitivity to the 

stimulant effects of ethanol in adult male rats. Therefore, allopregnanolone or finasteride, an 

allopregnanolone synthesis inhibitor, were injected from postnatal day 5 to 9. In early 

adolescence, half of the subjects were injected with progesterone, the main allopregnanolone 

precursor, and the elevated plus-maze anxiety test was performed. Results indicated that early 

adolescent progesterone induced anxiolytic-like effects (increase in the percentage of entries and 

time in open arms). Neonatal finasteride administration decreased locomotor activity induced by 

ethanol in adolescent vehicle subjects. Interestingly, differences induced by neonatal treatments 

were not present in the animals that received progesterone in the early adolescence. In 

conclusion, neuroactive steroid manipulations in crucial stages of development could be playing 

an important role in behavioural effects of alcohol such as the sensitivity to locomotor stimulation. 

 

Keywords: Allopregnanolone, Behaviour, Elevated plus-maze, Development, Neuroactive 

steroids 

 

1. Introduction 
 

In the central nervous system neuroactive steroids (NS) can rapidly alter the excitability 

of neurons by binding to membrane-bound receptors such as those for inhibitory or excitatory 

neurotrasmitters [1]. Allopregnanolone (AlloP) is the natural progesterone (PROG) metabolite that 

acts as positive allosteric modulator of the GABAA receptors raising the frequency and duration 
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of chloride channel opening [2,3]. Increasing evidence indicates that the neonatal levels of AlloP 

are crucial for brain development. We have recently reported that changes in AlloP biosynthesis 

in the early neonatal period (from 5 to 9 postnatal days: PN5-PN9) affect GABAA receptor subunit 

expression in the hippocampus, which is accompanied by an altered behavioural response to 

PROG administration, even in adulthood [4]. Moreover, several studies have documented that 

the alteration of physiological levels of NS during early development, including AlloP, causes 

changes in behaviour which remain into adolescence and/or adulthood. For instance, it has been 

observed that the neonatal administration of AlloP increased locomotor activity in a novel 

environment [5], increased activity induced by amphetamine administration [6], reduced the 

anxiolytic-like effects of the benzodiazepine lorazepam [5], and decreased anxiety in the elevated 

plus-maze (EPM) test [7]. Importantly, these behavioural traits, i.e. sensation/novelty seeking, 

anxiety or impulsivity, are associated with vulnerability to use and abuse of several drugs including 

alcohol [8,9,10]. Accordingly, animal models data could be suggesting that neonatal NS levels 

could participate in individual vulnerability to drug use or abuse. In this line, recent results from 

our laboratory have shown that neonatal NS manipulation by means of finasteride administration 

(a 5α-reductase inhibitor [11], enzyme that participates in the synthesis of AlloP and other NS 

including dihydrotestosterone), increases alcohol consumption in adult rats in the first [12] or the 

second week of consumption [13], depending on the intake procedure. Furthermore, neonatal 

AlloP increased alcohol consumption in comparison with vehicle controls in the thirteenth and 

fourteenth days of consumption [13]. 

On the other hand, both ethanol (EtOH) and AlloP act on the GABAA receptors. In fact, 

EtOH effects on behaviour are remarkably similar to the effects of GABAA positive modulators 

such as AlloP, which shares the anxiolytic, anticonvulsant and sedative profile [14,15,16] with 

EtOH [17,18]. Regarding EtOH consumption, it has been observed that the administration of AlloP 

increases alcohol intake in nondependent rats with low consumption levels [19], although this 

effect seems to depend on the previous history of ethanol consumption. For instance, AlloP 

administration decreases EtOH consumption in dependent rats with high levels of consumption 

[20]. In fact, previous experiments have shown that manipulation of NS levels alters ethanol self-

administration differentially depending on the sex of mice [21,22]. Reciprocally, EtOH also affects 

the levels of NS, as indicated by the fact that its administration or consumption produces an 

increase of AlloP levels in the cortex and hippocampus [20,23,24,25] as well as the development 

of tolerance to the effects of EtOH implies a reduction of increased AlloP production [20,26]. 

Moreover, it has been observed that intrahippocampal AlloP administration eliminates signs of 

EtOH withdrawal, such as seizures and body rigidity [27,28], and the intracerebral administration 

of finasteride increases the severity of these signs [29]. Therefore, alterations in brain NS levels 

can be an important factor modulating EtOH action on GABAA receptors, and may be contributing 

to the addictive properties of this drug. Although post-mortem AlloP levels in brain structures such 

as ventral tegmental area are increased in alcohol use disorder patients [30] and EtOH seems to 

differentially affect AlloP levels in several brain regions [31], the contribution of NS in critical 

periods of development to individual vulnerability to drug abuse has been poorly studied. 
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In order to study the effect of neonatal NS on the sensitivity to the stimulant effects of 

EtOH in adulthood, AlloP or finasteride were neonatally administered (PN5-PN9) to rat pups. 

Since it has been described that adolescence is also crucial for the development of drug use and 

future addiction [32] and is an adaptative period necessary for the specialization of brain systems 

[33], in early adolescence (30 days old) [34] the animals also received the main precursor of AlloP 

(PROG). It has been pointed out that exposures to drugs or stress, which include the early 

adolescent period, seem to be more likely to impact later on self-administration and 

social/affective behaviours; whereas exposures in late adolescence may be more likely to 

influence cognitive tasks whose neural substrates are still undergoing maturation at that time [35]. 

On the other hand, the physiological anxiolytic profile of PROG seems to be mediated by its 

reduced metabolite AlloP [36,37]. Thus, to mimic stress-induced increase in AlloP brain levels 

[38,39], anxiety-like behaviour was evaluated by means of an EPM after PROG administration in 

early adolescence. Finally, the locomotor response to the stimulating effects of EtOH was 

evaluated in adulthood. If neonatal NS manipulation by means of finasteride administration alters 

the adult pattern of alcohol consumption [12,13], it is coherent to hypothesize that several effects 

of alcohol (such as the sensitivity to motor stimulant effects) would be altered. Because stimulant 

dose of alcohol may vary across species and strains [40], we conducted a preliminary dose-

response experiment in order to determine the stimulant dose in male Wistar rats. Taking into 

account all this data, our hypothesis is that the manipulation of NS in neonatal period and/or in 

early adolescence will alter the behavioural profile of low doses of alcohol (locomotor stimulating 

effects). 

 
2. Materials and methods 

 
2.1. EXPERIMENT 1: EtOH effects on locomotor activity 
2.1.1. Animals 
Thirty male Wistar rats were bred in the Laboratory of Psychobiology (Autonomous 

University of Barcelona), and housed in a temperature-controlled animal room (22-24◦C) on 12h 

light/dark cycle (lights on at 8:00H) on a food and water ad libitum schedule. After weaning 

(postnatal day (PN) 21)) males were separated into groups of siblings with a maximum of four 

and a minimum of two animals per cage (46.5 x 21.5 x 19.5 cm). All animals were obtained, 

housed, and sacrificed in accordance with the protocol approved by the Committee of the 

Autonomous University of Barcelona for Care and Use of Experimental Animals and the 

Department of Environment from Generalitat de Catalunya. This protocol follows the guidelines 

approved by the European Council Directive (2010/63/EU).  

 

2.1.2. Locomotor response to EtOH doses 
In adulthood (PN70), animals were randomly divided into three groups (n=10 per group), 

two of these groups were administered (i.p.) with two EtOH doses (0.5g/kg or 0.8g/kg) dissolved 

in 0.9% NaCl (10% v/v) and another group administered with vehicle (0.9% NaCl, control group). 
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We have chosen these doses as one of them (0.5g/kg) has shown stimulant effects on locomotor 

behavior in the open field test in Long-Evans rats [41]. Locomotor activity was measured 10 

minutes after EtOH or vehicle administration in an open field apparatus, which consisted of a 

circular arena (81.5 cm diameter) a wall 31.5 cm high. The duration of the test was 20 minutes. 

The open field was located in a separate room lit illuminated by a dim light (average 36 lx). Each 

subject was individually placed in the centre of the apparatus at the beginning of the test. After 

each trial, the apparatus was cleaned with an aqueous solution containing EtOH (20% v/v) to 

prevent olfactory cues. Locomotor response was evaluated by means of an activity monitoring 

system (SMART, Letica, Barcelona, Spain). This system is based on automated image analysis 

in real time, recorded by a video camera that is suspended from the ceiling over the apparatus. 

The total distance travelled was recorded as locomotor activity. Time-distance course was 

analysed by means of four slots of five minutes. 

 
2.2. EXPERIMENT 2: Sensitivity to motor stimulant effects of EtOH 
2.2.1. Animals 
Male Wistar rats were housed with the same conditions as in Experiment 1. The day of 

birth (postnatal day 0) was strictly controlled and the litters were reduced to 10 pups. In order to 

avoid any effect of cohorts, each litter of the same parents was assigned to different neonatal 

treatments (see below). Females were sacrificed after weaning. No visible animal health 

alterations were detected during development as a consequence of the neonatal treatments. 

Differences in body weights were neither observed during development, nor when behaviour was 

evaluated (PN32, and PN70). The number of subjects of each experimental group is detailed in 

figures. 

 

2.2.2. Neonatal Treatment 
Pups were injected (s.c.) with AlloP (3α-hydroxy-5α-pregnan-20-one, 20 mg/kg), 

finasteride (N-tert-Butyl-3-oxo-4-aza-5α-androst-1-ene-17β-carboxamide, 50 mg/kg) or VEH, 

once a day from the fifth to the ninth day after birth (PN5-PN9). Another control group was no-

handled (NH) in the neonatal period, except for the weekly change and cleaning of home cages. 

AlloP and finasteride were dissolved in distilled water and 10% 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin. 

VEH injections consisted in 10% 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin dissolved in distilled water. The 

doses were chosen based on previous experiments which show that they were effective in 

changing behaviour in adulthood [42]. For injections, each litter was removed from both parents 

and returned to their home cage in less than 12 minutes. The chemicals were obtained from 

Sigma (Deisenhofen, Germany).  

 
2.2.3. Adolescent Treatment  
In early adolescence (30 days old), animals were randomly distributed into two groups. 

One was injected (i.p.) with the AlloP precursor PROG (25mg/kg of progesterone-water soluble 

containing 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin and obtained from Sigma (Deisenhofen, Germany)) 
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and the control group was injected (i.p.) with VEH (distilled water + 10% 2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrin). The administrations were carried out for three consecutive days, so animals 

received 3 injections in 48 hours. Similar steroid administration paradigms have been shown to 

alter the levels of circulating steroids in a physiological range [38,43]. Moreover, this range of 

doses elicited anxiolytic-like effects in male rats to a comparable degree observed previously in 

female rats [44]. 

 

2.2.4. Anxiety-like Behaviour 
In early adolescence (PN32), anxiety-like behaviour was evaluated in the EPM 20 

minutes after the last PROG injection. The EPM consisted of two open arms and two enclosed 

arms (10cm x 50cm) perpendicular to each other forming a cross elevated 50cm from the ground. 

The walls of the enclosed arms were 40cm high. The arms were connected by a square in the 

centre of the apparatus of 10cmx10cm. The animal was placed in the centre faced to an open 

arm and behaviour was recorded for 5 minutes. The maze was located in a room lit by a dim light 

(average 36lx) and cleaned each time with an aqueous solution containing ethanol (20% v/v) to 

minimize olfactory signals between trials. Every time the animal introduced all four limbs on the 

arm of the maze was counted as an entry. The variables recorded were the number of entries 

into the open and enclosed arms, total number of entries, and the time spent on the open and 

enclosed arms, discounting the time spent in the centre of the apparatus. The percentage of time 

spent in open arms and the percentage of entries into the open arms were used as measures of 

anxiety. Total entries (open + enclosed arms) were used as a locomotor activity index. 

 

 

2.2.5. Sensitivity to motor stimulant effects of EtOH 
In adult age (PN70), animals were randomly assigned to two groups: control or alcohol 

(0.5 g/kg i.p.) injections (see Experiment 1 for dissolution preparation). The locomotor response 

to the stimulant effects of EtOH was evaluated as described in Experiment 1.  

 
2.3. Statistical Analysis 
STATISTICA software (StatSoft, Tulsa, USA) for data analysis was used. In experiment 

1, locomotor activity in the open field test was analysed by means of a mixed ANOVA with ETOH 

as between-groups factor (three levels: control, alcohol 0.5g/kg or alcohol 0.8g/kg) and TIME as 

intra-subjects factor (four levels: 0-5, 5-10, 10-15 and 15-20 minutes slots). In experiment 2, two-

way ANOVAs were used in order to analyze the EPM variables, with NEO (neonatal treatment, 4 

levels: VEH, AlloP, FIN, NH) and PROGESTERONE (adolescent treatment, 2 levels: VEH, 

PROG) factors. Locomotor activity in the open field test was analysed by means of a mixed four-

way ANOVA with three between-groups factors: NEO, PROGESTERONE, and adult EtOH 

administration (ETOH, two levels: control or alcohol), and TIME as intra-subjects factor. 

Subsequent ANOVA partitions and post-hoc Duncan tests were performed when needed. Data 
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are shown as mean ± SEM. Partial eta squared (η2) has been included in order to provide effect 

size estimations. 

 

3. Results 
 

3.1. Experiment 1 
ANOVA showed a significant effect of ETOH [F(2,27)=44.36; p<0.001, η2=0.98] and TIME 

[F(3,81)=20.19; p<0.001, η2=0.95] along with an interaction effect ETOH x TIME [F(6,81)=5.00; 

p<0.001, η2=0.83] factors in the distance travelled. Subsequent post-hoc Duncan tests indicated 

that animals injected with 0.5g/kg of EtOH increased the distance travelled in comparison with 

control and 0.8g/kg groups in all the four slots analysed (p<0.001 for each of the 12 comparisons). 

Moreover, control and alcohol 0.8g/kg groups decreased activity from first to second time slot 

(p<0.001 for the two comparisons) and maintained low levels from second to fourth time intervals. 

Instead, alcohol 0.5g/kg group maintained high locomotion levels from first to third time interval, 

and showed a slight decrease in the last time interval in comparison with the first (p<0.05) (see 

Fig. 1 for details). Because 0.5g/kg of EtOH produced an increase in locomotor activity, we 

choose this dose for Experiment 2. 

 

3.2. Experiment 2 
3.2.1. Anxiety-like behaviour  
The ANOVA of the anxiety-like behaviour in the EPM showed a significant effect of 

PROGESTERONE factor in the percentage of time spent in the open arms [F(1,170)=8.15; 

p<0.01, η2=0.89], indicating that the animals injected with PROG in adolescence spent more time 

in the open arms than controls (see Fig. 2A). There were no significant effects of NEO 

[F(3,170)=0.24; N.S.] or NEO x PROGESTERONE interaction [F(3,170)=0.20; N.S.]. 

Regarding the percentage of entries into the open arms, the analysis of variance indicated 

a significant effect of PROGESTERONE factor [F(1,170)=3.98; p<0.05, η2=0.80], making a 

greater number of entries the animals that were injected with PROG in adolescence compared to 

VEH (see Fig. 2B). Additionally, there were no significant effects of NEO [F(3,170)=0.61; N.S.] or 

NEO x PROGESTERONE interaction [F(3,170)=0.79; N.S.]. 

Moreover, no statistically significant differences were observed in total arm entries (see 

Fig. 2C) or in enclosed arm entries or time in central area (data not shown). Consequently, results 

indicate an anxiolytic-like profile in the EPM in the animals that were administered with PROG in 

adolescence, and no significant effects of neonatal treatment or the interaction between neonatal 

treatment and adolescent administration. 

 

3.2.2. Sensitivity to motor stimulant effects of EtOH 
The mixed four-way ANOVA showed a significant third order interaction between NEO x 

PROGESTERONE x ETOH x TIME [F(9,486)=1.89; p=0.05, η2=0.65]. In accordance with our 
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hypothesis (see Introduction), we performed the subsequent partition analyses by 

PROGESTERONE factor. 

In VEH adolescent animals, ANOVA showed a significant second order interaction NEO 

x ETOH x TIME [F(9,240)=2.3; p<0.05, η2=0.68], indicating that ETOH effects in the locomotor 

activity (in 5 min-slots) was different depending on the neonatal treatment (NEO). The subsequent 

analysis split up by ETOH factor showed a significant NEO [F(3,41)=5.13; p<0.01, η2=0.84] and 

TIME [F(3,123)=66.64; p<0.001, η2=0.99] effect in control group. Post-hoc Duncan tests indicated 

that NH group had a lower locomotor activity than the rest of the groups (NH<VEH (p<0.001), 

AlloP (p<0.01) and finasteride (p=0.01)) (see Fig. 3A). This result indicates a possible injection 

effect, as there were no differences between the groups that received neonatal injections (VEH, 

AlloP and finasteride). Furthermore, as expected, distance travelled decreased over time in all 

NEO groups. In regards of those animals injected with stimulant dose of alcohol in adult age, 

ANOVA showed a significant effect of NEO factor [F(3,39)=2.97; p<0.05, η2=0.75], and TIME 

[F(3,117)=14.02; p<0.001, η2=0.93], along with a NEO x TIME interaction effect [F(9,117)=1.86; 

p=0.06, η2=0.65] that just failed to reach statistical significance. Subsequent analysis indicated 

that animals receiving neonatal finasteride showed lower sensitivity to locomotor stimulating 

effects of low doses of EtOH, as finasteride animals injected with 0.5 g/kg of EtOH showed low 

locomotion scores than the rest of the groups. Fig. 3C shows detailed group comparisons. 

In animals that received PROG in adolescence, ANOVA showed significant effects of 

NEO [F(3,82)=4.88; p<0.01, η2=0.83], ETOH [F(1,82)=65.55; p<0.001, η2=0.99], TIME 

[F(3,246)=78.93; p<0.001, η2=0.99], and NEO x ETOH [F(3,82)=9.8; p<0.001, η2=0.91] factors. 

Thus, the following analysis was split up by ETOH factor. When animals received VEH prior to 

locomotor activity, a significant NEO [F(3,37)=4.54; p<0.01, η2=0.82] and TIME [F(3,111)=77.76; 

p<0.001, η2=0.99] effects were observed. As expected, TIME effect indicated that locomotor 

activity decreased in all groups. Analyzing NEO treatment effect, post-hoc Duncan tests indicated 

that neonatal VEH animals showed higher locomotor activity than NH animals (p<0.01), AlloP and 

finasteride groups (p=0.01) (see Fig. 3B). As in VEH adolescent animals, this result seems to 

indicate a manipulation effect, but in this case (animals injected with PROG in adolescence) 

locomotor activity of AlloP and finasteride groups decreased to the level of NH animals. In the 

same way, regarding to the locomotor response to EtOH, the analysis showed differences 

between NEO groups [F(3,45)=9.77; p<0.001, η2=0.91] and TIME evolution [F(3,135)=28.68; 

p<0.001, η2=0.97]. TIME effect also indicated that locomotor activity decreased in all groups. 

Regarding NEO effect, subsequent pot-hoc Duncan tests showed a higher locomotion in NH 

animals than neonatal VEH, AlloP and finasteride groups (p<0.001 for all three comparisons; see 

Fig. 3D). Therefore, the locomotor activity increase induced by 0.5g/kg EtOH was higher in NH 

than VEH, AlloP or finasteride groups in those animals that were administrated with PROG in 

early adolescence. This result indicates that the differences in locomotor activity after EtOH 

injection between finasteride and the rest of the neonatal groups reported in adolescent subjects 

injected with VEH (Fig. 3C) were not maintained in the animals that were injected with PROG 

(Fig. 3D). 
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4. Discussion 
 
The main data of the present experiments indicates neonatal finasteride administration 

decreased locomotor activity induced by a low EtOH dose which has stimulating motor effects in 

control animals (see Fig. 3C). This data suggests that neonatal NS manipulations can alter the 

behavioural response to a stimulant low dose of EtOH. Our data showing that a 0.5g/kg of EtOH 

dose produced a robust stimulant effect on locomotor behaviour in the open field test in male 

Wistar rats is consistent with recent data [45] and corroborates previous data reported in Long-

Evans rats [41].  

On the other hand, early adolescent PROG administration increased both the percentage 

of entries and time spent in the open arms without altering locomotor activity and independently 

of the neonatal treatment (see Fig. 2). Accordingly, early adolescent PROG administration 

induced an anxiolytic-like profile in the EPM. In adaptative responses to stress and anxiety, the 

physiological anxiolytic profile of PROG seems to be mediated by its reduced metabolite AlloP 

involving the regulation of the activity of GABAA receptors [36,37]. In fact, PROG has been 

qualified as a precursor of stress hormone in both sexes [37], and NS regulation of the GABAA 

receptors which is a relevant mechanism underlying anxiety disorders seems to be a non sex-

specific phenomenon [46]. Thus, although Allop levels were not directly measured in adolescent 

PROG-treated rats and PROG dose was quite elevated (25mg/kg, once a day for 3 days) it is 

likely that the anxiolytic-like effect of early adolescent PROG administration observed in our 

experiment could be related to its conversion into AlloP. In this way, it has been recently reported 

that subchronic PROG administration (5mg/kg, once a day for 5 days) increases both cortical and 

plasmatic AlloP levels in male rats [39]. However, other pharmacological effects of these high 

doses, besides increasing AlloP levels, cannot be discarded. In this regard, the anxiolytic-like 

effect observed in PROG-treated animals was predictable, but the lack of modulation of the 

behavioural response to PROG administration by neonatal NS manipulation was not expected. 

Previous data obtained in our laboratory showed that neonatal NS manipulation altered the 

response to novelty and exploration in adolescence and adulthood [5,47] as well as anxiety-like 

behaviour in adulthood [7]. Methodological aspects such as differences in doses, duration of 

treatment or developmental stages at behavioural evaluation could be relevant in explaining these 

discrepancies.        

It is important to remark that the difference in the locomotor response to a stimulant dose 

of EtOH when comparing finasteride to AlloP or VEH groups was not observed in animals treated 

with PROG in early adolescence. That is, locomotor activity after the stimulant EtOH dose 

injection was significantly higher in NH animals than in the rest of the groups in PROG 

administered animals (see Fig. 3D), suggesting that some of the changes caused by neonatal 

alterations or manipulations of NS can be modulated by changes in early adolescent stage. In 

fact, adolescence is recognized as a particularly critical developmental phase which contributes 

to vulnerable phenotype, as well as a period when stress can influence the eventual development 

of certain psychiatric disorders [48]. In this way, PROG secretion by the adrenal glands is a 
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response to reduce stress is much stronger in pre-puberal male rats when compared to adults, 

and puberty is characterized by marked changes in adrenocortical responsiveness to stress 

[49,50,37]. 

A limitation of the present investigation arises in the lack of NS brain levels at the time 

the rats were tested. However, we have reported in previous experiments that neonatal finasteride 

administration (from PN5 to PN9) increased both the hippocampal levels of AlloP in PN9 [51] and 

the hippocampal GABAA α4 and δ-subunits expression in PN10 [4]. Moreover, this α4 and δ-

subunits over expression induced by neonatal finasteride has been also detected in the adult 

hippocampus [4]. As a decreased expression of GABAA δ subunit has been linked to a decrease 

in alcohol consumption [52,53,54,55], consequently the increased δ expression induced by 

neonatal finasteride could be related to the increase in alcohol consumption previously reported 

[12]. Moreover, α4δ subunits are present in GABAergic terminals on the ventral tegmental area 

participating in the regulation of the excitability of dopaminergic neurons that project to the nucleus 

accumbens [56]. Thus, taken together our results suggest that possible changes in GABAA 

receptors related to neonatal finasteride administration and adolescent PROG administration 

could be also partially responsible for the effects on alcohol-induced locomotion. In fact, EtOH 

and AlloP bind with high affinity to GABAA receptors containing α4 and δ subunits [57,58,59], 

although AlloP through transmembrane sites [60], and EtOH-induced locomotor activity 

sensitization has been related to alterations in GABAA receptors [61,62]. In this way, GABAA 

receptors containing α4 and δ subunits are present in GABAergic terminals on the ventral 

tegmental area participating in the regulation of the excitability of dopaminergic neurons that 

project to the nucleus accumbens [56]. Interestingly, we have recently reported that neonatally 

finasteride-treated rats showed a decreased dopamine release in the nucleus accumbens in 

response to EtOH solution presentation [13], paired with a decreased ventrostriatal dopamine and 

5-HT levels [12] after EtOH self-administration in a home-cage drinking procedure for two weeks. 

As a consequence, alterations in the expression of GABAA receptors containing α4 and δ 

subunits could also be related to the altered dopaminergic activity observed in finasteride-treated 

animals. However, new experiments are needed to verify this assertion. 

On the other hand, neonatal AlloP had no effects on sensitivity to locomotor effects of 

EtOH at low doses. However, this lack of effect could be related to the dose used. Although the 

same AlloP dosages have shown no effects in adult GABAA receptors containing α4δ subunits 

[4], the voluntary alcohol intake recorded in the days 13th and 14th of consumption was higher 

than in neonatal vehicle injected animals when half of the AlloP dose (10mg/kg) was injected [12]. 

Thus, the use of lower doses is needed in order to discard any effect of neonatal AlloP in adult 

sensitivity to locomotor effects of EtOH. 

Finally, NH group injected with VEH in adolescence presented lower locomotor activity 

than the rest of neonatal groups, including the neonatal control VEH (see Fig. 3A). This result 

indicates a possible effect of the neonatal manipulation due to injections. This manipulation effect 

was also observed in those animals treated with PROG in early adolescence. In PROG 

administered animals, the locomotor activity of AlloP and finasteride groups was statistically the 



60 
 

same than NH group, but different from neonatal VEH (see Fig. 3B). In this way, it has been 

reported that early-life environmental events can induce changes in adult behaviour and in 

neuroendocrine systems [63,64]. These results are in accordance with previous experiments 

carried out in our laboratory, showing a decrease in head dips exploration and an increase in 

anxiety-like behaviour in EPM in those animals that were neonatally administered with VEH 

compared to NH group, effect that was neutralized by the neonatal administration of AlloP [65].  

 

4.1. Conclusions  
Our data showed that 0.5g/kg of EtOH dose produced a robust stimulant effect on 

locomotor activity in the open field test in male Wistar rats. Furthermore, early adolescent 

administration of the main AlloP precursor, i.e. PROG at high dose, induced anxiolytic-like profile 

in the EPM. The main finding of the present experiment revealed that neonatal administration of 

finasteride reduced sensitivity to locomotor stimulating effects of low doses of EtOH in adulthood, 

and this difference between groups was not observed in adolescent PROG treated rats. 

Moreover, neonatal AlloP administration, at the dose used, did not affect sensitivity to locomotor 

effects of EtOH. In summary, this data shows that neonatal NS alterations affect the sensitivity to 

locomotor stimulant effects of a low EtOH dose and this effect can be modified by the 

administration of PROG in early adolescence, suggesting a contribution of neonatal and 

adolescent NS on the effects of low alcohol doses. 
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Fig. 1. Locomotor response to alcohol doses.  0.5g/kg of ethanol produced a robust stimulant 

effect on locomotor behavior (Duncan test: Alcohol 0.5 vs Control and Alcohol 0.8; p<0.001). For 

more details see text. 
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Fig. 2. Adolescent AlloP precursor administration (PROG) induces anxiolytic-like profile in 
the EPM test. A) Adolescent PROG administration increased open arm time percentage 

independently of neonatal treatment [F(1,170)=8.15; p<0.01, η2=0.89]. B) PROG administration 

globally increased the percentage of open arms entries [F(1,170)=3.98; p<0.05, η2=0.80]. C) 
Statistically significant differences were not observed in total arm entries [F(1,170)=0.71; N.S.]. 

Numbers in bars indicate group size. 
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Fig. 3. Neonatal finasteride administration decreases the sensitivity to the locomotor 

stimulant effects of a low ethanol dose, but differences between treatments are not present 

after adolescent AlloP precursor administration (PROG). A) Neonatal NS manipulation 

increased locomotor activity [F(3,41)=5.13; p<0.01, η2=0.84]. B) PROG administration in 

adolescence increased locomotor activity only in neonatal VEH-treated rats [F(3,37)=4.54; 

p<0.01, η2=0.82]. C) Neonatal finasteride administration decreased locomotor activity induced by 

a low ethanol dose [NEO x TIME F(9,117)=1.86; p=0.06, η2=0.65]. D) Neonatal finasteride 

administration effect was not observed when PROG was administered in adolescence [NEO, 

F(3,45)=9.77; p<0.001, η2=0.91]. Symbols indicate the following differences: # NH vs. VEH; & NH 

vs. AlloP; * NH vs. finasteride; + finasteride vs. VEH; € AlloP vs. VEH; $ finasteride vs. AlloP. 

(One symbol: p<0.05; two symbols: p<0.01 and three symbols: p<0.001). Numbers in parenthesis 

indicate sample size. For more details see text. 
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MÉTODOS  

 

Experimento 2 

 

Los resultados del primer experimento indicaron que aquellas ratas tratadas con 

finasteride durante la etapa postnatal temprana eran menos sensibles a los 

efectos estimulantes motrices del EtOH. En estudios previos habíamos 

observado que los animales tratados neonatalmente con finasteride presentaban 

un mayor consumo inicial de EtOH, junto con una disminución de los niveles de 

serotonina en el estriado ventral (Llidó et al., 2016a; Llidó et al., 2016b), además 

de una menor exploración de ambientes nuevos (Darbra y Pallarés, 2010; Mòdol 

et al., 2013). Sabiendo que presentar un perfil de búsqueda de 

sensaciones/novedad aumenta la vulnerabilidad al consumo de drogas (Belin et 

al., 2016), pero considerando que estos rasgos son disociables (Flagel et al., 

2014), y teniendo en cuenta que la serotonina modula las propiedades 

reforzantes del EtOH (Deehan et al., 2016) a través de la liberación de dopamina 

mediante la activación del receptor 5-HT3 (Barnes y Sharp, 1999), nos 

planteamos realizar un segundo experimento para comprobar si la manipulación 

de los niveles de NAS neonatales afectaba a la preferencia por la novedad 

además del consumo inicial de EtOH a través de la posible alteración del receptor 

5-HT3. Este experimento se dividió en dos fases: 

 

• Experimento 2a:  

Se administró allopregnanolona (20mg/kg) o finasteride (50mg/kg) entre PN5-

PN9. En la edad adulta (PN70), se realizó la prueba de NOP para valorar la 

preferencia por la novedad en nuestros animales. Posteriormente (PN77), los 
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sujetos tuvieron libre acceso a dos botellas (una de EtOH (10%) con glucosa 

(3%), y otra con glucosa (3%) como solución control) una hora diaria durante dos 

semanas consecutivas para evaluar el consumo inicial de EtOH. Los animales 

fueron tratados con el antagonista del receptor 5-HT3, ondansetron (0.01 mg/kg, 

0.1 mg/kg o vehículo) 30 minutos antes de la hora de consumo. Las 

administraciones se llevaron a cabo durante el establecimiento del consumo 

(días 1, 2, 3) y al final del procedimiento (días 11, 12, 13). Se añadió un día de 

consumo (día 16) dónde se administró una dosis de recuerdo del fármaco 

ondansetron y, posteriormente, tras la hora de consumo de EtOH los animales 

fueron sacrificados. Se diseccionó el estriado ventral para su posterior análisis 

(ver experimento 2b).  

 

• Experimento 2b:  

En este experimento, se cuantificó la concentración del receptor 5-HT3 mediante 

la técnica de Western Blot en las muestras extraídas en cerebro de rata adulta 

(ver experimento 2a). También se analizaron muestras de cerebro neonatal. Se 

administró allopregnanolona (20mg/kg) o finasteride (50mg/kg) entre PN5-PN9 

a los animales que fueron sacrificados en los días PN6, PN9, PN12 y PN15. Se 

diseccionó el mesencéfalo (estructura cerebral donde se encuentra el ATV) para 

la cuantificación del receptor 5-HT3. 
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Protocolo de Western Blot 

 

Para la homogenización de las muestras se utilizó el tampón ya preparado RIPA 

lysis buffer system (25mM Tris•HCl pH 7.6, 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5% 

deoxicolato sódico, 0.1% SDS, 0.004% azida sódica, 2mM PMSF, 1mM 

ortovanadato sódico y 1% de cóctel inhibidor de proteasa) (SantaCruz 

Biotechnologies). Las muestras homogenizadas se centrifugaron a 16000 rpm 

durante 30 min. Se recuperó el sobrenadante, se hicieron alícuotas y se 

mantuvieron congeladas a -80ºC hasta su uso. Se determinó la concentración 

de proteínas mediante el kit de ensayo de proteínas con ácido bicinconínico 

(Pierce, Estados Unidos). Los niveles del receptor 5-HT3A se determinaron 

mediante Western Blot. Cada gel contenía muestras representativas de cada 

tratamiento y cada día de extracción de la muestra. Además, se incluyó un sujeto 

repetido en cada gel como muestra control de las muestras neonatales. En las 

muestras de tejido cerebral adulto, se incluyeron dos muestras control y se 

realizó el promedio en el posterior análsis.  Se utilizaron 30μg de proteínas por 

muestra, se separaron mediante electroforesis en TGXTM Precast Gels 4-15% 

(Bio-Rad) y se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (Bio-

Rad). La transferencia se realizó mediante un equipo de transferencia “semi-

seco” (Trans-Blot® Turbo™, Bio-Rad). Una vez realizada la transferencia se lavó 

la membrana con 25mM Tris, 0.15M NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5 (TBST, 

ThermoFisher Scientific), se bloqueó la membrana con 5% de leche desnatada 

en polvo en TBST. Se utilizaron anticuerpos del receptor 5-HT3A obtenidos en 

conejo (GTX13897, GeneTex, Irvine, California, Estados Unidos). Se realizó la 

incubación con el primer anticuerpo diluido en TBST suplementado con 3% de 
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albúmina sérica bovina (BSA) a 2ug/ml durante 18h a 4ºC con agitación. Al día 

siguiente, se lavó con TBST y se realizó la incubación durante 1h en agitación a 

temperatura ambiente con anticuerpo anti-inmunoglobulina G de conejo marcado 

con peroxidasa de rábano (1/10000 en 3% BSA en TBST). Posteriormente, se 

lavó con TBST. Para finalizar, se llevó a cabo la detección con supersignal 

(Thermo Fisher), 5ml por membrana durante 5min. Se realizó la captura de la 

imagen con C-Digit (LI-COR; Lincoln, Nebraska, Estados Unidos) y se 

cuantificaron las bandas mediante el programa Image Studio Lite (LI-COR). La 

cuantificación se realizó mediante rectángulos del mismo tamaño alrededor de 

las bandas, y se sutrajo el background local para eliminar la señal de fondo. 

Como control de carga se utilizó la proteína de β-actina. Se utilizó un anticuerpo 

monoclonal de la β-actina obtenido en ratón (disolución 1/10000 en 3% BSA en 

TBST). La densitometría para cada individuo fue relativa a sus valores de beta-

actina y los sujetos control. 
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EXPERIMENTO 2a. “Early postnatal neuroactive steroid 
manipulation modulates ondansetron effects on initial periods of 
alcohol consumption in rats  

EXPERIMENTO 2b. Efectos de la manipulación postnatal temprana 
de los niveles de esteroides neuroactivos sobre la expresión del 
receptor de la serotonina tipo 3 en el mesencéfalo y el estriado 
ventral 

 
 

 

Figura 5. Diseño experimental del experimento 2a (azul) y 2b (violeta) 

PN0 PN5-PN9 

Administración (s.c.): 

Allopregnanolona (20mg/kg) 

Finasteride (50mg/kg) 

Vehículo 

 

Disección del mesencéfalo 

PN6 / PN9 / PN12 / PN15 

Disección del 

estriado ventral 

Expresión receptor 5-HT3  

PN77-79 PN70-72 

   Ondansetron (i.p.) 

     (Vehículo / 0.01mg/kg / 0.1 mg/kg) 

   Consumo EtOH (1h/día) 

Dos botellas: EtOH (10%) + Glucosa (3%) / Glucosa (3%) 

PN92 

   Preferencia por la novedad 

Nacimiento 

 

PN87-89 
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EXPERIMENTO 2a. RESULTADOS 

Publicado en forma final editado por Physiol Behav. 2018 Oct 1;194:371-379. doi:10.1016/j.physbeh.2018.06.031 

Early postnatal neuroactive steroid manipulation modulates ondansetron 
effects on initial periods of alcohol consumption in rats 

Bartolomé I., Llidó A., Darbra S., Pallarès M. 

 

ABSTRACT 

Neuroactive steroids (NS) such as allopregnanolone are crucial for brain development and adult 

behaviour. Early post-natal alterations of NS by administering finasteride induce a decrease in 

the sensitivity to stimulant effects of low alcohol doses, an increase in alcohol consumption, and 

a decrease in ventrostriatal dopamine and serotonin levels. The aim of the present study is to 

observe if the effects of the 5HT3 receptor antagonist ondansetron on initial alcohol consumption 

are modulated by post-natal NS manipulation. For this purpose, allopregnanolone, finasteride, or 

vehicle was injected from day 5 to 9. In adulthood, a novel object preference test was carried out 

in order to detect a possible novelty-seeking pattern in our animals, which has been related to 

vulnerability to drug abuse. The subjects then had access to two bottles (alcohol or control 

solutions) one hour daily for two consecutive weeks. Ondansetron (0.01mg/kg, 0.1mg/kg or 

vehicle) was administered before the hour of consumption in the initial phase (days 1, 2, 3) of the 

procedure, and after prolonged alcohol intake (days 11, 12, 13). Results indicated that finasteride 

animals showed a higher preference to explore the new object, as well as a higher alcohol 

consumption than the rest of the groups. Moreover, 0.1mg/kg of ondansetron decreased alcohol 

consumption, but only in the post-natal finasteride group, suggesting a possible increase in 5HT3 

receptor sensitivity in these animals. In conclusion, NS manipulation in crucial stages of 

development, such as early post-natal periods, seems to play an important role on the effects of 

ondansetron on alcohol intake and in the vulnerability to develop drug use or abuse. 

 

Keywords: Neuroactive steroids, Novelty-seeking, Ondansetron, Development, Alcohol intake 

 

1. INTRODUCTION 
 

Neuroactive steroids (NS) can alter neuronal activity regardless of its origin (adrenal, 

gonadal, or cerebral) [1,2]. One of the most important mechanisms of action of the NS in the 

central nervous system is the allosteric modulation of the ionotropic receptors, such as GABAA, 

5HT3 serotonin, or nicotinic acetylcholine receptors [3,4,5]. 



78 
 

It has been observed that NS, acting as positive or negative GABAA modulators, are 

essential for brain development. In this way, it has been described that an increase in the positive 

GABAA modulator allopregnanolone (AlloP) during post-natal periods affects the thalamic-cortical 

pathways development [6]. Furthermore, the administration of negative GABAA modulators, such 

as pregnenolone or dehydroepiandrosterone, in early stages of development changes the activity 

of dopamine (DA) in the striatum [7]. On the other hand, finasteride, a 5α-reductase inhibitor 

(enzyme involved in the synthesis of AlloP, tetrahydrodeoxycorticosterone, and 

dihydrotestosterone [8]), has been used as a tool to manipulate endogenous levels of NS that are 

positive modulators of GABAA receptors. Thus, it has been documented that early post-natal 

administrations of finasteride affect the expression of GABAA alpha4 and delta receptor subunits 

in the hippocampus [9]. 

Furthermore, several studies have reported that post-natal NS alterations can modify 

adult behaviour (for a review see [10]). For example, it has been observed that early post-natal 

administration of AlloP increased locomotor activity in a novel environment and reduced the 

anxiolytic-like effects of the benzodiazepine lorazepam [11], decreased anxiety in the elevated 

plus-maze (EPM) test [12,13], and increased activity induced by amphetamine administration 

[14]. A number of these behavioural traits related to AlloP administration (i.e. increase in novelty 

exploration and anxiety decrease) have been linked to a sensation/novelty seeking pattern, which 

at the same time has been related to a vulnerability to use and abuse of several drugs, including 

alcohol [15,16,17]. In previous experiments it was observed that post-natal NS manipulation by 

means of finasteride administration increased voluntary consumption of an ethanol (EtOH) 

solution in a 1 hour/day limited access procedure [18,19], decreased ventrostriatal DA and 

serotonin levels [18], and decreased DA release in the nucleus accumbens after EtOH or food 

presentation [19]. These last results suggest a possible hypo-dopaminergic activity related to 

early post-natal finasteride administration that could have induced an increase in alcohol 

consumption. Moreover, it has been documented that DA inhibition seems to produce a decrease 

in the sensitivity to EtOH stimulating effects [20].  Consistent with this last data, we have recently 

reported that early post-natal finasteride administration decreased locomotor activity induced by 

a low dose of EtOH [21].  

Interestingly, it has been reported that AlloP brain levels increase after the administration 

of EtOH [22,23,24,25], although there are sexual [26] and species [27] differences in this effect. 

Furthermore, part of the EtOH behavioural effects may be related to the increase in endogenous 

AlloP levels. Thus, it has been found that a pre-treatment with finasteride attenuates the anxiolytic 

action of EtOH [28]. Moreover, the development of tolerance to the depressing effects of EtOH is 

linked to a reduction in AlloP production [23,29]. On the other hand, the administration of AlloP 

also affects the EtOH consumption, producing an increase in intake in non-dependent rats with 

low consumption levels [23,30]. Furthermore, systemic AlloP administration decreases alcohol 

intake in dependent rats with high consumption levels [23], including when AlloP is administered 

into the dorsal hippocampus [31]. In this way, it has been observed, in mice, that low doses of 

AlloP (i.p. and i.c.v.) increase EtOH intake, whereas high doses of AlloP decrease it in limited 
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access EtOH drinking [32], and in the EtOH operant self-administration paradigm [33]. Moreover, 

it has been observed that intrahippocampal AlloP administration reduces EtOH withdrawal 

symptoms, such as audiogenic seizures and body rigidity [34], while finasteride increases their 

severity [35].  

Both alcohol and AlloP modulate 5HT3 receptors. Whilst alcohol acts as a positive 

allosteric modulator of this receptor [36], AlloP acts as negative modulator [5]. Of importance, is 

that 5HT3 receptor seems to be related to the alcohol rewarding properties throughout the 

modulation of DA release in the nucleus accumbens [37,38,39,40]. For this reason, it has been 

proposed that differences in serotonergic signalling may participate in alcoholism vulnerability 

[41,42]. The systemic administration of 5HT3 receptor antagonists has been shown to effectively 

reduce alcohol intake in rats in free-choice conditions [43,44,45,46]. However, although their 

efficacy is variable depending on drinking conditions after stabilization of ethanol intake [45], there 

are no studies focusing on their possible effects in the initial periods of alcohol intake, which can 

be important for the later development of drug abuse. On the other hand, it has been hypothesised 

that 5HT3 receptors are potential key-regulators of network formation and function in the 

developing brain [47]. Given that NS are modulators of 5HT3 receptors at micromolar 

concentrations [5], its maturation could be affected by post-natal NS manipulation, and 

consequently, alcohol rewarding properties could be modified. It should be mentioned that 

previous experiments carried out in our laboratory reported hippocampal levels of AlloP in the 

micromolar range in PN5 [48] and PN9 [49] after post-natal injections of 20mg/kg of AlloP. 

Moreover, although finasteride administration during the neonatal period affects the expression 

of some GABAA receptors in adult age [9], it is not known how it may affect neuroactive steroids 

levels in adult animals. Thus, it is important to consider that finasteride, by inhibiting the 5alpha-

reductase enzyme, affects levels of all the 5-alpha-reduced neuroactive steroids, not only those 

of AlloP. 

The aim of the present study is to determine whether the effects of the pharmacological 

antagonism of the serotonin 5HT3 receptor on initial alcohol intake would be affected by post-

natal NS manipulation. For this purpose, AlloP, finasteride or vehicle was administered to 

newborn male Wistar rats. In adulthood, the animals were subjected to one hour per day of EtOH 

intake for two weeks, and were administered with the 5HT3 antagonist, ondansetron, on days 1-

2-3 and 11-12-13 of alcohol intake days. Moreover, as novelty seeking (preference for a novel 

environment in a free-choice situation) has been shown to be a predictor of substance use 

disorder outcomes in animals and humans [50,51,52], including the risk for the initiation of drug 

use [53], we decided to investigate the possible effects of post-natal treatments on novelty-

seeking that could be linked to posterior alcohol use/abuse vulnerability. As used in previous 

works [54,55,56], the novelty object preference (NOP) test was chosen as a behavioural test of 

free-choice novelty-seeking. The NOP task is based on rodents’ natural tendency to explore novel 

objects and provides subjects with the opportunity to choose between a novel and a familiar 

stimulus [57,58]. Although NOP has been frequently used for memory testing, the NOP task also 

allows researchers to investigate the mechanisms involved in novelty seeking [57,58,59]. For 
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instance, it has been suggested that acute stress decreases NOP probably by inducing an 

emotional arousing state which motivates novelty avoidance, and not though a memory retrieval 

impairment [60]. Moreover, spontaneous high impulsivity rats, which have a high vulnerability to 

cocaine abuse, showed a general preference for novel objects or contexts in comparison to 

familiar ones [61]. 

In the present experiment, we hypothesised that early post-natal NS alteration will affect 

novelty-seeking behaviour, as well as the effects of ondansetron on EtOH intake, and will be 

different depending on post-natal NS manipulation, suggesting an altered 5HT3 receptor function. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 
 

2.1. Animals 
106 male Wistar rats were bred in the Laboratory of Psychobiology (Autonomous 

University of Barcelona), and housed in a temperature-controlled animal room (22-24◦C) on 12h 

light/dark cycle (lights on at 8:00H) on a food and water ad libitum. The day of birth (post-natal 

day (PN) 0) was strictly controlled and the litters were reduced to 10 pups. In order to avoid any 

effect of cohorts, each litter of the same parents was assigned to different post-natal treatments 

(AlloP, finasteride or vehicle) (detailed below). After weaning (PN 21) males were separated into 

groups of siblings with a maximum of four and a minimum of two animals per cage (46.5 x 21.5 x 

19.5 cm) and females were sacrificed. At PN75 the animals were housed individually, two days 

before starting alcohol consumption procedure. No visible animal health alterations were detected 

during development as a consequence of the post-natal treatments or during behavioural 

evaluations. All animals were obtained, housed, and sacrificed in accordance with the protocol 

approved by the Committee of the Autonomous University of Barcelona for Care and Use of 

Experimental Animals and the Department of Environment from Generalitat de Catalunya. This 

protocol follows the guidelines approved by the European Council Directive (2010/63/EU).  

 
2.2. Early post-natal Treatment 
Pups were injected (s.c.) with AlloP (3α-hydroxy-5α-pregnan-20-one, 20 mg/kg), 

finasteride (N-tert-Butyl-3-oxo-4-aza-5α-androst-1-ene-17β-carboxamide, 50 mg/kg) or vehicle 

(10% 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin dissolved in distilled water), once a day from the post-natal 

day 5 to 9 (PN5-PN9). AlloP and finasteride were dissolved in distilled water and 10% 2-

hydroxypropyl-β-cyclodextrin. The doses were chosen based on previous experiments which 

show that they were effective in changing behaviour in adulthood (for a review see [10]). For 

injections, each litter was removed from progenitors and returned to its cage in less than 12 

minutes. The chemicals were obtained from Sigma (Deisenhofen, Germany).  

 

2.3. Adult Treatment 
Subjects were administered (i.p.) with the 5HT3 antagonist ondansetron (ondansetron 

hydrochloride dehydrate (C18H19N3O•HCl•2H2O) obtained from Sigma), and were randomly 
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divided into three groups: 0.01mg/kg, 0.1mg/kg or vehicle (saline solution (0.9% NaCl)). The 

doses were chosen as they were effective to decrease alcohol intake [62] or to reduce DA efflux 

enhanced by morphine and haloperidol [63] in previous works. The administration took place 30 

minutes before solutions presentation on days 1, 2, 3 and 11, 12, 13, at the beginning of the initial 

and final phases of alcohol consumption (see section 2.5.). 

 
2.4. Novelty-seeking test 
In adulthood (PN70), novel object recognition was measured in an open-field apparatus, 

which consisted of a circular arena (81.5 cm diameter) enclosed by a wall 31.5 cm high. The open 

field was located in a separate room lit illuminated by a dim light (average 36 lx). NOP was carried 

out in three separated days, as has been previously reported [58,64,65]: (1) habituation to the 

apparatus (two separated sessions of 15 minutes) (Habituation trial); (2) one session of 10 

minutes to explore two identical objects (Sample trial); and (3) one session of 10 minutes to 

explore 2 different objects (one familiar and one new) (Test trial). The objects were Lego Duplo 

constructions (one was yellow in “L” shape and the other was dark-blue in “T” shape), which were 

randomly assigned to each subject. The objects were attached with Velcro to the floor at a 

distance of 27 cm from the wall of the open-field and 27 cm away from each other. The position 

(right/left) of the novel object in the third day was counterbalanced for each subject. The animals 

were individually placed faced to the wall at the beginning of the test. After each trial, the 

apparatus and the objects were cleaned with an aqueous solution containing EtOH (20% v/v) to 

prevent olfactory cues. The number of contacts and time the animal made, whether touch, sniff 

or nibble (around 1cm from the object) were monitored and manually recorded always by the 

same investigator placed in an adjacent room. To ensure that the training experience was 

matched for all rats, the subjects that not presented a minimum of 20 seconds of exploration of 

each object in sample trial were not included in the study. In addition, small areas (11.5 cm 

diameter) were delimited around the objects in order to automatically register number of entries 

in the object area and time spent within the object area by means of an activity monitoring system 

(SMART, Letica, Barcelona, Spain). This system is based on automated image analysis in real 

time, recorded by a video camera that is suspended from the ceiling over the apparatus. We 

decided to include this automatic recordings in order to obtain additional information as we have 

previously reported that post-natal finasteride administration induced a decrease in the 

exploratory behaviour using the Boissier test during adolescence and adulthood [48,66], and this 

effect on exploration could confound the interpretation of the results.  

In order to analyse the novel object preference, the following formulas was used: 

 

Preference for novel object =(novel object/(novel object + old object)) x 100 

 

This formula was applied to the 4 variables recorded: number of contacts, time of 

exploration, number of entries in the object area and time spent in the object area. 
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2.5. Alcohol consumption 
The procedure of alcohol consumption consisted on 1h per day (15:00-16:00 h) limited 

access to two plastic bottles (with a safety valve that prevented spillage and evaporation): (a) a 

solution of 10% (v/v) EtOH + 3% (w/v) glucose in distilled water; and (b) a solution of 3% (w/v) 

glucose in distilled water, during 15 consecutive days, starting at PN77. Variations of this 

procedure have been previously used by our group [18,19,31,34]. EtOH solution was prepared 

using EtOH absolute (synthesis grade 99.9%) from Scharlab (Barcelona, Spain). The glucose 

used was D(+)- glucose anhydrous from Panreac (Barcelona, Spain). In order to adaptation to 

the new condition, animals were housed individually two days before starting the alcohol 

consumption. The food was retired in the beginning of the procedure and the subjects remained 

with daily food restriction (5g per day administered together with the two bottles). We used food 

restriction (1) to compare with previous experiments from our laboratory that used the same 

procedure [18,19] and (2) to increase drug-seeking and drug reward magnitude [67,68]. A daily 

weight control of the animals was done before starting the alcohol and food intake in order to 

control weight loss; additional food was administered when was needed (this ration was adjusted 

in order to avoid that animals lose >15% of their initial weight). Glucose was added to avoid 

alcohol taste aversion, as used in previous experiments [18,19,31,34]. Bottles position was 

counterbalanced every day to avoid a possible bias. Bottles were weighted every day before and 

after its presentation with the purpose of determine the dose consumed. For the rest of the day, 

animals had ad libitum access to water. Grams of EtOH or grams of glucose were divided by 

kilograms of body weight to calculate the EtOH and glucose doses daily consumed. For daily 

EtOH solution preference the following formula was used: 

 

Preference for EtOH solution = (EtOH solution consumed/(EtOH solution consumed + glucose 

solution consumed)) x 100 

 

Based in previous studies [18,19,31,34], we considered an initial phase of alcohol 

consumption of ten days to assure consistent alcohol consumption levels, and a final phase of 

alcohol consumption (the last five days). Thus, ondansetron was injected in the first three days of 

each phase (see section 2.3).  

 

2.6. Statistical Analysis 
Data analysis was conducted by STATISTICA software (StatSoft, Tulsa, USA). 

Preference for novel object in the NOP test was analysed by means of an ANOVA with PNAT 

(post-natal treatment) as between-groups factor (three levels: VEH, AlloP, FIN). Three-way 

ANOVAs were used in order to analyse the dose (g/kg) of EtOH or glucose consumption, with 

PNAT, OND (adult treatment, 3 levels: control, ondansetron low dose, ondansetron high dose), 

and TIME as intra-subjects factor (15 levels, one per day). In resulting ANOVA partitions, TIME 

was subsequently divided according to adult ondansetron administrations: the first 10 days in 

order to analyze the possible effects of the injections made at the initial phase of consumption 
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(days 1, 2 and 3); and the last 5 days in order to study possible alterations related to injections 

made at the final phase (days 11, 12 and 13). Post-hoc Duncan tests were performed when 

needed. Data are shown as mean ± SEM. Partial eta squared (η2) has been included in order to 

provide effect size estimations. 

 

3. RESULTS 
 
3.1. Novel object preference 
3.1.1. Sample trial 
In the sample trial of novel object recognition test (habituation to two identical objects), 

there were no statistical differences between the time of exploration of the right and the left object 

in control post-natal vehicle (t=1.4; N.S.), Allop (t=0.85; N.S.) and finasteride (t=1.62; N.S.) 

groups. Thus, the two identical objects elicit equal amounts of exploration in all experimental 

groups. Moreover, ANOVA showed that there were no statistical differences between post-natal 

treatment groups in the time spent exploring the objects [F(2,103)=1.24; N.S.; VEH: 45.67±6.09; 

AlloP: 58.62±7.15; Finasteride: 46.56±5.81] nor in the number of contacts [F(2,103)=1.34; N.S.; 

VEH: 12±1.36; AlloP: 15.28±1.46; Finasteride: 13.21±1.44], and neither in the total time spent in 

the object areas [F(2,103)=0.52; N.S.; VEH: 46.2±14.38; AlloP: 46.02±6.33; Finasteride: 

32.26±5.78] or in the total of area entries [F(2,103)=1.68; N.S.; VEH: 18.34±2.49; AlloP: 

25.37±3.15; Finasteride: 19.21±3.1].  

 

3.1.2. Test trial 
Regarding to the original recorded variables, a significant PNAT effect in time spent 

exploring the old object [F(2,103)=4.21; p<0.05, η2=0.81] was found, showing finasteride group 

the lowest levels of exploration (see Table 1). Results showed no effects in the time of exploration 

of the novel object [F(2,103)=1.53;N.S.]. It was also found a significant PNAT effect in the old 

object contacts [F(2,103)=5.01; p<0.01, η2=0.83], presenting also finasteride animals the lowest 

levels of exploration (see Table 1). Moreover, differences between groups in the novel object 

contacts just fail to reach statistical significance [F(2,103)=2.54; p=0.08, η2=0.72]. Similar effects 

of finasteride group were observed in the automatic recorded variables: Time spent in the old 

object [F(2,103)=7.91; p<0.001, η2=0.89] and novel object areas [F(2,103)=2.72; p=0.07, 

η2=0.73], and entries in the old object area [F(2,103)=3.62; p<0.05, η2=0.78] but not in the novel 

object area [F(2,103)=1.36; N.S.]. See Table 1 for mean values and individual comparisons. 

In the novel object exploration preference, ANOVA showed a significant PNAT effect in 

time [F(2,103)=3.19; p<0.05, η2=0.76], contacts [F(2,103)=3.09; p<0.05, η2=0.76], time spent in 

the area [F(2,103)=4.13; p<0.05, η2=0.81] and area entries [F(2,103)=5.56; p<0.01, η2=0.84]. 

Subsequent post-hoc Duncan tests indicated that finasteride animals showed higher preference 

to explore the novel object than the other groups, in time of exploration as well as in contacts (see 

Figure 1). Furthermore, finasteride group also presented higher preference in time expended in 

the novel object area compared to AlloP (p<0.01) but differences just fail to reach statistical 
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significance compared to vehicle group (p=0.08). Finasteride group also showed a greater 

preference for entry to the novel object area compared to the other post-natal groups (differences 

between groups are detailed in Figure 1). 

 

3.2. EtOH intake 
3.2.1. Dose of EtOH consumed 
Regarding the dose of EtOH consumed by the animals, the mixed three-way ANOVA 

showed a significant effect of PNAT [F(2,97)=4.99; p<0.01, η2=0.83] and TIME factors 

[F(14,1358)=32.69; p<0.001, η2=0.97], and  a significant interaction between PNAT x TIME 

[F(28,1358)=1.98; p<0.01, η2=0.66]. This significant interaction indicates that effects of post-natal 

manipulations in EtOH intake were different depending on time period. Therefore, a partition in 

TIME factor was made splitting up the first 10 days and the last 5 days, according to the pattern 

of ondansetron administration (see 2.6. section).  

In the first 10 days of EtOH consumption, statistical analysis indicated that there were 

significant effects of PNAT [F(2,97)=5.46; p<0.01, η2=0.84], OND [F(2,97)=3.28; p<0.05, η2=0.77] 

and TIME [F(9,873)=30.56; p<0.001, η2=0.97] along with a significant interaction between these 

factors (PNAT x OND x TIME: F(36,873)=1.54; p<0.05, η2=0.61). The subsequent analysis split 

up by OND factor showed a significant effect of PNAT [F(2,31)=3.29; p=0.05, η2=0.77], TIME 

[F(9,279)=10.26; p<0.001, η2=0.91] and also an interaction between PNAT x TIME 

[F(18,279)=2.43; p<0.001, η2=0.71] in ondansetron control group. Subsequent analysis indicated 

that finasteride group consumed higher doses of EtOH than the other groups from day 6 (see 

Figure 2A for post-hoc comparisons). In the animals administered with low doses of ondansetron, 

although differences in PNAT just failed to reach statistical significance [F(2,33)=2.94, p=0.06, 

η2=0.75], significant effects of TIME [F(9,279)=13.63, p<0.001, η2=0.93] and PNAT x TIME 

[F(18,279)=1.89, p<0.05, η2=0.65] factors were observed. Subsequent Post-hoc Duncan test 

indicated that vehicle and finasteride treated-animals consumed higher dose of EtOH than AlloP 

from day 5 to day 9 (see Figure 2B for daily comparisons), and there were no differences between 

finasteride and vehicle groups. When ondansetron was administered at high doses, it was also 

observed a significant PNAT [F(2,33)=3.91; p<0.05, η2=0.80] and TIME [F(9,279)=7.67; p<0.001, 

η2=0.88] effect, along with a significant interaction between PNAT x TIME [F(18,279)=2.66; 

p<0.001, η2=0.73]. Subsequent post-hoc analysis showed lower levels of alcohol consumption in 

finasteride and AlloP animals than in control vehicle group from day 7 to day 10 (see Figure 2C). 

Thus, there were no significant differences between groups in the days of ondansetron 

administration (days 1, 2 and 3).  

Regarding the EtOH consumption in the last five days, only PNAT [F(2,97)=3.12; p<0.05, 

η2=0.76] and TIME [F(4,388)=6.18; p<0.001, η2=0.86] effects were found. Post-hoc Duncan tests 

indicated that AlloP treated-animals consumed lower dose of EtOH than the rest of the groups 

(see Figure 2D for mean values and comparisons). TIME effect indicated that EtOH consumption 

(mean of all experimental groups) increased across the 5 days [Post-hoc Duncan test: 

Day11<Day15 (p<0.001)]. 
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On the other hand, a complementary analysis split up by PNAT factor in the first 10 days 

showed that high ondansetron dose decreases alcohol consumption compared to low and control 

ondansetron only in post-natal finasteride treated rats (OND: F(2,32)=3.5, p<0.05, η2=0.78; TIME: 

F(9,288)=14.56, p<0.001, η2=0.94; OND x TIME: F(18,288)=2.42, p<0.01, η2=0.71; see Figure 3 

for post-hoc daily comparisons). Instead, there were no differences in alcohol intake between 

ondansetron groups in either post-natal AlloP (OND F(2,29)=0.15, N.S.; OND x TIME: 

F(18,261)=0.42, NS) or VEH (OND F(2,36)=1.68, N.S.; OND x TIME: F(18,324)=0.98, N.S.) 

groups.  Only a significant effect on TIME evolution was observed (AlloP: F(9,261)=4.12, p<0.001, 

η2=0.80; VEH: F(9,324)=15.18, p<0.001, η2=0.94)  indicating that alcohol intake increased across 

days in these groups. 

 

3.2.2. Dose of glucose consumed 
There were no significant effects of PNAT [F(2,97)=0.64; N.S.] and OND [F(2,97)=0.31; 

N.S.] factors, neither of the PNAT x OND x TIME interaction [F(56,1358)=0.72; N.S.]. Results 

showed a significant effect of TIME factor [F(14,1358)=47.28; p<0.001, η2=0.98] and PNAT x 

TIME interaction [F(28,1358)=2.06; p<0.001, η2=0.67]. Therefore, as in alcohol doses analysis, a 

partition by TIME factor was made. In the first 10 days there was a significant effect of TIME factor 

[F(9,873)=49.08; p<0.001, η2=0.98], and PNAT x TIME interaction [F(18,873)=2.17; p<0.01, 

η2=0.68] showing higher doses of glucose consumption in AlloP-treated animals compared to 

vehicle group, regardless of ondansetron treatment, in days 8, 9 and 10 (see Figure 4A for 

individual comparisons). Regarding the glucose dose consumed in the last five days, a significant 

effect of TIME factor [F(4,388)=4.07; p<0.01, η2=0.80] was observed, indicating an increase of 

glucose consumption across days in all experimental groups. Moreover, the interaction PNAT x 

OND x TIME just failed to reach statistical significance [F(16,388)=1.60; p=0.07, η2=0.62].  

 

3.2.3. EtOH solution preference 
Firstly, we analyzed the total fluid intake and there were no statistically significant effects 

of PNAT [F(2,97)=0.15; N.S.], OND [F(2,97)=1.26; N.S.] or its interaction [F(4,97)=0.16; N.S.]. 

There was a significant effect of the TIME factor [F(14,1358)=78.89; p<0.001], but TIME x PNAT 

[F(28,1358)=1.17; N.S.], TIME x OND [F(4,97)=1.16; N.S.] or TIME x PNAT x OND 

[F(56,1358)=0.58; N.S.] interactions were no significant. These results indicated that there were 

no differences between groups in the total fluid intake, which increased across days in the same 

way in all the experimental groups. 

Relating to EtOH preference, a tendency to significance in PNAT [F(2,97)=2.64; p=0.08, 

η2=0.73], and significant effects of TIME [F(14,1358)=2.51; p=0.001, η2=0.72] and PNAT x TIME 

factors [F(28,1358)=1.49; p<0.05, η2=0.60] was observed. This significant interaction indicates 

that the effects of post-natal manipulations on EtOH preference were different depending on time 

period. Therefore, the same TIME factor partition was made as in previous analyses. In the first 

10 days, there were a tendency to significance in PNAT [F(2,97)=2.75; p=0.07, η2=0.73] and 

significant effects of TIME factor [F(9,873)=2.73; p<0.01, η2=0.73] and PNAT x TIME interaction 

(n=12) 

(n=11) 

(n=12) 
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[F(18,873)=2.22; p<0.01, η2=0.69]. Post-hoc analyses indicated that, independently of 

ondansetron administrations, AlloP animals presented lower alcohol preference than the other 

two groups in the days 1 (FIN<VEH: p<0.05), 6 (AlloP<VEH: p<0.05; AlloP<FIN: p<0.05), 7 

(AlloP<VEH: p<0.05), 8 (AlloP<VEH: p<0.01; AlloP<FIN: p<0.001), 9 (AlloP<VEH: p<0.05) and 

10 (AlloP<VEH: p<0.001; FIN<VEH: p<0.05).  

In the last five days of consumption, there was no differences in alcohol preference 

between post-natal groups (PNAT: F(2,97)=1.51; N.S.; TIME: F(4,388)=0.69; N.S.; PNAT x TIME: 

F(8,388)=0.13; N.S.). 

 

4. DISCUSION 
 

The results of preference for a novel object indicate that early post-natal finasteride 

administration increased novelty-seeking preference in adult age. Even so, although finasteride 

animals had a preference for exploring the new object rather than the familiar one, they generally 

had lower exploration levels than the other groups (see Table 1). Low exploration levels in 

finasteride post-natal treated rats have been obtained in previous studies carried out in our 

laboratory in a different exploration test. In particular, it was observed that post-natal finasteride 

administration induced a decrease in the head-dipping exploratory behaviour when using the 

Boissier test during adolescence (at 40 and 60 days of age) [66] and in adulthood [48]. Thus, the 

present results indicate a differential effect of post-natal finasteride on exploration levels 

(decrease) and preference for novel objects (increase). On the other hand, as discussed further 

on, finasteride treated animals obtained the highest levels of alcohol intake compared to other 

groups. Given that novelty-seeking behaviours have been linked to drug abuse [15,16,17], the 

reported increase in alcohol consumption in the finasteride group could be related to an increase 

in the novelty-seeking behaviour. It was previously reported that a high novelty-seeking trait 

predicts both a propensity to compulsive psychostimulant drug use and the severity of drug 

addiction-like behaviour (for review see [16]). 

The main data of the present experiment shows that the effect of ondansetron on EtOH 

intake differs depending on the post-natal treatment. The higher tested dose of ondansetron 

decreased the consumption of alcohol, but only in the animals that consumed the higher alcohol 

doses, which were the ones that received post-natal finasteride administrations. This increase in 

alcohol consumption in an alcohol and food limited-access procedure (1 hour) has been 

previously reported in our laboratory in rats post-natally treated with finasteride [18,19]. However, 

new studies are needed to extend these results to free food models of alcohol consumption. In 

any case, this is the first time that a modulation of this finasteride effect on alcohol consumption 

by means of a 5HT3 antagonist administration has been observed. On the other hand, 

ondansetron did not reduce the consumption of alcohol in the post-natal vehicle group. Thus, 

ondansetron administration had no effects on initial alcohol consumption. It seems that 5HT3 

antagonists could be effective or ineffective depending on their doses, the alcohol drinking 

conditions, the duration of drug treatment, or the sex and strain of the animals [45,69,70,71]. In 
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our experiment, ondansetron was only effective at the higher tested dose, and although it did not 

affect alcohol consumption in controls, it reduced EtOH intake of finasteride rats. Thus, it could 

be deduced that 5HT3 receptors work differently in these animals as a consequence of the post-

natal treatment with finasteride, making them more sensitive to ondansetron. Moreover, it is 

important to keep in mind that these receptors participate in neurodevelopment. In fact, 5HT3 

receptors could be regulating the brain function and network formation during development [47]. 

These receptors have been located in the immature basal telencephalon, where neocortical 

GABAergic interneurons will be generated [47]. 5HT3 receptors are expressed in several types 

of neurons, including GABAergic interneurons in the neocortex and limbic system, which are 

crucial for controlling physiological functions of the brain, such as the inhibition of neuronal 

excitability [47]. Furthermore, 5HT3 receptors in vitro modulate the activity of DA neurons in the 

ventral tegmental area (VTA) [37], and it has been observed that 0.1mg/kg ondansetron reduced 

morphine-induced DA release in the nucleus accumbens in rats [63]. Thus, a decrease in the 

activation of this receptor via ondansetron administration could be related to changes in drug-

inducing DA release in the nucleus accumbens, which at the same time could be associated with 

changes in alcohol consumption. In previous studies by our group, it has been observed that the 

early post-natal finasteride treated animals, which showed higher levels of EtOH consumption, 

also showed lower levels of the ventrostriatal DA and serotonin [18], as well as DA release in 

nucleus accumbens after alcohol or food presentation [19] compared to controls. Therefore, the 

present experiment suggests that these effects could be mediated, at least in part, by alterations 

in 5HT3 receptors during development induced by finasteride administration. However, molecular 

experiments are needed to confirm this assertion. 

On the other hand, ondansetron had no effects on alcohol consumption on those specific 

days when the three first injections were made. This lack of ondansetron effects could be related 

to the very low levels of consumption observed in the initial phase of the procedure. However, the 

consumption levels remain low in finasteride animals treated with 0.1mg/kg of ondansetron during 

the days following its administration, compared to the control and ondansetron at low dose groups 

(see Figure 3). The rewarding properties of alcohol are relevant for the establishment of its 

consumption in initial stages. In this way, ondansetron could be affecting the alcohol gratification 

effect during the three injection days by the reduction of DA levels in the nucleus accumbens via 

5HT3 receptors antagonism [46,71,72]. Therefore, this effect could be reflected in the subsequent 

daily consumption, and especially in finasteride treated animals if they showed an increased 

sensitivity to 5HT3 receptors. In this way, finasteride administration in crucial stages of 

development inhibits the enzyme 5alpha-reductase that participates in the synthesis of 5-alpha-

reduced neuroactive steroids, including AlloP, a negative modulator of the 5HT3 receptor [1,5]. 

On the other hand, and related to ondansetron injections on days 11, 12 and 13, a decrease in 

alcohol intake from the day prior to the injection (day 10) was observed in the animals with higher 

consumption levels, although differences did not reach statistical significance: day 10 versus day 

11 in post-natal vehicle treated with high ondansetron dose (p=0.07, see Figure 2C), or day 10 

versus day 13 in post-natal vehicle treated with low ondansetron dose (p=0.06, see Figure 2B). 
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Although it has been documented that the administration of ondansetron (0.01 and 0.1 mg/kg) 

reduced EtOH intake in male Wistar rats [62] and attenuated alcohol seeking reinstatement 

induced by foot shock [73], these doses have been shown to be ineffective in other studies [71,74] 

(for a review see [75]). Moreover, as previously discussed (see above), different factors, including 

dosage, could be affecting the efficacy of ondansetron. Thus, higher doses of ondansetron would 

be needed to test its effects on alcohol intake reduction when it is administered on days 11, 12 

and 13.  
As regards the preference for alcohol consumption, animals treated in the post-natal 

period with AlloP showed a lower preference for alcohol consumption compared to other groups. 

The low alcohol preference in the AlloP group is related to its lower EtOH, and higher glucose, 

solution consumption (in all ondansetron groups). It should be noted that there were no 

differences between groups in the total fluid intake, thus differences in preference between AllopP 

subjects and the rest of the groups were not related to a general decrease in fluid intake. In 

finasteride treated animals, no differences were observed in EtOH solution preference compared 

to post-natal vehicle group, as obtained in previous experiments [18]. Finasteride animals had 

high levels of alcohol consumption in the ondansetron control or 0.01mg/kg groups (see Figures 

2A and 2B), but they also had higher consumption levels of glucose solutions compared to the 

post-natal control group, although the differences were not significant (see Figure 4).  

 

4.1. CONCLUSIONS 
 Early post-natal NS manipulation by administering finasteride increases the preference 

to explore new objects in the novelty-seeking test, as well as alcohol consumption in adult age. 

Moreover, the effect of ondansetron on alcohol consumption is different depending on the post-

natal NS manipulation. Only those animals treated with finasteride in the post-natal period, and 

that showed the highest levels of alcohol intake, exhibit a decrease in EtOH intake in the first days 

of consumption after receiving the higher dose of ondansetron. This increase in the sensitivity to 

ondansetron effects reported in post-natal finasteride group suggests possible changes in 5HT3 

receptors function. Taken together, our findings show, for the first time, that the manipulation of 

NS in crucial stages of development could play an important role in the maturation of the 5HT3 

serotonin receptors, which may be related to drug use/abuse vulnerability. 
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  VEHICLE FINASTERIDE ALLOP 

Contacts 
Old 9.68 ± 0.80 6.94 ± 0.68**# 10.34 ± 0.90 
New 8.63 ± 0.79 7.76 ± 0.61 10.38 ± 1.01 

Exploration 
Time 

Old 33.97 ± 3.14 22.04 ± 2.47 37.03 ± 5.35 
New 30.46 ± 3.01 27.36 ± 3.14 36.06 ± 4.30 

AreaEntries 
Old 17.74 ± 1.89 11.74 ± 1.45*# 17.03 ± 1.77 
New 15.13 ± 1.68 13.97 ± 1.49 17.91 ± 1.86 

Area Time 
Old 25.03 ± 2.60 17.61 ± 2.04*** 37.86 ± 5.55++ 
New 26.80 ± 3.16 24.63 ± 4.13 37.64 ± 5.11 

 

Table 1. Raw data from novel object recognition results in test trial expressed in X±SEM. 
Significant PNAT effect in time spent exploring the old object [F(2,103)=4.21 p<0.05], time in the 

old object area [F(2,103)=7.91 p<0.001], old object contacts [F(2,103)=5.01 p<0.01] and entries 

in the old object area [F(2,103)=3.62 p<0.05]. Differences in novel object contacts [F(2,103)=2.54 

p=0.08] and time spent in novel object area [F(2,103)=2.72 p=0.07] just failed to reach statistical 

significance. Symbols indicate the following differences: # finasteride vs. VEH; * finasteride vs. 

AlloP; + VEH vs. AlloP. (One symbol: p<0.05; two symbols: p<0.01 and three symbols: p<0.001). 
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Figure 1. Early post-natal finasteride administration induces preference for new object in 
novel object recognition test. Significant PNAT effect in the novel object exploration preference, 

in time [F(2,103)=3.20; p<0.05], contacts [F(2,103)=3.14; p<0.05], time spent in the area 

[F(2,103)=4.13; p<0.05] and area entries [F(2,103)=5.56; p<0.01]. Symbols indicate the following 

differences: # finasteride vs. VEH; * finasteride vs. AlloP. One symbol: p<0.05; two symbols: 

p<0.01. Number of subjects is detailed in the figure. 
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Figure 2. Early post-natal NS manipulation and adult ondansetron treatment on EtOH 
consumption. A) Control ondansetron group: Finasteride group shows higher levels of EtOH 

consumption (PNAT x TIME [F(18,279)=2.43; p<0.001]). B) Low ondansetron dose: AlloP group 

consume lower levels of alcohol compared to other groups (PNAT x TIME [F(18,279)=1.89, 

p<0.05]) C)High ondansetron dose: 0.1 mg/kg decreased alcohol consumption only in the animals 

post-natally treated with finasteride (PNAT x TIME [F(18,279)=2.66; p<0.001]). D) Animals post-

natally treated with AlloP show lower levels of consumption in the last 5 days (in average) 

compared to other groups (PNAT [F(2,97)=2.78; p=0.06], data collapsed across ondansetron 

treatment). Symbols indicate the following differences: # finasteride vs. VEH; * finasteride vs. 

AlloP; + VEH vs. AlloP. (One symbol: p<0.05; two symbols: p<0.01 and three symbols: p<0.001). 

The arrows indicate the days of injections, and number of subjects is detailed in the figure. 
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Figure 3. High ondansetron dose decreased alcohol consumption in those animals 

post-natally treated with finasteride. Significant interaction OND x TIME 

[F(18,288)=2.42, p<0.01]. Symbols indicate the following differences: $ Ondansetron 

control vs. Ondansetron 0.1; & Ondansetron 0.01 vs. Ondansetron 0.1. (One symbol: 

p<0.05; two symbols: p<0.01 and three symbols: p<0.001). The arrows indicate the days 

of injections, and number of subjects is detailed in the figure. 
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Figure 4. Post-natal AlloP increases glucose consumption. AlloP group presented higher 

levels of glucose consumptionregardless of ondansetron treatment (PNAT x TIME 

[F(18,873)=2.17; p<0.01]). Symbols indicate the following differences: * finasteride vs. AlloP; + 

VEH vs. AlloP. (One symbol: p<0.05; two symbols: p<0.01 and three symbols: p<0.001). The 

arrows indicate the days of injections, and number of subjects is detailed in the figure. 

 

 

 

  

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Vehicle

Finasteride

AlloP

Days

G
lu

co
se

 D
os

e 
(g

/k
g)

Pooled Ondansetron groups

+ 
+ 

+++ * 

(n=39) 

(n=35) 

 (n=32) 



99 
 

EXPERIMENTO 2b. Resultados 

 
Efectos de la manipulación postnatal temprana de los niveles de 
esteroides neuroactivos sobre la expresión del receptor de la serotonina 
tipo 3 en el mesencéfalo 

 
 
1. Expresión del receptor 5-HT3 durante la etapa postnatal temprana 

 

Para analizar la densidad del receptor 5-HT3 en las muestras del 

mesencéfalo neonatal, se utilizó un análisis de la varianza (ANOVA) con dos 

factores entre-grupo, el factor tratamiento NEO (3 niveles: VEH, ALLO y FIN) y 

el factor de extracción DIA (4 niveles: PN6, PN9, PN12, PN15).  

El análisis mostró un efecto significativo del factor DIA [F(3,56)=5.12; p<0.01]. 

No se observaron diferencias en función de NEO [F(2,56)=0.33; N.S.] ni de la 

interacción DIA x NEO [F(6,56)=0.78; N.S.]. 

Adicionalmente se analizó cada una de las curvas de expresión del receptor 

(para cada tratamiento neonatal) mediante comparaciones de medias. Se 

observó un aumento estadísticamente significativo de la expresión 5-HT3 entre 

los días PN6 y PN12 en el grupo control (NEO VEH) (t=-2.73; p<0.05). En 

cambio, este aumento en la densidad del receptor del grupo ALLO se observó 

entre PN6 y PN9 (t=-2.3; p<0.05). En el grupo FIN no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre los diferentes días de extracción de las 

muestras. Estos resultados indican que la máxima expresión del receptor 5-HT3 

mesencefálico se dio en PN12 en los animales tratados neonatalmente con 
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vehículo, mientras que en los sujetos tratados con allopregnanolona se adelantó 

a PN9 (ver figura 6).  

 

Figura 6. Porcentaje de expresión de la proteína del receptor 5-HT3. A) La expresión del 
receptor 5-HT3 es diferente en el grupo vehículo entre PN6 y PN12 (t=-2.73; p<0.05). B) La 
expresión del receptor 5-HT3 es diferente en el grupo allopregnanolona entre los días PN6 y PN9 
(t=-2.3; p<0.05). C) No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el grupo 
finasteride entre los diferentes días de extracción de las muestras. D) Imagen de las bandas del 
Western Blot. (Un símbolo: p <0.05). 
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2. Expresión del receptor 5-HT3 en edad adulta 

 

Respecto a la expresión del receptor 5-HT3 en estriado ventral adulto, en 

primer lugar, se analizó si el tratamiento con ondansetron durante la edad adulta 

produjo efectos en la expresión del receptor 5-HT3. Para ello se seleccionaron 

animales controles (vehículo neonatal) y se aplicó un análisis de la varianza 

usando el tratamiento con ondansetron ONDAN (3 niveles: salino, ondansetron 

dosis baja (0.01mg/kg) y ondansetron dosis alta (0.1mg/kg)) como variable 

independiente.  

Aunque la expresión del receptor 5-HT3 fue menor en el grupo tratado con la 

dosis alta de ondansetron (0.93±0.079) que en los grupos salino (1.12±0.096) o 

ondansetron a dosis bajas (1.1±0.098), el análisis de no mostró diferencias 

estadísticamente significativas en función del tratamiento con ondansetron 

[F(2,17)=1.4; N.S.]. 

Por otro lado, para estudiar los efectos del tratamiento neonatal y su 

posible interacción con la administración de ondansetron en edad adulta, 

empleamos un análisis de la varianza con dos factores entre-grupo. El primer 

factor fue el grupo neonatal (NEO: VEH, ALLO y FIN) y el segundo el tratamiento 

adulto (ONDAN: salino, ondansetron dosis baja y ondansetron dosis alta). El 

análisis mostró que no había diferencias estadísticamente significativas en la 

expresión del receptor 5-HT3 en función del tratamiento neonatal [F(2,55)=0.18; 

N.S.] o del tratamiento adulto [F(2,55)=1.35; N.S.] ni en su interacción 

[F(4,55)=0.2; N.S.]. 
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS 
 

Los resultados del presente trabajo muestran que la alteración de los 

niveles fisiológicos de NAS en etapas cruciales del desarrollo puede desempeñar 

un papel importante en la vulnerabilidad al consumo inicial de EtOH. 

En el primer experimento, se estudió el efecto de la manipulación neonatal 

y adolescente de los niveles de NAS sobre la sensibilidad a los efectos 

estimulantes del EtOH en edad adulta. Al comparar diferentes dosis de EtOH 

(0.5g/kg, 0.8g/kg y vehículo) en ratas Wistar macho NH (PN70), los resultados 

mostraron que la administración de 0.5g/kg de EtOH provocaba un efecto 

estimulante significativo sobre la actividad locomotora en la prueba de OF. Por 

lo tanto, se utilizó esta dosis para evaluar el efecto de la manipulación neonatal 

de los niveles de NAS sobre la sensibilidad a una dosis estimulante de EtOH. 

Los resultados indicaron que la administración neonatal de finasteride (PN5-

PN9) reduce la sensibilidad a los efectos estimulantes motrices de 0.5g/kg de 

EtOH en comparación con el resto de los grupos (allopregnanolona, vehículo y 

NH). Además, esta diferencia no se observó en aquellas ratas que habían sido 

tratadas con PROG, principal precursor de la allopregnanolona, durante la 

adolescencia temprana (PN30). Por otra parte, se constató que la administración 

de PROG aumentaba el porcentaje de entradas y tiempo en brazos abiertos en 

la prueba de EPM durante la adolescencia temprana, independientemente del 

tratamiento recibido neonatalmente y sin provocar diferencias en la actividad 

global. Por lo tanto, la administración de PROG durante la adolescencia 

temprana indujo un perfil de tipo ansiolítico. El principal hallazgo muestra que la 

alteración de los niveles fisiológicos de NAS neonatales mediante la inhibición 
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de la enzima 5α-reductasa (tratamiento con finasteride) disminuye la sensibilidad 

a los efectos estimulantes motrices de una dosis baja de EtOH, y este efecto 

puede modificarse mediante la administración de PROG en la adolescencia 

temprana. 

En el segundo experimento, se evaluó si la manipulación neonatal de los 

niveles de NAS modulaba la preferencia por la novedad y/o el efecto del 

antagonista del receptor 5-HT3 ondansetron sobre el consumo voluntario de 

EtOH, además de provocar una alteración en la expresión de este receptor 

serotoninérgico.  

En la primera fase de este experimento (experimento 2a), los resultados 

indicaron que los animales tratados neonatalmente con finasteride (PN5-PN9) 

exhibían un aumento del índice de preferencia por la novedad (preferencia por 

el objeto nuevo = (objeto nuevo / (objeto nuevo + objeto viejo)) x 100) comparado 

con el resto de los grupos (allopregnanolona, vehículo). Además, estos animales 

presentaban un mayor consumo inicial de EtOH. En cambio, la administración 

neonatal de allopregnanolona redujo la preferencia por esta droga. Por otro lado, 

este experimento puso de manifiesto que la administración de ondansetron 

(0.1mg/kg) durante los primeros días de consumo disminuía la ingesta inicial de 

EtOH sólo en el grupo tratado neonatalmente con finasteride Por lo tanto, la 

alteración de los niveles fisiológicos de NAS durante etapas cruciales del 

neurodesarrollo altera el efecto de un antagonista del receptor 5-HT3 sobre el 

consumo inicial de EtOH.  

En la segunda fase de este experimento (experimento 2b) se investigó si 

la manipulación de los niveles de NAS neonatales había alterado la expresión 

del receptor 5-HT3. Los resultados obtenidos en la etapa postnatal temprana 
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mostraron el valor máximo de expresión del receptor 5-HT3 mesencefálico en 

PN12 en aquellos animales tratados neonatalmente con vehículo. En cambio, los 

sujetos administrados con allopregnanolona durante el periodo postnatal 

temprano exhibieron un aumento en la expresión del receptor 5HT3 similar al 

grupo control, aunque produciéndose días antes (PN9). Por otro lado, los 

animales tratados neonatalmente con finasteride no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas en la expresión del receptor 5-HT3 entre los días 

de extracción de las muestras. En los resultados obtenidos en edad adulta 

(estriado ventral), no se obtuvieron diferencias en la expresión del receptor 5-

HT3 provocadas por el tratamiento con ondansetron y el consumo de EtOH, ni 

en función del tratamiento neonatal. 

 En el apartado siguiente se puede encontrar una discusión detallada de 

los resultados de cada experimento además de una discusión general sobre el 

conjunto de datos obtenidos en esta tesis doctoral. 
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DISCUSIÓN 
 

Ateración de los niveles de NAS durante la etapa postnatal y adolescencia 

tempranas: Efectos sobre la conducta emocional 

 

Los resultados del primer experimento sobre la conducta adolescente 

mostraron que la administración de PROG (PN30-PN32) aumentó tanto el 

porcentaje de entradas como el tiempo transcurrido en los brazos abiertos del 

EPM sin alterar la actividad global e independientemente del tratamiento 

neonatal. Pisu y colaboradores (2016) han observado que la administración de 

PROG (5mg/kg, una vez al día durante 5 días) aumenta los niveles de 

allopregnanolona tanto corticales como plasmáticos en ratas macho. Además, el 

perfil ansiolítico de la PROG en respuestas adaptativas al estrés y la ansiedad 

parece estar mediado por su metabolito, allopregnanolona, implicando la 

regulación de la actividad de los receptores GABAA (Melcangi et al. 2014; 

Schumacher et al., 2014) en ambos sexos (Gulinello et al., 2002; Schumacher et 

al., 2014). Por lo tanto, aunque en nuestro experimento no se midieron los niveles 

de allopregnanolona y la dosis de PROG utilizada fue mayor (25mg/kg, una vez 

al día durante 3 días), es plausible que el efecto ansiolítico en la prueba de EPM 

observado en los animales administrados con PROG estuviera relacionado con 

su conversión en allopregnanolona. Sin embargo, no se pueden descartar otros 

efectos producidos por la alta dosis que ha sido utilizada en nuestro estudio 

(como podría ser un aumento de otros de los metabolitos de la PROG como la 

THDOC o la testosterona, o su acción en otros receptores como el 5-HT3 o el 

receptor de la progesterona). 
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Por otro lado, no se observaron efectos de la manipulación neonatal de 

los niveles de NAS en la prueba de EPM, ni en su modulación de la respuesta 

conductual a la administración de PROG. Esta ausencia de efectos no era 

esperada, ya que en estudios previos realizados en nuestro laboratorio 

habíamos comprobado que la manipulación de los niveles de NAS neonatales 

alteraba la conducta exploratoria en la adolescencia (Darbra y Pallarés, 2010), 

así como el comportamiento de tipo ansioso en edad adulta (Darbra y Pallarés, 

2012). Estas diferencias entre los datos del presente trabajo y resultados previos 

podrían ser debidas a las distintas metodológicas utilizadas en cada 

experimento, tales como la dosis neonatal de allopregnanolona administrada 

(20mg/kg vs. 10mg/kg), el tipo de conducta emocional (ansiedad vs. exploración 

de ambientes nuevos) o la etapa del desarrollo en que se efectúa la evaluación 

del comportamiento (PN30 vs. PN40/PN60 o PN80). En este sentido, en nuestro 

laboratorio ya habíamos observado un efecto de la edad en la evaluación 

conductal, independientemente del tratamiento neonatal. Concretamente, los 

niveles de exploración de agujeros en la prueba de Boissier fueron más altos en 

PN40 que en PN60 (Darbra y Pallarés, 2010). Estos resultados ponen de 

manifiesto que los efectos conductuales concretos observados durante un 

periodo del desarrollo no tienen por qué manifestarse en otras etapas (Doremus-

Fitzwater et al., 2012; Barbayannis et al., 2017; Blume et al., 2018). 
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Ateración de los niveles de NAS durante la etapa postnatal y adolescencia 

tempranas: Sensibilidad a los efectos estimulantes de una dosis baja de 

EtOH 

 

Los datos obtenidos en el estudio preliminar (experimento 1) mostraron 

que la administración de una dosis de 0.5g/kg de EtOH produce un efecto 

estimulante sobre la conducta locomotriz en la prueba de OF en ratas Wistar 

macho. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en un estudio 

realizado en la misma cepa (Karlsson y Roman, 2016) y corroboran datos previos 

reportados en ratas Long-Evans (Blakley y Pohorecky, 2006). Así, esta dosis 

(0.5g/kg) se utilizó para evaluar los efectos de la manipulación neonatal de los 

niveles de NAS en la sensibilidad a los efectos estimulantes del EtOH. Los 

resultados indicaron que la administración neonatal de finasteride disminuye la 

actividad locomotora inducida por una dosis baja de EtOH. Estos datos sugieren 

que la alteración de los niveles neonatales de NAS puede modular la sensibilidad 

a los efectos estimulantes motrices producidos por el EtOH, los cuales han sido 

considerados un factor de riesgo para el consumo y la dependencia alcohólica 

(Schuckit, 1994; Holdstock et al., 2000; King et al., 2002; King et al., 2011). 

Además, varios autores han sugerido que tanto la estimulación locomotriz como 

las propiedades reforzantes/motivacionales del EtOH son producidas por la 

activación de la via dopaminérgica que proyecta desdel ATV hacia el núcleo 

accumbens (Wise y Bozarth, 1987; Phillips y Shen, 1996; Amalric y Koob 1993; 

Tzschentke y Schmidt 2000; Meyer et al., 2009; Gubner et al., 2013; Söderpalm 

y Ericson, 2013), así que, sería interesante realizar más experimentos para 

comprobar si el tratamiento neonatal con finasteride está alterando la estructura 
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o funcionalidad del sistema dopaminérgico mesolímbico, y afectando no sólo la 

sensibilidad a los efectos estimulantes motrices del EtOH, sinó también la 

sensibilidad a la búsqueda de la droga. 

Es importante señalar que la disminución en la respuesta locomotora a 

una dosis estimulante de EtOH provocada por el tratamiento neonatal con 

finasteride no se observó en aquellos animales administrados con PROG 

durante la adolescencia temprana. Estos resultados sugieren que algunos de los 

cambios causados por las distintas manipulaciones neonatales pueden ser 

modulados por los niveles de NAS en la adolescencia temprana, y ponen de 

relieve la importancia de este período de adaptación necesario para la 

especialización de los sistemas cerebrales (Luna et al., 2015; Romeo, 2017). 

 Finalmente, se observó un efecto de la manipulación postnatal temprana 

en la conducta locomotriz basal en edad adulta. Los animales tratados 

neonatalmente con vehículo exhibieron una mayor actividad motriz comparado 

con el grupo que no fue manipulado, independientemente del tratamiento 

recibido durante la adolescencia. En este sentido, ha sido puesto de manifiesto 

que los eventos ambientales durante etapas tempranas del neurodesarrollo 

pueden inducir cambios en el comportamiento adulto (Stamatakis et al., 2008; 

Todeschin et al., 2009). Anteriormente ya habíamos observado efectos de la 

manipulación neonatal en estudios realizados en nuestro laboratorio. 

Concretamente, observamos que los animales administrados neonatalmente con 

vehículo mostraban una disminución en la conducta exploratoria en la prueba de 

Boissier y un aumento en las pautas conductuales relacionadas con la ansiedad 

en el EPM en comparación con el grupo no manipulado, efecto que fue 
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neutralizado por la administración neonatal de allopregnanolona (Mòdol et al., 

2013).  

 

Ateración de los niveles de NAS durante la etapa postnatal temprana: 

Preferencia por la novedad 

 

Los resultados del experimento 2a indicaron que la administración postnatal 

temprana de finasteride aumentaba el índice de preferencia por explorar un 

objeto nuevo frente a uno familiar en comparación con el grupo control y el 

tratado con allopregnanolona, lo que sugiere que los animales administrados con 

finasteride presentarían un perfil de búsqueda de la novedad. Si bien no hemos 

evaluado el rasgo de búsqueda de sensaciones, en estudios previos llevados a 

cabo en nuestro laboratorio en pruebas de exploración de ambientes nuevos, 

observamos que la administración postnatal temprana de finasteride inducía una 

disminución de la exploración y de la actividad locomotriz en la prueba de 

Boissier durante la adolescencia (PN40 y PN60) (Darbra y Pallarés, 2010) y en 

edad adulta (Mòdol et al., 2013). Estos últimos resultados junto con los del 

presente trabajo muestran que los animales tratados con finasteride exhiben una 

menor actividad locomotriz en ambientes nuevos, pero ante la elección de 

explorar un objeto nuevo vs. uno familiar, prefieren la novedad. Por lo tanto, es 

posible que estos animales presenten un perfil de búsqueda de novedad, pero 

no de sensaciones, lo que iría en concordancia con la hipótesis que propone que 

estos dos rasgos son disociables (Cain et al., 2005, Belin et al., 2011; Flagel et 
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al., 2014). De todas formas, para confirmar esta hipótesis sería necesario realizar 

pruebas de búsqueda de sensaciones en nuestros animales. 

 

Ateración de los niveles de NAS durante la etapa postnatal temprana en el 

consumo inicial de EtOH: Implicación del receptor 5-HT3 

 

En el segundo experimento también se evaluó el efecto de la manipulación 

de los niveles de NAS durante la etapa postnatal temprana en la acción de un 

antagonista selectivo del receptor 5-HT3 sobre el consumo inicial de EtOH, 

además de analizar la alteración en la expresión de este receptor en el 

mesencéfalo neonatal y el estriado ventral adulto. Como nos interesaba seguir 

estudiando el efecto del finasteride, el cual, según resultados anteriores, provoca 

una mayor vulnerabilidad al consumo voluntario (Llidó et al., 2016a; Llidó et al., 

2016b), decidimos no administrar PROG durante la adolescencia temprana, ya 

que ésta neutralizó los efectos del finasteride neonatal sobre la sensibilidad a los 

efectos estimulantes motrices de 0.5g/kg de EtOH. 

Los resultados de la primera fase de este experimento mostraron que la 

dosis más alta del antagonista del receptor 5-HT3, ondansetron (0.1mg/kg), sólo 

disminuyó el consumo de EtOH en los animales que habían sido tratados 

neonatalmente con finasteride, los cuales presentaban niveles más altos de 

ingesta de esta droga. El aumento del consumo de EtOH que muestran los 

sujetos administrados con finasteride corrobora resultados previos obtenidos en 

nuestro laboratorio en ratas que habían seguido el mismo paradigma de 

consumo (acceso a la droga y al alimento durante 1h al día) (Llidó et al., 2016a; 
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Llidó et al., 2016b). En el presente trabajo se utilizó la restricción alimentaria para 

poder comparar nuestros resultados con los de estos experimentos previos y 

para aumentar la búsqueda de drogas, además de la magnitud de la recompensa 

que ésta provoca (Söderpalm y Hansen, 1999; Carr, 2011). Sin embargo, sería 

interesante comprobar si el tratamiento con finasteride neonatal también provoca 

un aumento de la ingesta de la droga en modelos de consumo de EtOH donde 

los animales tienen libre acceso a la comida sin restricciones.  

Si bien ha sido documentado que la administración de ondansetron (0.01 

y 0.1mg/kg) reduce el consumo de EtOH en ratas Wistar machos (Tomkins et al., 

1995) y atenúa la búsqueda de esta droga (Lê et al., 2006), en nuestro 

experimento no se observaron efectos del ondansetron sobre el consumo del 

grupo control. Estos datos irían en consonancia con otros estudios que han 

documentado que estas dosis son ineficaces para reducir el consumo (Pei et al., 

1993; Beardsley et al., 1994; para una revisión ver Yardley y Ray, 2017). El 

efecto del ondansetron sólo fue significativo en aquellos animales tratados 

neonatalmente con finasteride, poniendo de manifiesto la existencia de 

diferencias individuales moduladas por la alteración de los niveles de NAS 

durante el desarrollo temprano. Probablemente se necesitarían dosis más altas 

de ondansetron para producir una reducción significativa de la ingesta de EtOH 

en los animales control. De hecho, la efectividad de los antagonistas del receptor 

5-HT3 dependen de la dosis, las condiciones de consumo de EtOH, la duración 

del tratamiento farmacológico o el sexo y la cepa de los animales (Knapp y 

Pohorecky, 1992; Pei et al., 1993; McKinzie et al., 1998; Moore et al., 2014).  

El receptor 5-HT3 està relacionado con las propiedades reforzantes del 

EtOH a través de la modulación de la liberación de dopamina en el núcleo 
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accumbens (Minabe et al., 1991; Rasmussen et al., 1991; Campbell y McBride, 

1995; Campbell et al., 1996; Deehan et al., 2016). En ese sentido, estudios in 

vitro han puesto de manifiesto que los receptores 5-HT3 modulan la actividad de 

las neuronas dopaminérgicas en el ATV (Campbell et al., 1996), y que una dosis 

de 0.1mg/kg de ondansetron reduce la liberación de dopamina inducida por la 

morfina en el núcleo accumbens en ratas (De Deurwaerdère et al., 2005). Por lo 

tanto, una mayor sensibilidad a los efectos del ondansetron sobre la ingesta de 

EtOH en los animales tratados neonatalmente con finasteride podría estar 

indicando una disminución más efectiva de los niveles de dopamina en el núcleo 

accumbens comparado con el grupo control. Si fuera así, estos resultados 

sugerirían que el grupo finasteride podría presentar una alteración del receptor 

5-HT3 provocando un efecto antagonista más potente del fármaco ondansetron. 

Por otro lado, dado que los sujetos administrados neonatalmente con finasteride 

liberan menos dopamina en el núcleo accumbens en estadios iniciales del 

consumo de EtOH comparado con el grupo control (Llidó et al., 2016b), 

sugiriendo la presentación de un tono hipodopaminérgico, es posible que el 

tratamiento con ondansetron (0.1mg/kg) esté disminuyendo la liberación de 

dopamina mesolímbica hasta niveles que no producen refuerzo/motivación por 

consumir EtOH en el grupo finasteride. En cambio, en el grupo control, que 

supuestamente presenta niveles previos de dopamina más elevados, esta 

misma dosis de ondansetron no sería capaz de disminuir la liberación de 

dopamina hasta un nivel parecido al del grupo tratado con finasteride. 

Debe tenerse en cuenta que los efectos del ondansetron sobre la ingesta 

de EtOH sólo fueron visibles días después de su administración. Las dosis de 

EtOH consumidas durante los tres primeros días de consumo eran muy bajas, 
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como era esperable. Cuando se usa un modelo de libre elección para determinar 

la ingesta voluntaria de EtOH en ratas, los animales generalmente no adquieren 

una alta ingesta de esta droga, a menos que se usen aniamles genéticamente 

predispuestos para un alto consumo (Gustafsson y Nylander, 2006). La mayoría 

de las ratas no preferidoras generalmente presentan una ingesta baja de 

soluciones de EtOH (Richter y Campbell, 1940; Hansen et al., 1994; Gustafsson 

y Nylander, 2006), tal como se observa en nuestros animales, los cuales exhiben 

un consumo inicial bajo que aumenta progresivamente a lo largo de los días. No 

obstante, el grupo finasteride tratado con 0.1mg/kg de ondansetron mantuvo los 

niveles de consumo muy bajos hasta la mitad de la segunda semana. Como ya 

se ha comentado, las primeras administraciones de ondansetron podrían estar 

alterando la motivación por la búsqueda de la recompensa inducida por el EtOH 

en el grupo finasteride mediante la reducción de los niveles de dopamina en el 

núcleo accumbens a través de su acción sobre los receptores 5-HT3 (Pei et al., 

1993; Rodd et al., 2004; Sari et al., 2011). Este efecto se reflejaría en el consumo 

posterior, ya que la respuesta subjetiva inicial a los efectos 

reforzantes/motivacionales del EtOH se ha definido como un endofenotipo en la 

etiología del alcoholismo que refleja su capacidad para predecir el consumo 

futuro de EtOH, además de su uso indebido (Ray et al., 2010; King et al., 2011; 

Nentwig et al., 2017).  

Respecto a los resultados de la preferencia por el consumo de EtOH, los 

animales tratados con allopregnanolona durante el período postnatal temprano 

presentaban una menor preferencia por el consumo de esta droga comparado 

con el resto de los grupos, e independientemente del tratamiento con 

ondansetron. Cabe señalar que no hubo diferencias entre los grupos en la 
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ingesta total de líquidos, por lo que las diferencias de preferencia entre los 

sujetos tratados con allopregnanolona y el resto de los grupos no se relacionaron 

con una disminución general en la ingesta de líquidos. En cambio, los animales 

tratados con finasteride no exhibieron diferencias en la preferencia de EtOH 

respecto al grupo vehículo. Estos resultados pueden ser explicados por los 

niveles de consumo de estos animales, ya que, en general, presentan altos 

niveles de ingesta de EtOH, además de altos niveles de consumo de glucosa, lo 

que concuerda con resultados obtenidos en experimentos previos (Llidó et al., 

2016a). En este sentido, varios estudios han demostrado que una alta ingesta 

de soluciones dulces correlaciona positivamente con un alto consumo de EtOH 

(Gosnell y Krahn, 1992; Koros et al., 1998), así como, se ha observado que 

diversas líneas de ratas criadas selectivamente para preferir el EtOH también 

muestran una alta preferencia por soluciones dulces (Dess et al., 1998; Woods 

et al., 2003), sugiriendo la existencia de una solapamiento genético entre la 

preferencia por soluciones dulces y la alta ingesta de EtOH (Bachmanov et al., 

2011). 

En la segunda fase de este experimento 2 se investigó el posible efecto de 

la manipulación de los niveles de NAS neonatales sobre la expresión del receptor 

5-HT3. Debe tenerse en cuenta que los resultados de este estudio son 

preliminares, ya que en el momento de presentar esta tesis doctoral sólo ha sido 

posible analizar la expresión del receptor 5-HT3 de algunas estructuras. 

Observamos en cerebro postnatal temprano que los animales control exhibían 

un incremento en la expresión del receptor 5-HT3 mesencefálico en PN12 

comparado con PN6. En otras estructuras del SNC como el cerebelo, también 

se observa un pico en la expresión del receptor 5-HT3 alrededor de la segunda 
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semana postnatal (Oostland et al., 2011; Oostland y Van Hooft, 2013), en la que 

este receptor participa en el control de la eliminación de fibras trepadoras 

cerebelares (Oostland et al., 2013). 

Por otro lado, nuestros resultados mostraron que los animales administrados 

con allopregnanolona exhibían diferencias temporales en la expresión máxima 

del receptor 5-HT3 de manera similar al grupo control, aunque produciéndose 

días antes (PN9). Además, el grupo tratado con finasteride también exhibió un 

patrón temporal distinto respecto a los otros grupos, ya que estos animales no 

presentaron diferencias en la expresión entre los días de extracción de las 

muestras. El receptor 5-HT3 participa en el neurodesarrollo, y puede encontrarse 

en neuroblastos que migran hacia el estriado (núcleo accumbens) durante las 

tres primeras semanas de vida (Inta et al., 2008), y también se expresa en las 

interneuronas GABAérgicas del prosencéfalo en desarrollo (Engel et al., 2013). 

Así, la expresión alterada de este receptor podría provocar una modificación en 

la vía mesocorticolímbica afectando la búsqueda de la recompensa producida 

por drogas como el EtOH. Sin embargo, aunque obtuvimos efectos de los 

tratamientos neonatales en la expresión del receptor 5-HT3 en el mesencéfalo 

de crías de rata, no observamos diferencias entre los distintos tratamientos 

neonatales en la expresión de este receptor en las muestras de estriado ventral 

adulto. Decidimos analizar, en primer lugar, el estriado ventral en edad adulta 

para comprobar los efectos obtenidos en estudios previos en que los animales 

exhibieron bajos niveles de serotonina y una mayor ratio de turnover (5-

HIAA/serotonina) en esta estructura, indicando una posible disminución en la 

actividad serotoninérgica, ya que los niveles de su metabolito (5-HIAA) no 

incrementaron (Llidó et al., 2016a). Aunque no haya un efecto observable del 
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tratamiento neonatal con finasteride en la expresión del receptor 5-HT3 en el 

estriado de rata adulta, sí que podría haberlo en otras estructuras importantes 

en el procesamiento de la búsqueda de recompensa en la adultez, como el ATV 

(mesencéfalo). Por tanto, otros estudios son necesarios para analizar la 

expresión o la función del receptor 5-HT3 en ésta y otras estructuras cerebrales 

que puedan explicar por qué los animales tratados con finasteride son más 

sensibles a un fármaco antagonista selectivo de este receptor. 

 

Discusión general: La participación de los NAS durante las etapas 

postantal y adolescente temparanas en la vulnerabilidad al consumo de 

EtOH 

 

El objetivo de este trabajo es evaluar los efectos de la manipulación de los 

niveles de NAS durante periodos críticos del neurodesarrollo, como la etapa 

postnatal y la adolescencia tempranas, en la vulnerabilidad al consumo de EtOH. 

En términos de vulnerabilidad, el neurodesarrollo temprano es una etapa crucial 

en la que pueden producirse cambios que aumenten el riesgo a consumir 

sustancias adictivas (Enoch, 2011). Además, como ya se ha comentado en 

diversos apartados, son varios los elementos que pueden influir en el consumo 

de drogas. En ese sentido, el consumo inicial es clave, así como los diferentes 

factores que lo precipitan. Dado que al manipular los niveles fisiológicos de NAS 

en etapas cruciales del neurodesarrollo a través de la administración de 

finasteride, se observa un aumento del consumo de EtOH (Llidó et al., 2016a; 

Llidó et al., 2016b), hipotetizamos que distintos factores de vulnerabilidad al 
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consumo de EtOH, como la sensibilidad a sus efectos estimulantes o una mayor 

preferencia por la novedad, podrían verse afectados por la manipulación de los 

niveles de NAS en el período neonatal y/o durante la adolescencia temprana. 

También hipotetizamos que esta manipulación podría estar alterando la 

maduración del sistema serotoninérgico a través del receptor 5HT3. 

Esta hipótesis parece ser confirmada por los resultados obtenidos en el 

presente trabajo. Siguiendo la propuesta de que los efectos estimulantes 

motrices inducidos por sustancias adictivas activan el sistema dopaminérgico 

mesolímbico (Wise y Bozarth, 1987; Phillips y Shen, 1996; Söderpalm y Ericson, 

2013) el cual está relacionado con la sensibilidad a la búsqueda de recompensa 

(Willuhn et al., 2010), y que esta respuesta inicial subjetiva al EtOH puede 

predecir el consumo voluntario y el riesgo de consumo abusivo de esta droga 

(Ray et al., 2010; King et al., 2011; Nentwig et al., 2017), sería razonable pensar 

que los efectos del tratamiento neonatal con finasteride sobre la sensibilidad a 

los efectos estimulantes motrices del EtOH y sobre el consumo inicial de esta 

droga estarían relacionados. No obstante, los animales tratados con finasteride 

presentaron un incremento del consumo inicial de EtOH, pero una disminución 

de la sensibilidad a sus efectos estimulantes motrices. Se ha sugerido que, 

aunque los mecanismos relacionados con los efectos estimulantes y 

motivacionales del EtOH pueden solaparse a nivel de ciertas dianas 

moleculares, no tienen porque ser exactamente los mismos (Brabant et al., 

2014), y esto podría justificar la discrepancia entre nuestros resultados. De todas 

formas, ya que observamos que la sensibilidad a los efectos estimulantes 

motrices de una dosis baja de EtOH disminuyó al administrar neonatalmente 

finasteride, podría ser que esta baja sensibilidad estuviera relacionada con una 
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menor sensibilidad al refuerzo/motivación inducidos por la droga (Wise y 

Bozarth, 1987; Phillips y Shen, 1996; Meyer et al., 2009; Söderpalm y Ericson, 

2013), lo que podría indicar la presencia de un tono hipodopaminérgico en estos 

animales. Esta hipótesis estaría relacionada con los bajos niveles de dopamina 

observados en experimentos previos en animales tratados neonatalmente con 

finasteride, los cuales presentaban un mayor nivel de ingesta de EtOH (Llidó et 

al., 2016a; Llidó et al., 2016b), y estaría en la línea de aquellos trabajos que 

vinculan la inhibición dopaminérgica con una disminución en la sensibilidad a los 

efectos estimulantes del EtOH (Brabant et al., 2014). Diversos estudios han 

demostrado que las ratas seleccionadas para expresar una alta preferencia por 

consumir EtOH presentan una menor inervación del sistema dopaminérgico 

mesocorticolímbico (Zhou et al., 1995; Casu et al., 2002) y niveles más bajos de 

dopamina en el núcleo accumbens comparado con ratas no preferidoras de esta 

droga (Murphy et al., 1982; McBride et al., 1995). Así, nuestros resultados junto 

con los datos de experimentos previos sugieren que los animales que presentan 

niveles más bajos de dopamina serían aquellos que exhiben una menor 

sensibilidad a los efectos estimulantes motrices del EtOH, los cuales consumirían 

mayores cantidades de EtOH, según la hipótesis hipodopaminérgica, para 

compensar la deficiencia en los niveles de dopamina mesolímbica (Blum et al., 

1996; Blum et al., 2000; Febo et al., 2017). 

Como ya se ha subrayado, uno de los receptores que controla la liberación 

de dopamina inducida por el EtOH es el receptor 5-HT3. Tanto el EtOH, como la 

allopregnanolona a concentraciones altas, pueden actuar sobre este receptor 

(Lovinger, 1999; Deehan et al., 2016; Wetzel et al., 1998; Rupprecht, 2003; Giatti 

et al., 2018). Es la primera vez que se observa una modulación de los efectos de 
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un antagonista del receptor 5-HT3 sobre el consumo inicial de EtOH mediante la 

manipulación neonatal de los niveles fisiológicos de NAS. Las ratas que han sido 

tratadas neonatalmente con un inhibidor de la enzima 5α-reductasa parecen ser 

más sensibles al ondansetron, ya que este fármaco antagonista serotoninérgico 

5-HT3 reduce significativamente el consumo inicial de EtOH sólo en estos 

animales. Siguiendo la hipótesis hipodopaminérgica antes comentada, el 

ondansetron podría estar neutralizando las propiedades reforzantes del EtOH y 

disminuyendo la motivación por consumir la droga, ya que la liberación de 

dopamina mesolímbica sería demasiado baja en estos animales como para 

inducir la búsqueda del EtOH. Por otro lado, la alta sensibilidad al ondasetron 

exhibida por estos animales sugiriere una posible alteración de los receptores 5-

HT3. El receptor 5-HT3 regula la función cerebral y la formación de redes 

neurales durante el desarrollo, y ha sido localizado en el telencéfalo basal 

inmaduro, donde se generan interneuronas GABAérgicas neocorticales (Engel 

et al., 2013). Tanto en el neocortex como en el sistema límbico, los receptores 

5-HT3 se expresan en este tipo de interneuronas, las cuales son cruciales para 

controlar funciones fisiológicas del cerebro como la inhibición de la excitabilidad 

neuronal (Engel et al., 2013). Así, la manipulación de los niveles neonatales de 

NAS podría estar afectando tanto a los receptores 5-HT3 como a la maduración 

de estas estructuras cerebrales, lo que, a su vez, podría llevar a una alteración 

en el valor reforzante y/o la motivación por consumir EtOH y por lo tanto en su 

ingesta. Los datos preliminares que hemos obtenido en nuestro estudio 

confirman parcialmente esta hipótesis, ya que observamos diferencias en el 

patrón temporal de la expresión del receptor 5-HT3 según el tratamiento neonatal 

en el mesencéfalo de crías de rata. No obstante, los sujetos adultos no 
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presentaron diferencias en la expresión de este receptor en el estriado ventral, 

hecho que podría estar relacionado con la técnica utilizada (Western Blot), que 

es semicuantitativa y no ofrece un recuento exacto, ni permite la observación de 

otros parámetros. Sería necesario realizar más pruebas para analizar tanto las 

diferencias en la expresión del receptor 5-HT3 en otras estructuras importantes 

en el circuito de la motivación/recompensa, así como para estudiar la posible 

alteración estructural o funcional de este receptor. 

En el experimento 2a se evaluó la NOP, ya que el rasgo de búsqueda de 

novedad ha sido relacionado tanto con el consumo como con el abuso de 

sustancias (Deroche-Gamonet y Piazza, 2014; Manzo et al., 2014; Belin et al., 

2016). Los resultados mostraron que los animales tratados con finasteride 

presentaban un índice de preferencia más elevado por explorar un objeto nuevo 

vs. uno familiar. Así, este aumento en la preferencia por la novedad podría indicar 

que estos sujetos son más vulnerables a consumir sustancias adictivas, lo cual 

estaría relacionado con el aumento en el consumo de EtOH exhibido por estos 

animales. Por otro lado, como ya hemos comentado, en estudios previos hemos 

observado que los animales tratados neonatalmente con finasteride presentan 

tanto bajos niveles de conducta exploratoria como de actividad locomotriz 

respecto al grupo control (Darbra y Pallarés, 2010; Mòdol et al., 2013), 

sugeririendo que la administración neonatal de finasteride puede provocar un 

perfil de búsqueda de la novedad, pero no de sensaciones. No obstante, sería 

interesante realizar más pruebas de búsqueda de sensaciones para poder 

delimitar mejor un perfil de vulnerabilidad (búsqueda de sensaciones y/o 

novedad) junto con pruebas de consumo y abuso de sustancias. 
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El presente trabajo también muestra el importante papel que juegan los NAS 

durante la adolescencia, ya que la administración del principal precursor de la 

allopregnanolona (PROG) durante la adolescencia temprana (PN30) compensó 

el efecto del finasteride neonatal sobre la sensibilidad a los efectos estimulantes 

motrices del EtOH (experimento 1). Es sabido que la administración de PROG 

aumenta los niveles de allopregnanolona (Moran y Smith, 1998; Pisu et al., 

2016). Así, un aumento de la allopregnanolona, como el que se daría en 

respuesta a situaciones de estrés agudo (Purdy et al., 1991; Barbaccia et al., 

1996; Barbaccia et al., 1997; Cozzoli et al. 2014), podría neutralizar los efectos 

causados por la alteración de los niveles de NAS durante la etapa postnatal 

temprana. Estos resultados pueden relacionarse con procesos dinámicos que 

abarcan la adaptación funcional frente a la adversidad, conocido como resiliencia 

(Luthar y Zigler, 1991). Muchos estudios se han centrado en las experiencias 

adversas durante el desarrollo como un factor de riesgo, excluyendo la 

posibilidad de que en algunos casos pueden ser adaptativo en función del 

entorno adulto (Schmidt, 2011), ya que se ha observado que no todos los sujetos 

expuestos a experiencias estresantes desarrollan trastornos psiquiátricos 

relacionados con el estrés (Carnevali et al., 2018) 

En resumen, los resultados del presente trabajo exponen que los niveles 

fisiológicos de NAS en etapas cruciales del desarrollo podrían desempeñar un 

papel importante en la vulnerabilidad al consumo de EtOH, ya que la inhibición 

de la enzima 5α-reductasa disminuye la sensibilidad a los efectos estimulantes 

del EtOH, aumenta la preferencia por la novedad, además de aumentar la 

sensibilidad a los efectos de un antagonista del receptor 5-HT3 sobre el consumo 

inicial de EtOH. Por otro lado, el presente trabajo ha puesto de manifiesto que la 
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administración del precursor de la allopregnanolona, PROG, durante la 

adolescencia temprana puede ejercer un efecto protector sobre las alteraciones 

causadas por la manipulación de los niveles neonatales de NAS. Estos 

resultados ponen de relieve el importante papel de estas etapas del 

neurodesarrollo en la maduración del sistema nervioso y el comportamiento. 

 

 

 

 

 
  



125 
 

CONCLUSIONES 
 

Experimento 1: 

• La administración del principal precursor de allopregnanolona, PROG, 

durante la adolescencia temprana (PN30), induce un perfil de tipo ansiolítico 

en el EPM. 

• La administración aguda de 0.5g/kg de EtOH produce un efecto estimulante 

sobre la actividad locomotora en el OF. 

• La administración neonatal de finasteride reduce la sensibilidad a los efectos 

de una dosis estimulante motriz de EtOH comparado con los grupos control 

y el tratamiento con allopregnanolona (PN70). 

• El efecto del tratamiento neonatal con finasteride sobre la sensibilidad a los 

efectos estimulantes motrices de 0.5g/kg de EtOH es neutralizado por la 

administración de PROG durante la adolescencia temprana. 

 

Experimento 2a: 

• La manipulación neonatal de los niveles de NAS a través de la 

administración de finasteride aumenta la preferencia por la novedad a 

través de la exploración de objetos nuevos, así como el consumo inicial 

de alcohol en la edad adulta. 

• El grupo tratado con finasteride neonatal presenta una mayor sensibilidad 

a los efectos del ondansetron (0.1mg/kg) sobre el consumo inicial de 

EtOH, disminuyendo su ingesta.  
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Experimento 2b: 

• La administración de allopregnanolona o finasteride durante la etapa 

neonatal parece alterar el patrón de expresión del receptor 5-HT3 

neonatal comparado con el que se obtienen en los animales control. 

• No hay diferencias en la expresión del receptor 5-HT3 provocadas por el 

tratamiento con ondansetron o el consumo de EtOH en edad adulta, ni en 

función del tratamiento neonatal. 

 

Conclusión general: Los niveles de NAS en etapas cruciales del desarrollo, 

como la etapa postnatal y adolescencia tempranas, juegan un papel importante 

en la vulnerabilidad al consumo de EtOH, a través de factores de riesgo como la 

sensibilidad a los efectos estimulantes motrices, la preferencia por la novedad y 

el consumo inicial. 
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ANEXO 
 

Póster: Neonatal allopregnanolone manipulation affects sensitivity to 
stimulating effects of alcohol in adulthood: possible role in drug abuse 
vulnerability 
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Póster: Neonatal neurosteroids levels alteration on alcohol abuse 
vulnerability: participation of serotonin 5-HT3 receptors 
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