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Abreviaturas

CCAd Corteza Cingulada Anterior Dorsal

CPFvm Corteza Prefrontal Ventromedial

CR Respuesta condicionada (Conditioned Response)

CS Estimulo condicionado (Conditioned Stimulus)

CS- Estimulo neutro

CS+ Estimulo condicionado asociado a estimulo incondicionado

CS+E Estimulo condicionado extinguido

CS+U Estimulo condicionado no extinguido

EDA Respuesta electrodermal (Electro Dermal Response)

fMRI Resonancia Magnética funcional (functional Magnetic Resonance
Imaging)

GSR Respuesta Galvanica de la piel (Galvanic Skin Response)

ISI Intervalo entre estimulos (Inter Stimulus Interval)

ITI Intervalo entre ensayos (Inter Trial Interval)

MR Resonancia Magnética (Magnetic Resonance)

MRS Espectroscopia por resonancia magnética (Magnetic Resonance
Spectroscopy)

NMDA N-metil-D-aspartato

SCL Nivel de conductancia dermal (Skin Conductance Level)

SCR Respuesta de la conductancia dermal (Skin Conductance Response)

SUDS Escala de Unidades Subjetivas de Angustia (Subjective Units of Distress

Scale)
TCC Terapia Cognitivo-Conductual
TOC Trastorno Obsesivo Compulsivo
UR Respuesta Incondicionada (Unconditioned Response)
us Estimulo Incondicionado (Unconditioned Stimulus)
VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana
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Thesis Summary

A functional magnetic resonance imaging and magnetic resonance
spectroscopy study of fear conditioning in patients with obsessive-

compulsive disorder

Introduction

Classical conditioning refers to an associative learning process that occurs when
a neutral stimulus (CS) becomes associated with a biologically relevant unconditioned
stimulus (US) that elicits an unconditioned response (UR). After multiple CS-US
pairings, the CS becomes a conditioned stimulus (CS+) that elicits a conditioned response
(CR) qualitatively similar to the UR. When the CS+ is repeatedly reintroduced without
being paired with the US, the CS+ without US association is learned, and eventually, the
CR declines. This process is called extinction learning. Extinction recall refers to the
extinction learning retrieval after a period of time. These same stimuli and phases appear
during fear conditioning processes, but with the particularity that the US is characterized
by a negative valence that elicits a conditioned fear response. Regarding fear conditioning
experimental paradigms, Electro Dermal Activity (EDA), a measure of physical arousal,
is the ground truth measurement to evaluate fear conditioning processes in humans. In
addition, functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI) has recently become an
essential neuroscientific tool to investigate fear brain networks during fear conditioning
protocols. Likewise, several preclinical studies have established that fear conditioning
processes are modulated by glutamatergic fear brain networks. Magnetic Resonance
Spectroscopy (MRS), a measure of brain biochemistry in vivo, may allow us to capture
the brain glutamatergic modulation of fear conditioning in humans. Recent
neurobiological models of obsessive-compulsive disorder (OCD) have suggested that fear
conditioning abnormalities may account for OCD symptomatology, and have highlighted
the relevance of evaluating fear brain networks. Importantly, cognitive-behavioral
therapy (CBT) including exposure and response prevention is a first-line psychotherapy

for patients with OCD and is based on the principles of fear conditioning.
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Hypotheses

Patients with OCD would differ from healthy controls in skin conductance and
brain activation during fear conditioning, as well as in glutamate concentration in the
ventromedial prefrontal cortex (vmPFC). Moreover, vmPFC glutamate concentration
would correlate with OCD severity and skin conductance responses during fear
conditioning. Finally, brain activation and vmPFC glutamate concentration would be

associated with CBT outcome in patients with OCD.
Aims

The overall aim of this thesis is to evaluate the neurobiological correlates of fear
conditioning in patients with OCD, as well as their association with CBT outcome.
Specifically, skin conductance and brain activation during fear conditioning, along with
glutamate concentration in the vmPFC, will be compared between patients with OCD and
healthy controls. In addition, the relationship between glutamate concentration in the
vmPFC, OCD severity, and skin conductance responses during fear conditioning will be
investigated. Lastly, brain measures (i.e., brain activation and vmPFC glutamate
concentration) will be analyzed as potential predictive biomarkers of CBT response in
patients with OCD.

Methods

Patients with OCD (n = 18) and healthy controls (n = 18) were evaluated by means
of EDA and fMRI measures during a 2-day experimental fear conditioning paradigm (i.e.,
fear learning, fear extinction learning, and fear extinction recall), as well as using MRS
to assess glutamate levels in the vmPFC. Patients with OCD (n = 12) were consecutively
treated with CBT.

Main Results

Patients with OCD, in comparison to healthy controls, exhibited lower brain
activation in the insula and the dorsal anterior cingulate cortex during fear learning.
Glutamate concentration in the vmPFC was negatively associated with skin conductance
responses during fear extinction recall and positively correlated with CBT response in
patients with OCD. Moreover, brain activation in the insula was negatively associated

with CBT response in patients with OCD.
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Conclusions

Fear learning and fear extinction recall should be highlighted as relevant
psychological phenomena related to OCD and CBT. Specifically, glutamate
concentration in the vmPFC appears to modulate fear extinction recall processes in
patients with OCD. In addition, brain activation during fear learning may constitute a
potential diagnostic biomarker of OCD. Interestingly, glutamate concentration in the
vmPFC and brain activation in the insula during fear learning can help predict CBT

response in patients with OCD.
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1. Introduccion

El aprendizaje se refiere al cambio relativamente permanente que se experimentan
en los mecanismos de conducta resultado de la experiencia con los eventos ambientales.
De manera general, el aprendizaje explicito (o consciente) es flexible y puede guiar el
comportamiento en diferentes contextos mientras que el aprendizaje implicito (o
inconsciente) estd méas rigidamente organizado. Ciertamente uno de los factores
caracteristicos del condicionamiento clésico (incluido el recuerdo del miedo), claramente
un tipo definitivo de aprendizaje implicito, es su marcada inflexibilidad. Caracteristica
que convierte la alteracion de los patrones de aprendizaje implicito, y por ende el
condicionamiento aversivo, en un aspecto de maxima relevancia en el estudio de los
trastornos mentales. De hecho, los trastornos basados en el miedo (asi como sus
tratamientos) han sido caracterizados de forma consistente con procesos de
condicionamiento aversivo. Los trastornos basados en el miedo, como el trastorno
obsesivo compulsivo (TOC), son altamente prevalentes afectando al 14% de la poblacion.
Por tanto, el estudio de los correlatos neurobioldgicos del aprendizaje del miedo en
pacientes con TOC y su relacion con la respuesta al tratamiento de la terapia cognitivo-
conductual (TCC) se convierte en un paso necesario para desarrollar biomarcadores
validos para una correcta prediccion de respuesta al tratamiento. En esta seccion se
presenta una revision de los principales mecanismos del condicionamiento clésico, con
especial énfasis en el condicionamiento aversivo y su evaluacion en el TOC y la TCC a

través de técnicas de neuroimagen.

1.1 Condicionamiento clasico

Gottlieb (1) definid el condicionamiento clasico o Pavloviano como los “ajustes
que realizan los organismos al observar la relacion temporal entre los estimulos
ambientales o los estimulos propioceptivos”. Es la forma en la que humanos y animales
interpretan una secuencia de hechos y se anticipan a lo que esta por suceder. El
condicionamiento clasico es el proceso mediante el cual aprendemos a predecir cuando y
qué podemos comer, cuando es probable que nos enfrentemos a un peligro y cuando es

probable que estemos a salvo. También esté intimamente relacionado con el aprendizaje
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de nuevas reacciones emocionales (p.ej. miedo o placer) a estimulos que hemos asociado

a un determinado evento.

La forma mas conocida del condicionamiento Pavloviano consiste en emparejar un
estimulo neutro con un estimulo incondicionado biolégicamente relevante que provoca
una respuesta incondicionada. Al presentarse de forma conjunta en repetidas ocasiones,
el inicialmente estimulo neutro pasa a ser un estimulo condicionado que provoca una
respuesta condicionada cualitativamente similar a la respuesta incondicionada. Por
tanto, los estimulos y respuestas que no dependen de un aprendizaje previo son
considerados incondicionados, mientras que los estimulos y respuestas cuyas propiedades

solamente aparecen después de cierto entrenamiento se les denomina condicionados.

Puesto que los términos estimulo condicionado e incondicionado, y respuesta
condicionada e incondicionada se utilizan habitualmente en discusiones sobre
condicionamiento clasico, habitualmente se abrevian. Para faciliar la comprension y
harmonizar la terminologia de la presente tesis con la literatura existente -
mayoritariamente en inglés - se utilizaran las siglas CS y CR para estimulo condicionado
y respuesta condicionada respectivamente. De igual forma, se utilizara US y UR para

referirnos a estimulo incondicionado y respuesta incondicionada respectivamente.

El primer experimento reportado por Pavlov, ampliamente conocido, utilizava
perros como sujetos, un metrénomo como CS, comida como US, y salivacion como UR

y CR (de acuerdo a Pavlov citado por McSweeney et al. (2)).

1.1.1 Tipos de condicionamiento

Dentro de los paradigmas de condicinamiento clasico, hay mayoritariamente dos
métodos: condicionamiento inducido con una sefial (Cued Conditioning) vy
condicionamiento de contexto (Context Conditioning). En el primero, el aprendizaje
asociativo se forma entre un estimulo neutro, que pasard a convertirse en CS, y un
estimulo incondicionado, o US. En el segundo, sin embago, se asocia el US al contexto o

entorno en el que se presenta, que se convertira en CS.

Dentro de los paradigmas de Cued Conditioning encontramos el
condicionamiento simple y el condicionamiento diferencial (3); siendo este ultimo el mas

utilizado en humanos. En el condicionamiento simple, un Unico CS se empareja
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repetidamente al US. Los efectos del condicionamiento intra-sujeto se miden mediante la
sustraccion de los niveles de activacion/arousal del estimulo condicionado y un estado
basal o intervalo entre ensayos (inter-trial-interval, ITI). Sin embargo, en el
condicionamiento diferencial hay inicialmente dos estimulos neutros del mismo tipo; uno
se empareja con el estimulo aversivo US (CS+) y el otro (CS-) se presenta sin emparejar.
El aprendizaje diferencial se mide como la diferencia entre la CR al CS+y al CS- (3).

Hull (4) describid el condicionamiento Pavloviano como un proceso asociativo
por el que la magnitud de la asociacion viene determinada por la magnitud de la respuesta
condicionada. Para ello presentd6 un modelo matematico simple que especificaba el
cambio de la fuerza asociativa entre el emparejamiento de un CS a un US. Esto sentd las

bases para futuros modelos quantitativos mas complejos (5-8).

A grandes rasgos, el modelo de Hull establecia que el proceso de aprendizaje
Pavloviano es un proceso incremental basado en ensayos que involucran cambios en la
fuerza asociativa entre estimulos. Esta curva de aprendizaje empieza con una ausencia de
CR, seguida por un crecimiento de la CR hasta que se alcanza un nivel asintético (Figura
1). Cabe destacar que las curvas de aprendizaje promediadas por grupos ocultan la relativa
brusquedad de las curvas de aprendizaje individuales, donde pueden distinguirse de forma

separada el punto de adquisicion y la magnitud asint6tica de la respuesta condicionada

9).

A menudo, cambios pequefios y aparentemente triviales en como se presentan
emparejados los estimulos influyen profundamente en cuanto y cuando se produce la
respuesta condicionada. Al margen de la importancia de la duracién e intensidad del CS
y el US, Hull describi6é dos grupos de pardmetros que consideré mas relevantes: (1) el
tiempo relacionado con el intervalo CS-US y (2) nimero y duracion de los ensayos
(trials).

Como se ha comentado anteriormente, el tiempo que transcurre desde el final de
un ensayo de condicionamiento hasta el inicio del siguiente ensayo se denomina intervalo
entre ensayos (ITI). Por el contrario, el tiempo desde el inicio del CS hasta el inicio del
US dentro de un ensayo de condicionamiento se denomina intervalo entre estimulos

(inter-stimulus-interval, ISI) o intervalo CS-US. Para que se desarrolle la respuesta
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condicionada, es aconsejable que el intervalo entre estimulos sea mucho més corto que el

intervalo entre ensayos (por ejemplo, Sunsay et al. (10)).

Grupo Individual
160 400
140 350
S 120 300
= 100 250
2 380 200
=60 150
340 100
20 50
0 0

0 32 64 96 128 160 192 224 256 0 32 64 96 128 160 192 224 256
Ensayo Ensayo

Figura 1. lzquierda: promedio grupal de la curva de aprendizaje para 16 palomas en 32
ensayos/dia. Derecha: curva de aprendizaje para 1 de las 16 palomas. Adaptacion de McSweeney et al.

).

En funcién del intervalo CS-US (1), se describen los siguientes tipos de

condicionamiento (Figura 2):

Condicionamiento de demora (Delay Conditioning). Sin duda, el mas utilizado.
Se caracteriza por un retraso o demora en la aparicion del US respecto al inicio del CS.
La presentacion del CS se produce antes de la presentacion del US y continla al menos
hasta el inicio del US. EI CS puede continuar durante el US o acabar cuando empieza el
US. En funcién del paradigma y del tipo de CR que se quiera conseguir se utiliza un
intervalo CS-US mas o menos largo, dando lugar a short-delay conditioning y long-delay
conditioning. En general, se utilizan intervalos muy cortos (~ms) para respuestas
musculo-esqueléticas (11) y no tan cortos (~seg.) para respuestas emocionales (12). Otros
autores (13), sin embargo, sugieren que acortar el intervalo CS-US favorece el

condicionamiento en general.

Condicionamiento de traza (Trace Conditioning). Al igual que en el
condicionamiento de demora, el estimulo condicionado se presenta antes que el estimulo

incondicionado, sin embargo, en el condicionamiento de traza el US no se presenta hasta

Tesis doctoral -9-



Memoria de Tesis Doctoral

cierto tiempo después de la finalizacién del CS. Esto deja un espacio temporal entre el
CSy el US llamado intervalo de traza (Trace Interval) (14).

Condicionamiento Simultaneo (Simultaneous Conditioning). Probablemente el
mas obvio, aunque no el que genera mejores resultados. Se produce cuando el inicio y el
final del estimulo condicionado y del estimulo incondicionado se presentan al mismo

tiempo.

Condicionamiento hacia atras (Backward Conditioning). Se invierte el orden
temporal de la presentacién de los estimulos CS y US. Es decir, primero se presenta el
US y una vez ha finalizado se presenta el CS. Se trata del tipo de condicionamiento en el
que es méas complejo adquirir una CR.

Respecto al nimero y duracion de los ensayos (2), no hay duda que la repeticién
de los ensayos es un proceso basico para conseguir el condicionamiento. Hull describid
el tiempo entre ensayos, el nimero de sesiones y el nimero de ensayos como variables a
tener en cuenta. Sin embargo, estudios posteriores no han llegando a un consenso claro
entre el nimero de sesiones y de ensayos 6ptimos (15,16). Por otro lado, si han ratificado
la importancia del ITI, estableciendo que alargar el tiempo entre ensayos incrementa la
posibilidad de obtener una respuesta condicionada, la rapidez con la que se adquiere, asi

como la magnitud de la misma.
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Tiempo >

On off

Ccs

Condicionamiento
de demora corto : H

CS

Condicionamiento
de traza

US —,::—,:::,—::,—::,—::,—::,—::::::::;::;::;::;::;::;::;::;::;;

Cs
Condicionamiento PR ;
de demora largo : ;

Cs
Condicionamiento gerseens ;
simultaneo

CS

Condicionamiento
hacia atras

Figura 2. Ejemplo de cinco tipos de procedimiento de condicionamiento clasico. CS: Estimulo
condicionado; US: Estimulo incondicionado.

1.1.2 Fases del condicionamiento

La mayor parte de los paradigmas de condicionamiento en humanos se componen
de diferentes fases. En funcion del paradigma y del objetivo del estudio se evalian una

seleccién de las siguientes (17):

Habituacion o pre-condicionamiento. En los estudios de condicionamiento
diferencial habitualmente se presentan los estimulos CS+ y CS- de forma aleatoria y sin
emparejamiento con el US. El objetivo de esta fase de habituacion es reducir las posibles
respuestas a estos estimulos y establecer una linea base fisioldgica. En los estudios de
ansiedad, en concreto, es fundamental determinar en esta fase que la respuesta es idéntica
para el CS+ y el CS- (aun neutros los dos), de modo que las comparaciones posteriores

no estén sesgadas.

Adquisicién o Condicionamiento. Es el principal fendmeno del condicionamiento

Pavloviano y hace referencia al crecimiento de la respuesta condicionada como resultado
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del emparejamiento del inicialmente neutro CS con el US a lo largo del tiempo (de
acuerdo a Pavlov citado por McSweeney et al. (2)). Durante este proceso se adquiere una
asociacion entre el CS+y el US que, con la repeticion de ensayos, da lugar a una CR al

CS+ sin necesidad de la presencia del US.

Extincidn. Proceso a partir del cual se genera una pérdida gradual de la respuesta
condicionada al estimulo condicionado. Se produce cuando el CS+ se presenta de forma
repetida sin el emparejamiento con el US y, por tanto, se rompe la relacion CS+y US (de
acuerdo a Pavlov citado por McSweeney et al. (2)). La extincion puede llevarse a cabo en
el mismo contexto que el condicionamiento o en uno diferente. Se considera el
mecanismo central en el tratamiento cognitivo-conductual basado en la exposicién de los

miedos patoldgicos (18).

Recuerdo de la Extincion (Extinction Recall). Se refiere a la recuperacion y
expresion de la memoria de extincién tras un periodo de tiempo. Generalmente se evalla
cuando la extincion se ha realizado en un contexto distinto al condicionamiento. En los
estudios en los que se evalua esta fase, durante el condicionamiento se suelen utilizar dos
CS+, de los cuales solo se extingue uno de ellos durante la fase de exticion (CS+E),

mientras que el otro permanece condicionado (CS+U) (19).

Renovacion del condicionamiento (Renewal). Se describe como el retorno de la
respuesta condicionada a un CS+ previamente extinguido, cuando ese CS+ se muestra en
un contexto que es diferente del contexto de extincién. El efecto de renewal es més
evidente cuando se muestra de nuevo el CS+ al sujeto en el contexto en el que fue

condicionado.

Restablecimiento del condicionamiento (Reinstatement). Ocurre cuando hay una
re-exposicion al US de forma aislada, después de haberse efectuado la extincién. Es decir,
se recupera la respuesta condicionada extinguida sin la necesidad de volver a presentar el
CS+. Este efecto tan solo es detectable al volver a evaluar la respuesta al estimulo
condicionado posteriormente (20). El efecto es debido al contexto, de forma que cuando
se presenta el US después de la extincion, el sujeto lo recuerda asociado al contexto

original.

Reversion (Reversal). Se utiliza para evaluar la capacidad de recondicionamiento

o0 adaptabilidad del aprendizaje. En esta fase, el estimulo condicionado CS+y el estimulo
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neutro CS- definidos en la fase de condicionamiento se invierten. ElI nuevo estimulo
condicionado (nuevoCS+) es el que en la fase de condicionamiento habia sido neutro

(CS-), y viceversa.

1.1.3 Condicionamiento aversivo
1.1.3.1 Definicién y relacién con los trastornos de ansiedad

Los fendmenos y procesos descritos en los apartados anteriores se pueden
presentar en diferentes situaciones experimentales del condicionamiento clasico. Entre
ellos, el condicionamiento del miedo o condicionamiento aversivo resulta el paradigma
experimental de mayor relevancia para el estudio de la etiologia de los trastornos de
ansiedad, asi como para el disefio de intervenciones dirigidas a obtener una respuesta

terapéutica.

El miedo es la activacion del sistema de comportamiento funcional responsable
de la defensa, y las principales CR pavlovianas del miedo son reacciones de defensa
especificas de cada especie. Ese aprendizaje asociativo entre estimulos ambientales no
amenazantes y estimulos dolorosos, peligrosos 0 amenazantes, provocan un conjunto de
respuestas que han permitido defender con éxito a los miembros de la especie durante su
historia filogenética (21-23). El condicionamiento del miedo activa los circuitos de
supervivencia del cerebro (24), por tanto, desde un punto de vista evolutivo, el miedo es
algo positivo. Sin embargo, en términos de seguridad, el peligro debe ser predecido. Eso
lo convierte en un evento probabilistico con una incertidumbre implicita que puede llevar
a clasificar las situaciones como amenazantes con cierta ambiguiedad, de tal forma que
podemos estar reaccionando a situaciones seguras como si fuesen peligrosas. La aparicion
de este tipo de reacciones es quiza el principal componente definitorio de miedo o
ansiedad en situaciones inadecuadas, o bien de un trastorno de ansiedad. Podemos decir,
entonces, que la seleccion natural nos ha hecho vulnerables a los trastornos de ansiedad
(25).

En el condicionamiento aversivo se presentan los mismos estimulos descritos
durante el condicionamiento clasico, es decir, un estimulo inicialmente neutro y un
estimulo incondicionado, pero en este caso el estimulo incondicionado se caracteriza por

una valencia negativa de suficiente magnitud para que el posterior estimulo condicionado
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de lugar a una respuesta fisiologica caracteristica de los fendmenos del miedo (la

respuesta condicionada al miedo).

La primera demostracion en un laboratorio con humanos del condicionamiento
aversivo se llevé a cabo por Watson (26), donde condicionaron una respuesta de miedo
(ruido metélico fuerte [US]) a la presencia de una docil rata blanca de laboratorio (CS) en
un bebé de nueve meses Ilamado Albert. Sorprendentemente, el miedo condicionado se
generalizo a otras cosas peludas (un conejo, un abrigo de piel, algodon, un perro, y una

mascara de Papa Noel).

El condicionamiento pavloviano del miedo no solo es relevante para encontrar las
causas de los trastornos de ansiedad, sino también para su tratamiento. La forma mas
eficaz de tratamiento de los trastornos de ansiedad es la terapia cognitivo-conductual de
exposicion con prevencion de respuesta (27), que es principalmente una aplicacién de la
extincion pavloviana (28). La extincion es un nuevo aprendizaje que interfiere con el
aprendizaje original, pero no lo deshace. Sin embargo, el aprendizaje original no se borra,
porque a medida que pasa el tiempo, el aprendizaje original, y por lo tanto el miedo, puede
Ilegar a recuperarse (2). Asi pues, el condicionamiento pavloviano del miedo es mas que
un modelo: nos permite recrear tanto la causa como el tratamiento de un trastorno de
ansiedad en un entorno de laboratorio controlado. Con esta nueva perspectiva, no es de

extrafiar que haya habido un crecimiento exponencial en el uso de la técnica a partir del

afio 2000 (Figura 3).
.n|l|ll|”IIl|hII|||I|1||||”||||HHH l“”” I

1946 2000 2023
Ao publicacion

el
(=]
o

Numero publicaciones

Figura 3. Namero anual de articulos publicados de condicionamiento del miedo desde el 1946.
Datos extraidos utilizando “Fear Conditioning” en PubMed.
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1.1.3.2 Tipos de estimulos aversivos y definicién del umbral

Existen multitud de estimulos aversivos que pueden diferir en el tipo (auditivo,
olfativo, tactil o visual), la relevancia o notoriedad, y el nivel de desagrado, todos ellos
factores que pueden influir en la neurobiologia del condicionamiento del miedo (Tabla 1)
(29). Se suelen seleccionar en funcién del paradigma utilizado y/o de la patologia a

estudiar.

Tabla 1. Ejemplo de estimulos aversivos utilizados en paradigmas de condicionamiento.

Sonido fuerte desagradable (30), ruido blanco (31,32), gritos

AUDITIVO _ S

humanos (33) o insultos/descalificaciones (34,35)
OLFATIVO Huevos podridos, calcetines sudados (36)

i Shock eléctrico, presion (37), temperatura (38), soplo de aire

TACTIL

(39,40)

Imagenes aversivas de bancos de imagenes tipo IAPS:
VISUAL

International Affective Picture System (41), videos (42)

El establecimiento del nivel de intensidad (umbral) del US a aplicar es un factor
critico para conseguir un nivel de condicionamiento 6ptimo durante la fase de
adquisicion, y evitar asi fendmenos como el de la habituacion o la sensibilizacion. Esto
es importante porque la respuesta condicionada puede verse incrementada o disminuida
con la sucesion de los ensayos. La disminucion en la respuesta que ocurre con la
presentacion repetida del estimulo se conoce como efecto de habituacién. En cambio, en
general, si el sujeto tiene tendencia a la excitacion o ya esta excitado, el mismo estimulo
provocara una reaccion mayor con el paso del tiempo. A este efecto se le denomina
sensibilizacion. Con un calibrado adecuado del umbral podremos tratar de evitar

cualquiera de estas dos situaciones.

Ademas, se debe tener en cuenta que para los experimentos en los que se utiliza
un US con intensidad variable (p.ej. shock eléctrico, presion, temperatura...), la
intensidad se debe ajustar de forma individual de manera que se valore como “molesto,

pero no doloroso”.
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1.2 Medidas utilizadas en el condicionamiento aversivo

Las antiguas interpretaciones del condicionamiento Pavloviano sugerian que la
CR era una réplica de la UR. Sin embargo, aunque cabe la posibilidad de que sean
similares pueden tener etiologias opuestas o simplemente no estar relacionadas entre si
(14). De hecho, como CR se puede considerar cualquier respuesta que se pueda atribuir

de forma fiable a la relacion experimentada por el sujeto entre el CS y el US.

En los seres humanos es habitual medir respuestas del sistema nervioso autobnomo
ante los distintos CS presentados como, por ejemplo, presion sanguinea, pulso cardiaco,
reflejo de sobresalto (startle), respuesta electrodermal o respuesta pupilar. Por otro lado,
también es habitual recopilar la evaluacion subjetiva de los pacientes mediante preguntas
sobre los niveles de valencia y arousal/miedo o ansiedad provocados por los diferentes

estimulos condicionados al final de cada una de las distintas fases de la tarea.

Todas estas medidas nos aportan informacién acerca del funcionamiento de la
tarea. Es decir, nos permiten evaluar de forma objetiva si se ha producido el aprendizaje
esperado tanto de condicionamiento como de extincion, en sus diferentes fases
(adquisicidn, extincion, recall, renewal, etc.). Recientemente se han introducido medidas
de resonancia magnética (MR) como son la resonancia magnética funcional (fMRI) o la
espectroscopia por resonancia magnética (MRS) que nos permiten dar un paso mas alla'y
no so6lo evaluar la respuesta sino también identificar y evaluar las areas cerebrales

implicadas en estos procesos cognitivos.

1.2.1 Tasa de refuerzo y analisis habituales

Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de analizar estas sefiales es que
se debe poder diferenciar sin lugar a dudas la CR de la UR. La CR es la respuesta que se
obtiene una vez se ha producido la asociacion entre el CS y el US (CS+). Sin embargo, el
propio emparejamiento del CS+ con el US nos dificulta o impide totalmente su
diferenciacion dado el solapamiento temporal existente entre ambos. Se define tasa de
refuerzo como el % de CS+ que van emparejados con el US. Asi, si todos los CS tienen
asociado un US, tendremos una tasa de refuerzo del 100%, mientras que si solo la mitad

de los CS reciben el US la tasa sera del 50%, siendo habitual encontrar tasas de refuerzo
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entre el 33 y el 66%. De esta forma hay suficientes ensayos de CS+ sin US asociado para

poder efectuar los anélisis.

El principal analisis a realizar es la comparacion del CS+ vs. CS-. Esto nos va a
permitir evaluar el nivel de aprendizaje de los sujetos durante las diferentes fases de la
tarea. De igual forma, nos sirve para controlar que la persona no tenga una respuesta
hiperreactiva al estimulo neutro (CS-), como se podria dar en poblaciones del espectro
ansioso. Sin embargo, hay multitud de variantes de este analisis que dan lugar a una gran
disparidad en las aproximaciones analiticas para valorar el condicionamiento aversivo.
Ejemplos de estos multiples andlisis pueden ser la comparacion entre el CS vs. ITI o
comparaciones entre los primeros y los ultimos trials de cada fase (early vs. late) (43).

A continuacidn, nos centraremos en explicar mas a fondo las medidas utilizadas

en la presente tesis.

1.2.1 Respuesta Electrodermal

También conocida como Actividad Electrodermal (EDA — Electro Dermal
Activity), respuesta galvanica de la piel (GSR — Galvanic Skin Response) o conductancia
de la piel (SCR — Skin Conductance Response). En su definicién méas simple, podemos
describirla como los cambios en la actividad de las glandulas sudoriparas. Sin embargo,
un incremento de sudoracion no solo se da en términos de regulacion de la temperatura
corporal, sino que también refleja cambios en nuestro estado emocional (excitacion o
activacion). EI EDA es uno de los reflejos de la actividad del sistema nervioso autbnomo
simpatico (44), por tanto, un incremento de la activacion de este sistema resulta en un

aumento de la sudoracidn y, en consecuencia, se observa un aumento del EDA (45).

Desde que en 1879 Vigoroux (46) vinculd la actividad electrodermal con la
actividad psicoldgica en pacientes con trastornos emocionales, su uso se ha visto
incrementado hasta utilizarse de forma habitual. Al tratarse de una medida del sistema
nervioso autonomo (involuntario) podemos afirmar que nos da una informacion objetiva
del estado emocional y de la percepcion del entorno del sujeto. En particular, para los
estudios de condicionamiento aversivo no solo fue la primera medida que se utilizd

(47,48), sino que ha sido la mas utilizada a lo largo de los afios. Por este motivo se
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considera el EDA la medida de referencia (ground truth) para valorar los efectos del
condicionamiento del miedo (49).

La cantidad de glandulas sudoriparas varia segun la zona corporal, pero su
concentracion y su velocidad de reaccién es mucho mayor en las palmas de las manos y
en las plantas de los pies (50). Por este motivo, en la mayoria de los estudios se utilizan
las palmas de las manos o la superficie volar de los dedos (falanges medial o distal) como

areas para el registro electrodérmico, ademas de ser una ubicacion de facil acceso.

El EDA representa una medida de cambios en las propiedades eléctricas de la piel,
por lo que se puede medir, por un lado, su potencial (SP: Skin Potencial) y, por otro, su
resistencia o conductancia® (SR: Skin Resistance; SC: Skin Conductance). En la primera
medida, que es endosomatica, se valoran los cambios eléctricos simplemente mediante
un amplificador pasivo de voltaje mientras que, en la segunda, exosomatica, se aplica un
pequefio voltaje eléctrico constante (0,5 Voltios) entre los dos electrodos. Puesto que el
voltaje es constante, la corriente que pasa entre los electrodos es proporcional a la
conductancia de la piel. Esta opcion es la que ha dominado la literatura durante décadas,

lo que ha propiciado la aparicién de estandares metodoldgicos (51,52).

Existen dos tipos de componentes de conductancia dermal, la tonica (SCL: Skin
Conductance Level) y la fasica (SCR: Skin Conductance Response). En general, se
considera que la conductancia tonica de la piel es la actividad de conductancia que se
produce en ausencia de un evento ambiental discreto o de estimulos externos. Es decir,
mide el nivel basal del individuo con fluctuaciones lentas a lo largo del tiempo que
reflejan cambios generales en la excitacion autondmica. La respuesta fasica, sin embargo,
se asocia con cambios rapidos y de corta duracion producidos, generalmente, por
estimulos sensoriales externos o0 procesos cognitivos que preceden a un acontecimiento.
Estos cambios en la SCR son, por tanto, de especial interés en los estudios de

condicionamiento aversivo (Figura 4).

Para considerar como valida una “respuesta” fasica ante un estimulo se suelen
considerar como estandar los siguientes criterios: a) el incremento de la sefial debe ser de

al menos 0,02 uS (micro-Siemens) respecto al periodo previo al inicio del estimulo

! La conductancia es la inversa de la resistencia y se utilizan, en este contexto, indistintamente.
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(baseline), b) ocurrir entre 1-4 segundos posterior a éste (latencia), y ¢) durar un minimo
de 0,5 segundos. Por otro lado, el valor maximo se suele encontrar entre los 0,5-5

segundos posteriores al inicio del incremento (17,51,52).

Estos tiempos de respuesta (latencia, tiempo al pico, vuelta a linea base)
condicionan el disefio del paradigma de forma que, para evitar el solapamiento entre las
respuestas de distintos CS, hay que tener una duracion del ITI adecuada. De igual forma,
puesto que la duracion del ISI no suele ser muy elevada (para facilitar el aprendizaje),
tendremos solapamiento entre la CR y la UR. Esto nos obliga a disefiar los estudios con
una tasa de refuerzo parcial de manera que tengamos suficientes ensayos con CS+ sin US
asociado con los que poder hacer la comparacion con los CS-. Otro punto a tener en cuenta
en la duracion del paradigma es el progresivo descenso en la SCR con la repeticidn

sucesiva de la presentacion de los mismos estimulos (i.e. habituacion) (52,53).

Dada la naturaleza del EDA, la sefial es susceptible de estar afectada y artefactada
por multiples causas, las cuales pueden dificultar o directamente impedir su posterior
analisis. El principal artefacto fisioldgico es el movimiento, tanto de los electrodos en si,
como movimientos musculares no necesariamente del lugar donde se encuentran los
electrodos. En este aspecto, también influyen las alteraciones en el patron de respiracion
(inspiraciones profundas o retencién de la respiracién). Otros aspectos que influyen en la
variacion de la calidad de la adquisicién son la edad (a mayor edad, menor respuesta), la
temperatura ambiente (y de las manos), humedad, otros equipos electronicos conectados
al sujeto (p.ej. Electrocardiograma, estimulador eléctrico, etc.), y efectos de ciertos
medicamentos que actlan sobre el sistema nervioso central (p.ej. Inhibidores Selectivos
de la Recaptacion de Serotonina). No se puede obviar, ademas, que independientemente
de estos factores hay diferencias individuales que daran lugar a sujetos que podremos
catalogar de hiper-reactivos, estandar o hipo-reactivos, en funcion de la amplitud y
cantidad de sus respuestas. Esta descrito, tambien, que hay alrededor de un 10% de la
poblacion sana que son considerados no respondedores, entendiendo como tales los
sujetos que no muestran variacion ante el US, aungue el porcentaje varia para diferentes

patologias (54).

Mencion aparte merece la adquisicion del EDA durante la resonancia magnética.
Por un lado, el aspecto de la seguridad ya que se esta midiendo electricidad mediante

electrodos conectados al sujeto en un entorno con gradientes magnéticos y pulsos de
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radiofrecuencia capaces de generar corrientes inducidas en los sujetos, y provocar
quemaduras por calentamiento de los electrodos. Afortunadamente, en la actualidad se
dispone de equipos compatibles con la RM que minimizan los riesgos, sin embargo, se
debe prestar especial atencion cuando se combina con la administracion de un shock
eléctrico (habitual en estudios de condicionamiento del miedo). Por otro lado, y pese a la
presencia de filtros fisicos especiales para su atenuacion y aislamiento, los voltajes
generados por los gradientes y pulsos de radiofrecuencia crean un ruido en la sefial del
EDA que deberemos tratar a posteriori para poder utilizar la sefial. Por ultimo, cabe
destacar que es necesaria la sincronizacion entre la presentacion de la tarea, la adquisicién

de la fMRI y el EDA para poder combinar los analisis.
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Figura 4. Ejemplo de Skin Conductance Response para los estimulos condicionados seguidos
(CS+US => C+R) y no seguidos (CS+noUS => C+R) de estimulo incondicionado, para el estimulo
incondicionado (=> UR) y para el estimulo neutro (CS- => C-R).

1.2.2 Resonancia Magnética

El cuerpo humano estd constituido por un 63% de atomos de hidrogeno
provenientes de la grasa y el agua. El punto interesante es que los nucleos de hidrogeno
tienen sefial de resonancia magnética nuclear y, por tanto, la resonancia magnética
aprovecha la susceptibilidad magnética de los nicleos de los atomos de hidrogeno para
generar una imagen del cuerpo humano. En particular, cada nucleo de hidrogeno esta
constituido por un proton con una carga eléctrica positiva. Estos protones muestran una
propiedad llamada espin (rotacion sobre ellos mismos) que origina una corriente eléctrica
gue puede entenderse como un pequefio campo magnético. Cuando se someten a un

campo magnético externo, estos protones (entendidos como pequefios imanes) se alinean
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al campo magnético externo. Si una vez alineados al campo magnético externo los
protones se exponen a un pulso de radiofrecuencia, su alineacion al campo magnético
externo se ve perturbada a partir de un intercambio de energia electromagnética
(fendbmeno de resonancia). Al cesar el pulso de radiofrecuencia, el sistema de espines de
los protones de los nucleos de hidrogeno recuperan su alienacion al campo magnético
externo (fendmeno de relajacién). La energia electromagnética de radiofrecuencia
absorbida por los protones es captada por las bobinas del escaner de resonancia magnética

y permite reconstruir la imagen del cuerpo humano (55).

1.2.2.1 Resonancia Magnética Funcional

La resonancia magnética funcional utiliza las propiedades magnéticas de la
hemoglobina de la sangre para detectar cambios locales y transitorios en la oxigenacion
del flujo sanguineo cerebral (respuesta hemodindmica) en respuesta a la actividad
neuronal (es decir, la evaluacion de la sefial dependiente del nivel de oxigeno en sangre
0 BOLD por sus siglas en inglés blood oxygenation level dependent). Durante la actividad
neuronal se incrementa el consumo de oxigeno lo que provoca una respuesta
compensatoria de aportacion de riego sanguineo y, en consecuencia, la hemoglobina
desoxigenada (desoxihemoglobina) disminuye en relacion a la hemoglobina oxigenada
(oxihemoglobina). Debido a que la hemoglobina desoxigenada es paramagnética
(interfiere en los campos magnéticos), cuando se reduce su concentracion en sangre deja
de perturbar el campo magnético al que estan sometidos los protones, y permite obtener
mayor nivel de sefial de resonancia magnética (56). Por tanto, la fMRI permite recopilar
datos sobre la funcion cerebral en tiempo real con una resoluciéon temporal de 0,5 a 2
segundos durante varios minutos (es decir, permite adquirir un volumen cerebral
completo en 0,5-2 segundos y esta adquisicion se repite durante toda la duracion de la
secuencia). Aungue una explosion de métricas de fMRI en estado de reposo, como la
conectividad funcional basada en semillas (57), la conectividad de redes neuronales (58),
la homogeneidad regional (59), la amplitud de fluctuaciones de baja frecuencia (60) o la
amplitud fraccional de fluctuaciones de baja frecuencia (61), se hayan desarrollado
durante los ultimos afios, la deteccion de respuestas neuronales a diferentes estimulos y,
por tanto, la resonancia magnética funcional basada en tareas sigue siendo una de las

métricas por excelencia de la fMRI (62).
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La idea central de la fMRI basada en tareas es investigar la actividad cerebral
durante un estado de tarea disefiado para imponer demandas especificas en el cerebro. Por
tanto, su objetivo principal es identificar la actividad cerebral resultante de la presentacion
de multiples estimulos. Dichos estimulos pueden agruparse en condiciones de una misma
tipologia y presentarse de manera continuada durante un intervalo de tiempo (es decir,
siguiendo un disefio de bloques) o presentarse como estimulos discretos (es decir,
siguiendo un disefio relacionado con el evento). Debido a que la fMRI no ofrece una
medida cuantitativa de la actividad cerebral durante la presentacion de los estimulos de
interés, es necesaria una comparacion con la actividad neuronal resultante de la
presentacion de otros estimulos control. En los disefios por blogues, las condiciones de
interés son restadas de las condiciones control con el objetivo de identificar la actividad
cerebral relativa a la linea base de control. En los disefios relacionados con el evento, en
cambio, se computa un promedio de la respuesta BOLD a todos los estimulos de interés
y se compara con el promedio calculado para otros estimulos control presentados durante
la tarea (63). Por ejemplo, durante el condicionamiento del miedo, el objetivo principal
es detectar la actividad cerebral al CS+ en relacion al CS-. Al igual que ocurre con el
EDA, hay que tener en cuenta la tasa de refuerzo para poder tener suficientes CS+ sin la
interferencia del US.

Ciertas particularidades metodoldgicas en relacion a la duracién de los estimulos
son de especial relevancia en ambos disefios experimentales, aunque se hacen mas
evidentes en los disefios relacionados con el evento como en los paradigmas de
condicionamiento aversivo. El primer punto clave es que siempre se debe tener en cuenta
el tiempo de repeticidn (es decir, la duracién de la adquisicién de un volumen cerebral)
para evitar que la presentacion de los estimulos siempre coincida con la adquisicion del
mismo corte cerebral. El segundo aspecto, y quiza el mas relevante, es que los paradigmas
experimentales se deben disefiar teniendo en cuenta la duracion de la respuesta
hemodinamica. La respuesta hemodinamica se caracteriza por una demora implicita a la
propia actividad cerebral y, por tanto, la respuesta a un estimulo concreto se detecta unos
segundos después de la presentacion del estimulo y su duracion puede sobrepasar la
propia presentacion del estimulo. En este sentido, para compensar la demora de la
respuesta hemodinamica en relacion a la presentacion de los estimulos durante un

paradigma de condicionamiento del miedo, se suele emplear diferentes estrategias como
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la tasa de refuerzo, diferentes duraciones de los estimulos y aleatorizacion en la
presentacion de los mismos (17).

Otro aspecto metodoldgico relevante es que, como en cualquier tarea
experimental, se requieren de herramientas especificas para la presentacion de los
estimulos. Por ejemplo, para llevar a cabo un paradigma de condicionamiento aversivo,
se necesita un sistema de presentacién de los CS, un equipo de administraciéon del US'y
un aparato de recopilacion de EDA. Al tratarse de un contexto de resonancia magnética
todos los sistemas deben ser magneto-compatibles y deben ser instalados de manera
especifica para que se respeten tanto las medidas de seguridad como los niveles de calidad
de obtencion de la sefal.

Llegados a este punto es de especial interés revisar los principales resultados que
la fMRI basada en tarea ha permitido aportar al conocimiento de los correlatos
neurobioldgicos del condicionamiento aversivo en humanos. Fullana et al. (64) llevaron
a cabo un meta-andlisis de los resultados de 677 participantes sanos de 27 estudios
independientes, y principalmente destacaron un incremento de la actividad de la corteza
cingulada anterior dorsal (CCAd) y la insula durante el condicionamiento del miedo (es
decir, CS+ > CS-). Uno de los aspectos mas relevantes de este estudio fue que también
evaluaron las desactivaciones durante el condicionamiento del miedo (es decir, CS+ <
CS-). Con la argumentacidn de que este tipo de andlisis permitia identificar los correlatos
neuronales del procesamiento de las sefiales de seguridad, sugirieron que la desactivacion
de la corteza prefrontal ventromedial (CPFvm), la corteza orbitofrontal lateral, el
hipocampo y la corteza cingulada posterior podia estar explicando el procesamiento del

CS- como una sefial de seguridad.

En otro meta-analisis realizado por Fullana et al. (19) se analizaron los resultados
de 1074 participantes sanos de 31 estudios independientes durante el aprendizaje de la
extincion del miedo y 342 participantes sanos de 16 estudios durante el recuerdo de la
extincion del miedo. Durante el aprendizaje de la extincion del miedo (es decir, CS+ >
CS-) se manifestd6 un patron de activacion similar al observado durante el
condicionamiento del miedo en Fullana et al. (64), con especial énfasis en la actividad de
la CCAd y la insula. En cambio, durante el recuerdo de la extincion del miedo v,
especificamente utilizando el contraste CS+E > CS+U, se observo un incremento de la

actividad de la CPFvm, la corteza prefrontal dorsolateral y el hipocampo. La integracion
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de los hallazgos revelados en los meta-analisis realizados por Fullana et al. (19,64) parece
sugerir que la actividad de la CCAd, la insula, la CPFvm y el hipocampo es fundamental

en los procesos de condicionamiento aversivo (Figura 5).

Figura 5. Visualizacion Axial, sobre una plantilla estructural, de los principales sustratos neurales
del condicionamiento aversivo en humanos: corteza cingulada anterior dorsal, , corteza prefrontal
ventromedial, e hipocampo.

1.2.2.2. Espectroscopia por Resonancia Magnética

Desde 1985 (65), la espectroscopia por resonancia magnética se ha venido
utilizando en neurociencia clinica como método para investigar in vivo la neuroquimica
cerebral, fundamental para comprender las enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas. La
MRS es una técnica no invasiva que utiliza los mismos principios fisicos y métodos de
deteccién que la resonancia magnética, pero afiade una dimension adicional de
informacion al detectar también las frecuencias de resonancia de los metabolitos.
Aprovecha que los protones reaccionan de forma ligeramente diferente al campo
magnético, dependiendo de su entorno quimico. Esto permite distinguir entre diferentes
compuestos quimicos y cuantificar sus concentraciones incluso en concentraciones
bastante bajas. Dentro de los diferentes protones, el de hidrogeno (H1) es el nucleo
utilizado mas comunmente, ya que su abundancia natural es de casi el 100%, por lo que

cuando hablamos de MRS, generalmente nos estamos refiriendo a H1-MRS.

El metabolito se mide en un volumen determinado, el voxel. Para ello, se mide el

espin nuclear de ciertos nucleos que, al manipularlo, producira una resonancia a una
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frecuencia determinada, caracteristica de un determinado metabolito. Los dos métodos
principales para la MRS son la espectroscopia de punto resuelto, PRESS (Point RESolved
Spectroscopy) y el modo de adquisicion de eco estimulado, STEAM (STimulated Echo
Acquisition Mode). Uno de los retos de la MRS es que los metabolitos se presentan en
cantidades muy pequefias en comparacion con otras sustancias muy abundantes, por lo
que debemos tratar de maximizar la relacion sefial-ruido. A mayor tamafio del voxel,
mejor sefial obtendremos, pero disminuiremos la especificidad espacial al incluir areas
adyacentes. También podemos aumentar la sefial repitiendo el nimero de medidas
adquiridas y promediandolas, pero con el coste de mayor tiempo de adquisicion. Cabe
destacar que, dada la abundante presencia y alta concentracion de hidrégeno, el agua debe
suprimirse de forma especial puesto que de no hacerlo enmascararia por completo al resto
de metabolitos de interés, dado que su amplitud frecuencial es del orden de 5000 veces

superior (66).

Un espectro de resonancia magnética puede describirse como un "gréafico con
picos" (Figura 6), en el que el eje x se traza en unidades adimensionales de partes por
millon (ppm) y el eje y, que representa la amplitud, se da caracteristicamente en unidades
arbitrarias. Las unidades ppm son relativas a una frecuencia de referencia, por ejemplo,
agua sin suprimir a 4,75 ppm. Los picos aparecen a frecuencias constantes y son
caracteristicos de la frecuencia de resonancia especifica del H1 visible por resonancia
magnética en diferentes moléculas. La amplitud del pico es directamente proporcional al
namero de protones resonantes disponibles e, indirectamente, a la concentracion de la

sustancia.

La MRS del cerebro se utiliza principalmente en investigacion, pero también se
utiliza clinicamente en esclerosis maltiple y enfermedades inflamatorias, epilepsia, recién
nacidos con signos de asfixia, entre otros. Mas habitualmente, la MRS se incluye en el
estudio de los tumores cerebrales, ya que puede ayudar a clasificar el tumor, decidir la
extension del tumor y como guia para la biopsia (67).
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Figura 6. Ejemplo de espectro metabdlico resultante de la corteza prefrontal ventromedial
(cuadrado

). Cada metabolito aparece en el eje de las X segun su frecuencia de resonancia (partes

por millén, ppm), y su concentracién se representa segin la altura de su pico (eje de las Y). Imagen adaptada
de Giménez et al. (68). Cho: Colina; Cr: Creatina; Glu: Glutamato; NAA: N-acetyl-aspartato.

Los metabolitos principales detectados en la MRS son:

NAA (N-acetyl-asparato): Marcador neuronal, participa en la biosintesis de
mielina, marcador de formacién y mantenimiento de la mielina. (2,02 ppm)
Cho (Colina): Biomarcador del estado del metabolismo de los fosfolipidos de
membrana. Altos niveles de colina indican la presencia de altos niveles de
recambio de membrana. (3,20 ppm)

ml (myo-Inositol): Azlcar implicado en la regulacién de la osmolaridad
neuronal. Tradicionalmente marcador de células gliales, la teoria mas reciente
sugiere que las células gliales son un almacén de ml. (3,56 ppm)

Glu, GIx (Glutamato, Glutamato+Glutamina): El neurotransmisor excitatorio
maés abundante. (2,20 y 2,40 ppm)

GABA (Acido Gamma aniobutirico): El neurotransmisor inhibitorio mas
abundante. (aprox. 3,0 ppm)

Cr (Creatina): Marcador de energia metabolica. Se le supone relativamente
estable y, por tanto, habitualmente utilizado como metabolito de referencia.
(3,03 ppm)
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Entre estos metabolitos es de especial relevancia destacar el complejo
glutamato+glutamina, referido simplemente como glutamato a lo largo de la presente
tesis. Como se ha comentado con anterioridad, el glutamato es el neurotransmisor
excitatorio por excelencia del sistema nervioso Yy, por ello, esta implicado en multiples
procesos cognitivos que requieren de un equilibrio neurofisiolégico estable.
Especificamente, los circuitos cerebrales glutamatérgicos juegan un papel principal en el
desarrollo de las conexiones sinapticas normales, las cuales son esenciales para el
aprendizaje y la memoria (69). Por tanto, la modulacion glutamatérgica cerebral es un
proceso bioldgico critico en los procesos de condicionamiento aversivo. Amplia
evidencia pre-clinica (modelos animales) ha demostrado que la plasticidad neuronal,
requerida en los procesos del condicionamiento aversivo, implica una despolarizacion
neuronal a través de la activacién de los receptores de glutamato N-metil-D-aspartato
(NMDA) (70). Asimismo, agonistas de los receptores NMDA parecen facilitar el
aprendizaje de la extincion del miedo (71,72). Méas especificamente, la activacion de los
receptores NMDA en la corteza infralimbica (homologa a la corteza prefrontal
ventromedial en humanos) parece mediar el incremento de neurotransmisién
glutamatérgica durante la consolidacion del aprendizaje de la extincién del miedo (73),
lo cual facilita el recuerdo de la extincion del miedo (74,75).

1.3 Trastorno Obsesivo Compulsivo y su relacion con el

condicionamiento aversivo

1.3.1 Descripcion de la patologia

El trastorno obsesivo compulsivo es un trastorno mental debilitante que afecta al
2-3% de la poblacion general (76). Se caracteriza por la presencia de obsesiones,
compulsiones 0 ambas. Los pensamientos, imagenes e impulsos intrusivos no deseados
ocurren en al menos el 90% de la poblacion general. Mientras que en las personas sanas
estos pensamientos, imagenes o impulsos intrusivos se ignoran de manera habitual, en los
pacientes con TOC se convierten en obsesiones (77). Estas obsesiones intrusivas,
recurrentes y angustiosas a menudo se relacionan con temas de contaminacion/limpieza,
comprobacion y orden/simetria, y pueden ir acompafiadas de conductas o actos mentales
repetitivos o ritualizados destinados a reducir la ansiedad provocada por las obsesiones

(es decir, las compulsiones). Aunque el TOC estéa clasificado como una entidad unitaria
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en clasificaciones nosoldgicas clasicas (78), su heterogeneidad podria ser mejor
comprendida como un compendio de dimensiones de sintomas (79,80), hasta el punto que
algunos estudios han sugerido la necesidad de un tratamiento diferencial basado en la
dimensién de los sintomas (81). En relacion a las opciones terapéuticas del TOC, los
principales tratamientos incluyen intervenciones farmacol6gicas, como los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina, y la TCC de exposicion con prevencion de

respuesta, la cual sera descrita con mas detalle en las siguientes secciones.

El modelo neurobiolégico dominante en relacion a la etiologia del TOC se basa
en alteraciones en los procesos de inhibicion conductual y los circuitos cortico-estriado-
taldmico-cortical (82,83). Los circuitos cortico-estriado-talamico-cortical implican dos
vias neurales principales: la via directa y la via indirecta (Figura 7 y Figura 8). En la via
directa, la corteza envia proyecciones corticales excitatorias (glutamatérgicas) hacia el
estriado, el cual envia proyecciones inhibitorias (gabaérgicas) al segmento interno del
globo pélido que emite al tdlamo. Debido a que las neuronas del globo pélido son
inhibitorias, esta Ultima proyeccion resulta en una desinhibicion del tdlamo, el cual envia
proyecciones excitatorias de nuevo a la corteza. En la via indirecta, la corteza envia
proyecciones excitatorias al estriado, el cual envia proyecciones inhibitorias al segmento
externo del globo palido que emite al nucleo subtaldmico. Esto conduce a que las
neuronas del nucleo subtalamico se desinhiban dando salida excitatoria al segmento
interno del globo palido. Como resultado se incrementa la inhibicion del talamo y
disminuye la excitabilidad de la corteza (84). En resumen, la via directa funcionaria como
un bucle de retroalimentacion positiva y, por tanto, contribuye a la iniciacion y
continuacion de la conducta, mientras que la via indirecta proporcionaria un mecanismo
de retroalimentacidn negativa clave para la inhibicion y la flexibilidad conductual. Como
en muchos otros procesos psicofisioldgicos, estas dos vias deben mantenerse en
homeostasis (en equilibrio) para dar lugar a una conducta que sea flexible entre la
iniciacion y la inhibicion conductual. Por tanto, un desequilibrio en la via directa e
indirecta de los circuitos cortico-estriado-talamico-cortical podria conducir a las

conductas inflexibles caracteristicas del trastorno obsesivo compulsivo (82,83,85,86).
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Activada Activado Inhibido Desinhibido
Glutamato GABA GABA Glutamato

. 3 Segmento interno .
Corteza  we——  [siriado —se— g Talamo wee—— Corteza

del globo palido
Incremento de Incremento de Disminucién de Incremento de
proyecciones proyecciones proyecciones proyecciones
excitatorias inhibitorias inhibitorias excitatorias

Figura 7. Via directa de los circuitos cortico-estriado-talamico-cortical. Adaptacion de Henley (87)

Activada Activado Inhibido Desinhibido
Glutamato GABA GABA Glutamato
‘ . 5 Segmento externo Nucleo
rteza oy Estriado  ee— 1 — L.
Corteza striado del globo palido subtalamico
Incremento de Incremento de Disminucion de Incremento de
proyecciones proyecciones proyecciones proyecciones
excitatorias inhibitorias inhibitorias excitatorias

Activado GABA Inhibido Glutamato

| > Segmento m’te.mo : »  Tilamo
del globo palido

Corteza

Incremento de Disminucién de
proyecciones proyecciones
inhibitorias excitatorias

Figura 8. Via indirecta de los circuitos cortico-estriado-talamico-cortical. Adaptacién de Henley (87)

Otros modelos neurobioldgicos mas recientes han sugerido que la sintomatologia
del TOC también podria explicarse a través de alteraciones en los procesos de
condicionamiento aversivo y, por tanto, han sefialado la relevancia de evaluar la
neurobiologia del aprendizaje del miedo (88). Segun este modelo, la consecuencia de no
ignorar los pensamientos, imagenes e impulsos intrusivos seria el estimulo
incondicionado, el cual se acaba asociando a cualquier elemento que provoque la
sintomatologia obsesiva compulsiva (es decir, al estimulo condicionado) y produce una
respuesta defensiva de evitacion o compulsiva (es decir, la respuesta condicionada). A
modo de recuerdo, la neurobiologia del aprendizaje del miedo en humanos implicaria
principalmente las interacciones entre la CCAd, la insula, la CPFvm y el hipocampo
(vease apartado fMRI). Aunque una de las caracteristicas clave del TOC parece ser la
aparente incapacidad de inhibir o extinguir el miedo asociado a las obsesiones, tan s6lo
dos estudios previos han evaluado los correlatos neurobiol6gicos del condicionamiento

Tesis doctoral -29-



Memoria de Tesis Doctoral

aversivo en adultos con TOC obteniendo resultados contradictorios. Milad et al. (89)
observaron una disminucion en la actividad del caudado y el hipocampo durante el
condicionamiento del miedo, asi como del cerebelo, la corteza cingulada posterior y el
putamen durante el recuerdo de la extincion. Ademas, los pacientes con TOC mostraron
una reduccion de la actividad de la CPFvm a través de las diferentes fases del
condicionamiento aversivo (condicionamiento del miedo, aprendizaje de la extincion del
miedo y el recuerdo de la extincion del miedo). En contraste, Apergis-Schoute et al. (90)
encontraron un incremento de la actividad de la CPFvm durante la fase del

condicionamiento del miedo (la Unica fase evaluada del condicionamiento aversivo).

Al hablar de los modelos neurobiolégicos del TOC no nos podemos olvidar de
sefialar el potencial papel de las concentraciones glutamatérgicas cerebrales. Este
neurotransmisor no sélo podria estar involucrado en las alteraciones de los circuitos
cortico-estriado-talamico-cortical como su principal componente excitatorio sino que,
dada su estrecha relacion con los procesos de condicionamiento aversivo en modelos
animales (91,92), podria estar reconciliando los dos modelos neurobioldgicos existentes
en torno a la etiologia del TOC. Sin embargo, la gran mayoria de estudios previos que
han comparado los niveles de glutamato en diferentes regiones prefrontales entre
pacientes con TOC y controles sanos no han reportado diferencias significativas (93).
Una posible interpretacién de la ausencia de diferencias en la concentracion de glutamato

entre pacientes con TOC y controles sanos se expone en la discusién del estudio 1.

Respecto a las respuestas psicofisioldgicas (medidas a través de EDA) durante el
condicionamiento aversivo, los resultados previos no parecen ser mas aclaradores.
Apergis-Schoute et al. (90) revelaron que los pacientes con TOC pueden discriminar entre
el estimulo condicionado y el estimulo neutro durante la fase del condicionamiento del
miedo, pero esta habilidad se reduce en los Gltimos ensayos de la adquisicion en
comparacion con los controles sanos. Fyer et al. (94) observaron una mayor respuesta
absoluta a los estimulos neutros durante la fase del condicionamiento del miedo en los
pacientes con TOC en comparacion con los controles sanos, aunque la magnitud de
respuesta total entre el estimulo condicionado y el estimulo neutro no fue
significativamente diferente entre los grupos. Milad et al. (89) y McLaughlin et al. (95)
hallaron que la respuesta a los CS permanecia elevada en los pacientes con TOC en

comparacion con los controles sanos durante la fase del recuerdo de la extincion del
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miedo. Sin embargo, Nanbu et al. (96) y Pohlchen et al. (97) no encontraron ningun
hallazgo significativo en sus estudios.

De cualquier modo, uno de los aspectos mas importantes de la motivacion para
estudiar los procesos de condicionamiento aversivo en el TOC es que la TCC de
exposicion con prevencion de respuesta esta basada en los principios del aprendizaje de
la extincion del miedo (70,98-100).

1.3.2 Terapia cognitivo-conductual

La terapia cognitivo-conductual representa un conjunto diverso de intervenciones
dirigidas a alterar las respuestas emocionales desadaptativas de los pacientes a través de
cambiar sus pensamientos, su conducta o ambos. Dentro de todas sus estrategias
psicoterapéuticas, la terapia cognitiva y la terapia de exposicion con prevencion de
respuesta son las intervenciones mas utilizadas en la practica clinica (101). Y, desde que
Victor Meyer (102) publicé el primer reporte de un caso exitoso sobre el uso de la terapia
de exposicion con prevencién de respuesta para el trastorno obsesivo compulsivo, esta
estrategia se ha convertido en la intervencion psicoterapéutica de referencia para tratar el
TOC. Con el objetivo de facilitar la lectura de la presente tesis, el concepto “terapia
cognitivo-conductual” se ha utilizado como sindonimo de “terapia cognitivo-conductual

de exposicion con prevencion de respuesta’.

La terapia cognitivo-conductual implica construir una jerarquia de situaciones,
objetos o intrusiones mentales que puedan suscitar la provocacion de sintomatologia
obsesiva compulsiva de los pacientes (Tabla 2). Una vez creada esta lista de elementos,
el paciente debe exponerse a cada uno de ellos hasta que son facilmente tolerables sin la
necesidad de realizar las respuestas compulsivas que estan asociadas al cese de la
ansiedad (103). El principal objetivo es modelar las estructuras cognitivas del miedo que
mantienen las asociaciones patoldgicas entre estimulos seguros y las respuestas de miedo.
Esta base tedrica sugiere que la exposicién a situaciones habitualmente evitadas o
neutralizadas por los pacientes permite actualizar las estructuras que organizan los
recuerdos del miedo con nueva informacion “de seguridad” que, a su vez, disminuye la
presentacion de las respuestas de miedo (104). O, dicho de otra manera, la presentacion
del elemento (o estimulo condicionado) en ausencia de la consecuencia aversiva (0

estimulo incondicionado) crea una nueva asociacion (es decir, estimulo condicionado —
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sin estimulo incondicionado) que compite con la asociacién original estimulo
condicionado — estimulo incondicionado. A lo largo de las sesiones (o entrenamiento), la
nueva asociacion (estimulo condicionado — sin estimulo incondicionado) se fortalece e
inhibe la asociacion original (estimulo condicionado — estimulo incondicionado) dando
lugar a una disminucién de la frecuencia de presentacion de la respuesta condicionada.
En este sentido, no cabe duda que los procesos de entrenamiento de extincion del miedo
y recuerdo de la extincion del miedo juegan un papel indispensable en la conduccion de
la TCC (98,99).

Tabla 2. Ejemplo de jerarquia de exposicién de un paciente con trastorno obsesivo compulsivo de
contaminacion por contagio por Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y rituales de limpieza y
evitacion de contacto. (SUDS: Escala de Unidades Subjetivas de Angustia)

Jerarguia de situaciones SUDS
- Acercarse a la sala del hospital donde se trata a los 100
pacientes afectos de VIH
- Hacerse una analitica (Extraccion de sangre) 95
- Tocar elementos del transporte publico 80
- Usar cubiertos o vasos que no sean propios 80
- No lavarse/ducharse después de haber estado varias 70

horas fuera de casa
- No quitarse la ropa antes de pasar el recibidor de casa 60
- Estar en contacto con personas que han tenido heridas 60
recientemente
- Pisar manchas rojas de origen desconocido 50
- Ver noticias relacionadas con accidentes en los que 40
haya presencia de sangre
- Usar el PC de un compariero/a de trabajo 30

- Estar cerca de una persona que estornuda 30

La terapia cognitivo-conductual y, por tanto, el entrenamiento de extincion del
miedo y el recuerdo de la extincion del miedo, es uno de los tratamientos actuales mas
efectivos para el TOC (103). Su eficacia, sin embargo, puede ser variable en funcion de
las variantes en su procedimiento. Uno de los primeros factores a tener en cuenta es quien
realiza el control de la exposicion: exposicién controlada por el terapeuta, exposicion

autocontrolada o exposicién controlada por el terapeuta y el paciente (105). En segundo
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lugar, la exposicion también puede clasificarse en funcién de qué medio se utiliza para
evocar la sintomatologia obsesiva compulsiva: exposicion en vivo, exposicion imaginaria
0 exposicion en vivo e imaginaria (106). En tercer lugar, se encontraria la estrategia de
exposicion: gradual o por inundacién (exposicion inicial a los estimulos que tienen una
mayor probabilidad de provocar ansiedad o miedo) (107). La ultima variante del
procedimiento se focalizaria en el grado de prevencion de respuesta: prevencion de
respuesta completa, gradual, parcial o sin prevencion de respuesta (108). A pesar de esta
posible variabilidad en el procedimiento, un reciente meta-analisis y revision sistematica
ha sugerido que el protocolo de tratamiento mas eficaz debe organizarse en sesiones de
exposicion gradual en vivo, imaginarias 0 ambas controladas por el terapeuta con
prevencion de respuesta completa de unos 90 minutos, todo ellos combinado con tareas
diarias de exposicion autocontrolada (109). En este sentido, los ensayos clinicos que han

seguido este protocolo han revelado tasas de respuesta superiores al 80% (105,110).

1.3.3 Biomarcadores predictores de respuesta a la terapia cognitivo-

conductual

A pesar del claro beneficio terapéutico de la TCC en el TOC, las sesiones de
exposicion con prevencion de respuesta no son universalmente eficaces para todos los
pacientes y hasta el momento no se ha conseguido determinar qué variables predicen la
respuesta al tratamiento. Como se ha sefialado en el apartado anterior, la TCC puede
considerarse un analogo del entrenamiento de extincion y, por tanto, es plausible que
ciertas variables neurobiolégicas relacionadas con la extincion permitan predecir sus
resultados. Sin embargo, los estudios previos ain no han investigado el potencial de los
correlatos neurobioldgicos del condicionamiento aversivo como biomarcador predictor
de respuesta a la TCC en pacientes con TOC. Si bien es cierto que algunos estudios han
intentado abordar la identificacion de estos biomarcadores utilizando otras
aproximaciones conceptuales y metodologicas, sus hallazgos parecen apuntar a una clara

relacién entre la neurobiologia del condicionamiento aversivo y la respuesta a la TCC.

Yan et al. (111) publicaron recientemente una revision sistematica y meta-
analisis de los correlatos neurales de la TCC en pacientes con TOC, y revelaron que la
respuesta al tratamiento se asociaba significativamente con mayor actividad de la corteza

prefrontal medial y la amigdala antes de iniciar el tratamiento. Ademas, en Fullana et al.
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(112) se observo que la conectividad funcional entre la amigdala y la CPFvm predecia la
respuesta a la TCC. Aunque la implicacion de la CPFvm y la amigdala en la respuesta a
la TCC parece ser evidente, otras regiones implicadas en los procesos de
condicionamiento aversivo como la insula también han sido identificadas como posibles
biomarcadores predictores de respuesta a la TCC. Por ejemplo, Olatunji et al. (113)
detectaron que la actividad de la insula durante un paradigma de provocacion de sintomas
se asociaba con la respuesta a la TCC en pacientes con TOC. Otros factores
neurobioldgicos como la concentracion de glutamato cerebral (uno de los puntos centrales
de la presente tesis) también han sido relacionados con la respuesta a la TCC (aunque
solo en muestras pediatricas/adolescentes). En este sentido, O’Neill et al. (114,115) e
Ivarsson et al. (116) observaron que menor concentracion de glutamato en el tdlamo, la
corteza cingulada posterior ventral y la corteza cingulada media se relacionaba con una

mejor respuesta a la TCC.
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2. Hipotesis
A continuacion, se describen las hipdtesis planteadas en esta tesis:

e H1. Los pacientes con TOC, en comparacion con los controles sanos, mostraran
déficits de aprendizaje aversivo, que se observaran principalmente en la fase de

recuerdo de la extincion, el cual se vera disminuido.

e H2. Los pacientes con TOC, en comparacion con los controles sanos, mostraran una

menor concentracion de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial.

e H3. La concentracién de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial se asociara

de manera inversa con la severidad basal del trastorno obsesivo compulsivo.

e H4. La concentracién de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial se asociara
de manera directa con los indices de aprendizaje aversivo, en especial con el recuerdo
del aprendizaje de extincion, tanto en el conjunto de la muestra, como en el grupo de

los pacientes con TOC.

e Hb5. Los pacientes con TOC diferirn de los controles sanos en el patrdn de regiones
que mostrarén activacion (medida mediante resonancia magnetica funcional) durante

la fase de adquisicion y aprendizaje de extincion de un condicionamiento aversivo.

e H6. La concentracién de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial se asociara
de manera directa, en los pacientes con TOC, con la reduccion de sintomas que se

observara tras la administracion de un protocolo de terapia de cognitivo-conductual.

e H7. Las activaciones observadas en los pacientes con TOC durante la fase de extincién
de un condicionamiento aversivo se asociaran con la respuesta a la terapia cognitivo-
conductual (exposicién con prevencion de respuesta). En concreto, la activacion de la
corteza prefrontal ventromedial durante la fase de extincion del condicionamiento se

asociara de una manera positiva con el éxito de la terapia cognitivo-conductual.
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3. Objetivos

Los objetivos planteados en esta tesis:

e 1. Estudiar las diferencias entre pacientes con Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC)
y controles sanos en la adquisicion, aprendizaje de extincion y recuerdo de extincion

de un condicionamiento aversivo (evaluada mediante la respuesta electrodermal).

e 2. Estudiar las diferencias entre pacientes con Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC)
y controles sanos en la concentracion de glutamato en la corteza prefrontal
ventromedial (evaluada mediante dos secuencias, con distintos tiempos de eco, de

espectroscopia por resonancia magnética).

e 3. Estudiar la asociacion entre la concentracion glutamato en la corteza prefrontal
ventromedial y la severidad del TOC al inicio del estudio (evaluada con la escala
YBOCS).

e 4. Estudiar la relacién entre la concentracién glutamato en la corteza prefrontal
ventromedial y los diferentes indices de aprendizaje aversivo (condicionamiento,
extincion y recuerdo de la extincién), en el conjunto de la muestra, y por separado en

los grupos de pacientes con TOC y controles sanos.

5. Estudiar las diferencias en activaciones cerebrales (medidas mediante resonancia
magnética funcional) que se observaran entre pacientes con TOC y controles sanos
durante la adquisicién, aprendizaje de extincién y recuerdo de extincion de un

condicionamiento aversivo.

e 6. Estudiar la relacién entre la concentracién glutamato en la corteza prefrontal
ventromedial y el resultado de la terapia de cognitivo-conductual (disminucion de
sintomas obsesivo compulsivos en el periodo comprendido entre la evaluacion pre-

tratamiento y la evaluacion post-tratamiento).

e 7. Estudiar la relacion entre las activaciones cerebrales (medidas mediante resonancia
magnética funcional) que se observaran en pacientes con TOC durante las diferentes
fases de un aprendizaje aversivo (condicionamiento, extincion y recuerdo de la
extincién) y el éxito de un tratamiento mediante terapia cognitivo-conductual
(disminucion de sintomas obsesivo compulsivos en el periodo comprendido entre la

evaluacion pre-tratamiento y la evaluacion post-tratamiento).
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4. Material, métodos y resultados

4.1 Articulo publicado 1
Titulo del articulo:

Is glutamate associated with fear extinction and cognitive behavior therapy outcome in
OCD? A pilot study; Giménez M, Cano M, Martinez-Zalacain I, Real E, Alonso P,
Segalas C et al.; Eur Arch Psychiatry Clin Neurosci. 2020 Dec;270(8):1003-1014. doi:
10.1007/s00406-019-01056-3. Epub 2019 Aug 20.

Disponible a través de la URL.:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00406-019-01056-3

Resumen:

Antecedentes: Las fases de extincion y recuerdo de la extincion de los paradigmas
de condicionamiento aversivo puede entenderse como la base psicoldgica subyacente de
uno de los tratamientos mas eficaces del trastorno obsesivo compulsivo: la terapia
cognitivo-conductual. En relacidn a sus correlatos neurobiologicos, las redes cerebrales
glutamatérgicas y, especificamente, la estructura y funcién de la corteza prefrontal
ventromedial se han propuesto como candidatos para entender los procesos de
condicionamiento aversivo. Sin embargo, la relacion de los niveles de glutamato en la
corteza prefrontal ventromedial con el condicionamiento aversivo y su impacto en la
respuesta a la terapia cognitivo-conductual no han sido explorados en adultos con

trastorno obsesivo compulsivo.

Métodos: Se evaluaron los niveles de glutamato en la corteza prefrontal
ventromedial usando espectroscopia por resonancia magnética y el condicionamiento
aversivo usando actividad electrodermal durante un paradigma experimental de dos dias
en pacientes con trastorno obsesivo compulsivo (n = 17) y controles sanos (n = 13).
Consecutivamente, los pacientes con trastorno obsesivo compulsivo (n = 12) recibieron

terapia cognitivo-conductual.

Resultados: Los niveles de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial se

asociaron negativamente con el recuerdo de la extincion del miedo y positivamente con
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la respuesta a la terapia cognitivo-conductual en pacientes con trastorno obsesivo
compulsivo. Sin embargo, los niveles de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial
de los pacientes con trastorno obsesivo compulsivo no fueron significativamente
diferentes de los niveles observados en los controles sanos, y no se asociaron con la

severidad de la sintomatologia del trastorno obsesivo compulsivo.

Conclusiones: La concentracion de glutamato en la corteza prefrontal
ventromedial podria sugerirse como un biomarcador del recuerdo de la extincion del
miedo y la respuesta a la terapia cognitivo-conductual en pacientes con trastorno obsesivo

compulsivo.
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Abstract

Cognitive behavioral therapy (CBT) including exposure and response prevention is a well-established treatment for obses-
sive—compulsive disorder (OCD) and is based on the principles of fear extinction. Fear extinction is linked to structural and
functional variability in the ventromedial prefrontal cortex (vmPFC) and has been consistently associated with glutamate
neurotransmission. The relationship between vmPFC glutamate and fear extinction and its effects on CBT outcome have not
yet been explored in adults with OCD. We assessed glutamate levels in the vmPFC using 3T magnetic resonance spectros-
copy, and fear extinction (learning and recall) using skin conductance responses during a 2-day experimental paradigm in
OCD patients (n=17) and in healthy controls (HC; n=13). Obsessive—compulsive patients (n=12) then received manual-
ized CBT. Glutamate in the vimPFC was negatively associated with fear extinction recall and positively associated with CBT
outcome (with higher glutamate levels predicting a better outcome) in OCD patients. Glutamate levels in the vmPFC in OCD
patients were not significantly different from those in HC, and were not associated with OCD severity. Our results suggest
that glutamate in the vmPFC is associated with fear extinction recall and CBT outcome in adult OCD patients.

Keywords Cognitive behavioral therapy (CBT) - Fear extinction - Glutamate - Obsessive—compulsive disorder (OCD) -
Ventromedial prefrontal cortex (vmPFC)
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Introduction

For almost a century, researchers have been interested in
how organisms learn to fear and “not to fear” [1, 2]. This
field has gained momentum during the past two decades
due to its implications for our understanding of fear-related
disorders and how to treat them [3—-6]. Most research in
this area has used Pavlovian fear (or threat) learning exper-
iments, where a conditioned fear response is established
(fear conditioning) through the repeated pairing of an ini-
tially neutral stimulus (the conditioned stimulus, CS) with
a negative outcome (unconditioned stimulus, US). When
the CS is later presented repeatedly without the US, the
conditioned fear response decreases (extinction learning
or within-session extinction). The memory of extinction
learning can be probed later by presenting the CS again
(extinction recall or between-session extinction).

Several lines of research have established that fear extinc-
tion processes are modulated by glutamate, a major excita-
tory neurotransmitter in the mammalian brain that is critical
for learning and memory [7-11]. For example, rodent data
suggest that neural plasticity associated with fear extinc-
tion requires membrane depolarization through activation of
N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptors [12], and NMDA
agonists have been shown to facilitate fear extinction [13,
14]. More specifically, activation of NMDA receptors in the
infralimbic cortex seems to mediate increased glutamate
neurotransmission during consolidation of extinction learn-
ing [15], thereby facilitating successful extinction recall [16,
17]. In this regard, extinction learning and extinction recall
in rodents may be altered by lesions [18-21] or direct electri-
cal stimulation [22-24] of the infralimbic cortex. In healthy
humans, structural and functional neuroimaging studies sug-
gest that the ventromedial prefrontal cortex (vmPFC), the
homologue of the rodent infralimbic cortex, is also impor-
tant for both extinction learning [25] and recall [26, 27].

In clinical settings, cognitive behavior therapy (CBT)
including exposure and response prevention is the first-line
treatment for OCD [28-30] and is based upon the principles
of fear extinction learning [12, 31]. Recent studies suggest
that structural and functional changes in the vimPFC could
predict CBT outcome in OCD. For example, thinner cortical
thickness in the rostral anterior cingulate cortex (ACC)—a
subregion of the vimPFC and decreased resting-state activity
between the basolateral amygdala and the vimPFC predict a
better CBT outcome in OCD adult patients [32, 33]. Moreo-
ver, glutamate-based therapies such as d-cycloserine have
been shown to increase the success of CBT in humans [13,
34-38]; but see also [39, 40]. Thus, endogenous brain levels
of glutamate may be associated with CBT outcome.

This possibility was recently explored in a randomized
controlled trial of CBT in children/adolescents with OCD
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[41]. In this study, the authors found that lower pre-CBT
levels of glutamate in the ventral posterior cingulate cortex
(vPCC) were associated with better CBT outcome (i.e.,
greater symptom reduction). These authors had previously
reported that lower pre-CBT levels of glutamate + glu-
tamine (GIx) in the thalamus were also associated with
better CBT outcome in children/adolescents with OCD
[42]. Similarly, two studies in adults found decreased
GlIx and glutamate levels following CBT in the anterior
middle cingulate cortex (aMCC) [43] and a sub-region of
the vimPFC, the pregenual ACC [44].

To our knowledge, the association between brain gluta-
mate and fear extinction has not yet been investigated in
humans. Given the important role that fear extinction mecha-
nisms may have in OCD [45], in the present pilot study, we
evaluated whether glutamate levels in the vimPFC assessed
using proton magnetic resonance spectroscopy (‘H-MRS)
are associated with fear extinction learning and recall, as
well as with CBT outcome, in adults with OCD. Moreover,
we also included a healthy control (HC) group to control for
potential baseline abnormalities in glutamate levels.

Methods
Overview

OCD patients and HC participated in a 2-day experimental
protocol where glutamate levels in the vmPFC were meas-
ured using 'H-MRS, and fear extinction (learning and recall)
was assessed via skin conductance responses (SCR). Fol-
lowing the experimental protocol, OCD patients received a
20-week course of CBT. The study was performed in accord-
ance with the requirements of the Institutional Review Board
of University Hospital of Bellvitge and the ethical standards
laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later
amendments. All participants gave written informed consent
to participate.

Participants

We recruited patients from the OCD unit of Bellvitge
University Hospital (Barcelona, Spain), and HCs (group
matched by age and sex) from the local community through
advertisements and word of mouth. Eligible patients were
adults with a principal diagnosis of OCD (>1 year) as
established independently by two psychiatrists using the
Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis I Disorders
(SCID-1V), clinician version [46].

OCD patients were eligible for CBT if they had a his-
tory of non-response (Yale-Brown Obsessive—Compulsive
Scale [Y-BOCS] reduction < 35%) [47] or partial response
(Y-BOCS reduction < 25%) to at least one 12 week trial with



European Archives of Psychiatry and Clinical Neuroscience (2020) 270:1003-1014 1005

a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) following rec-
ommended guidelines [48], and had not previously received
CBT. Pharmacological treatment remained at steady doses
for at least 12 weeks before the study and was kept stable
throughout the study. The 'H-MRS and fear extinction data
were collected 1-2 weeks before starting CBT.

The following exclusion criteria were applied to all par-
ticipants: age < 18 or > 65; active substance use, abuse or
dependence (except nicotine) during the previous 12 weeks;
presence of personality disorders (as assessed by the Struc-
tured Clinical Interview for DSM-IV Axis II Disorders
(SCID-II) [49], psychotic or bipolar disorders; mental
retardation; presence or history of serious medical or neu-
rological disorder (except a tic disorder); history of loss of
consciousness for > 30 min; any contraindication for mag-
netic resonance imaging (MRI) scanning. Comorbid depres-
sive and anxiety disorders were not considered to be exclu-
sion criteria provided that OCD was the principal and most
severe diagnosis.

The absence of mental disorders in the HC group was
confirmed using the Spanish version of the Mini-Interna-
tional Neuropsychiatric Interview (MINI) [50], which was
administered by a trained psychiatrist.

Fear conditioning and extinction procedure

We used the 2-day fear conditioning and extinction proto-
col developed by Milad et al. and adapted for use in the
scanner [51]. Fear conditioning and extinction learning
were assessed on day 1 and fear extinction recall on day
2 (24 h later). Briefly, the visual stimuli were photographs
of rooms (two contexts) containing lamps of three differ-
ent colors (CS). The US was a 100 ms (ms) electric shock
delivered via electrodes attached to the dominant hand. Dur-
ing the fear conditioning phase, two CS (e.g., red and blue
lights) were paired with the US 200 ms before the CS offset
(CS+) 60% of times, and another CS (e.g., yellow light) was
not (CS—). During the extinction learning phase, two of the
three stimuli were presented, one CS + not followed by the
US (extinguished CS +=CS +E) and the CS—. The other
CS + was not presented during extinction learning (unextin-
guished CS 4+ =CS + U). During the extinction recall phase,
the CS +E, the CS + U, and the CS— were presented in the
extinction context and no shocks were delivered. All phases
of the experiment included 16 CS + (conditioning and recall,
8 CS+E and 8 CS + U; extinction learning, 16 CS +E) and
16 CS —trials. The CS+U and CS +E were counterbal-
anced across participants. The CS —trials were intermixed
throughout all phases of the experiment among the CS + tri-
als. For each trial, the room (context) was presented for 9 s
(3 s alone and 6 s in combination with the CS +or CS —).
The trials of the fear conditioning phase were presented in
the conditioning context. The trials of the extinction learning

and extinction recall phases were presented in the extinction
context. The selection of the CS colors was counterbalanced
across participants. The mean inter-trial interval was 15 s.

Skin conductance was recorded during the fear condition-
ing and extinction protocol as in previous studies [27, 51].
Skin conductance responses for each CS trial were calcu-
lated by subtracting the mean skin conductance level dur-
ing the 2 s immediately before CS onset (during which the
participants were presented with the context alone) from the
highest skin conductance level recorded during the 6-sec
CS duration, i.e., all reported SCR reflected changes in skin
conductance above and beyond any changes produced by the
context. Skin conductance data were normalized by square-
root transformation, and when a SCR was negative, the abso-
lute value was square-root transformed and the result was
multiplied by — 1.

Neuroimaging data acquisition, preprocessing,
and analyses

Neuroimaging data were acquired at 3T on a Siemens
Magnetom Verio Syngo® MR B17 scanner equipped with
32-channel receive-only phased-array head coil (Siemens,
Erlangen, Germany). For anatomical localization, a high-
resolution structural MRI T1 sequence was obtained on day
1 (repetition time [TR]=2100 ms, echo time [TE]=2.67 ms,
flip angle [FA]=90°, field of view [FoV]=256 %256
pixel matrix, slice thickness=1 mm), and the 'H-MRS
sequence was acquired on day 2. A single 'H-MRS voxel
(20 %20 x 20 mm?) was manually placed by an experienced
MRI researcher (MC) in the vmPFC, centered mediolater-
ally on the midline and dorsoventrally at the most anterior
point of the genu of the corpus callosum. To minimize the
inclusion of cerebrospinal fluid, the posterior boundary of
the voxel was located just rostral to the genu (see Fig. 1).
We acquired two separate 'H-MRS sequences with two
different TEs (short and long), using this same voxel and
a standard point-resolved spectroscopy (PRESS) sequence
with automatic shimming. For the first sequence, acquisition
parameters were: TR =2000 ms, TE =30 ms, and 80 aver-
ages. For the second sequence, acquisition parameters were:
TR =2000 ms, TE =135 ms, and 128 averages (FA=90° in
both acquisitions). Short- and long-echo times were com-
pared to evaluate optimal parameters to detect glutamate lev-
els, as previous authors have noted the challenges in accurate
determination of glutamate concentrations in vivo [52-56].
Glutamate metabolite concentrations were measured
using LCModel [57, 58] version 6.3-1H. The LCModel
software uses a constrained non-linear least-squares analy-
sis to estimate the metabolite concentrations, starting with
solution spectra basis sets to provide concentration estimates
without operator bias. LCModel also provides error esti-
mates for the fit of each metabolite (% standard deviation
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Fig.1 a Single 'H MSR-voxel localization [20x20%20 mm?] in
the vmPFC, and b.1 typical spectral fit (red) of signal (black) from a
TE30 ms acquisition and b.2 typical spectral fit (red) of signal (black)

[SD] or Cramer—Rao lower bound [CRLB] variance). To
decrease data variance, metabolite signals in the acquired
spectrum were scaled to the signal of creatine (Cr) which
appears to be stable within each tissue type; so, the relative
values of glutamate vs. Cr were obtained (glutamate/Cr).
All spectra were visually inspected by three experts, who
were blind to the study hypotheses. Cases were rejected if
the fitted spectra showed: (1) poor fit for glutamate at its C4
proton multiplet resonance around 2.35 ppm (despite accept-
able CRLB); (2) poor shim (full width at half maximum
(FWHM) > 0.12 ppm for TE 135 ms and FWHM > 0.10 ppm
for TE 30 ms); (3) low (< 8) signal-to-noise ratio [SNR]);
or (4) poor distinction between major choline (Cho)/creatine
(Cr) resonances at 3.2 ppm and 3.0 ppm, respectively. Thus,
2 OCD and 6 HC participants were excluded from analyses
as both their TE 30 ms and TE 135 ms 'H-MRS spectra
failed to meet these criteria, giving a final sample of 30 par-
ticipants (17 OCD and 13 HC). Moreover, based on these
criteria, from this final sample of 30 subjects, I HC was
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from a TE135 ms acquisition. Institutional unit measure for metabo-
lites. Cho choline, Cr creatine, Glu glutamate, NAA N-acetylaspar-
tate, ppm parts per million

excluded from the analyses of TE 135 ms spectra data, and
1 and 3 OCD patients were excluded from the analyses of the
TE 30 ms and TE 135 ms spectra, respectively.

Cognitive behavior therapy and assessment
of outcome

Cognitive behavior therapy focused on exposure and ritual
prevention and was provided in group setting (6—8 attend-
ees), except for 2 patients, who received individual CBT,
by an experienced therapist who was blind to the study’s
hypotheses. Previous research suggests that group and indi-
vidual CBT have a similar efficacy on OCD [59].

All patients received 20 weekly sessions last-
ing ~90-120 min each (45 min for the individual sessions)
following Kozak and Foa [60] manual. The first two sessions
focused on psychoeducation and introducing the behavioral
model of OCD, and on developing an exposure hierarchy;
sessions 3—18 consisted of gradual exposure (both imaginal
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and in vivo) to items of the hierarchy, with instructions for
strict response prevention from compulsions. The goal was
for patients to stop their rituals as early as possible dur-
ing therapy. Between sessions, participants were assigned
60 min homework per day, consisting of exposure to stimuli
similar to those addressed in the sessions. The last two ses-
sions focused on relapse prevention. Formal cognitive ther-
apy techniques were not used, but dysfunctional cognitions
were discussed within the context of exposure. Clinicians
who were not involved in therapy assessed OCD symp-
toms and comorbid depressive symptoms before and after
CBT using the Y-BOCS and the Hamilton Rating Scale for
Depression (HAMD) [61].

We operationalized CBT outcome as the difference
between Y-BOCS pre-CBT and Y-BOCS post-CBT. Of the
17 patients who initiated CBT, 5 did not finish the treat-
ment, and therefore outcome data were available for 12 OCD
patients.

Statistical analyses

In preliminary analyses, and for the whole sample, we com-
pared the SCR during fear conditioning and extinction pro-
tocol using repeated-measures ANOVA for each phase (con-
ditioning, extinction learning, and extinction recall), with CS
type (CS + vs. CS— for conditioning and extinction learn-
ing and CS+E vs. CS+ U for extinction recall) as within-
subjects factors and group (OCD vs. HC) as between-group
factor. Following Holt et al. [62], we divided conditioning
into two blocks (early and late). The trials included in each
phase are the same as those reported by Holt et al. [62].

Also, following Holt et al. [62], and for each individual,
we calculated two fear extinction measures. The extinction
learning index was calculated as the mean SCR for the last
four CS +E trials minus that for the last four CS — trials dur-
ing the extinction learning phase. Therefore, lower scores
indicated enhanced extinction learning (i.e., less discrimina-
tion between CS +E and CS—). The extinction recall index
was calculated as 100 — [(average SCR for the first four tri-
als of extinction recall/largest SCR during fear condition-
ing) X 100]. Therefore, higher scores indicated enhanced
extinction recall.

We analyzed the differences between groups (OCD vs.
HC) in baseline characteristics, glutamate relative levels,
and the two fear extinction indices (extinction learning and
recall) using the Mann—Whitney U test or the Chi Square
(%) test, and the effect of CBT on OCD symptoms using
the Wilcoxon signed-rank test for related samples. For this
analysis, we also calculated Cliff’s ¢ statistic [63] as an esti-
mate of effect size. Note that a Cliff § effect size of >0.47 is
considered “large” [64].We used Spearman’s Rho (r,) cor-
relations to test the significance of the associations between
glutamate relative levels and (i) OCD severity, (ii) fear

extinction measures, and (iii) CBT outcome, as well as to
calculate the correlation between both measurements of glu-
tamate (TE 30 ms and TE 135 ms).

We initially set a at 0.05. In correlation analyses, a Bon-
ferroni correction was applied to take into account the dif-
ferent correlations between glutamate and the behavioral and
clinical measurements (i.e., glutamate X CBT outcome, glu-
tamate x fear extinction learning, and glutamate X extinction
recall; p 0.05/3=0.02). Finally, an evaluation of the effects
of potential outlier values was also performed on our results.

Results

Preliminary analyses: fear conditioning
and extinction procedure

Figure 2 displays the mean SCR on day 1 of the experi-
ment. During conditioning, there were significant differences
between the CS + (CS +E and CS + U) and CS— in the mean
SCR within each group (both at early and late condition-
ing p <0.0005), but the interaction group X CS type was not
significant (early conditioning: p =0.142; late conditioning:
p=0.111), thus indicating that both groups showed suc-
cessful fear conditioning, but conditioning was not different
between groups. During extinction learning, there were no
significant differences between the CS +E and CS— in the
mean SCR within each group (p=0.387), and the interac-
tion group X CS type was not significant either (p =0.635),
thus indicating that both groups showed successful extinc-
tion learning, and that extinction learning was not differ-
ent between groups. During extinction recall, there were no
significant differences between the CS +E and CS+ U in the
mean SCR within each group (p =0.740), and the interac-
tion group X CS type was not significant either (p=0.370),
thus indicating (similar to Milad et al. 2013) [45] that there
were no significant differences between the two groups in
the magnitude of the SCR during the recall phase.

Baseline characteristics and CBT outcome

The sociodemographic and clinical characteristics of the
study participants are shown in Table 1. Glutamate levels
in the vmPFC did not differ significantly between OCD and
HC, for either TE 30 ms (OCD: mean, 1.136+SD, 0.223;
HC 1.200+0.178; U (n;=16, n,=13) 91.0, p=0.589) or
TE 135 ms (OCD: mean, 1.715+0.433; HC 1.696 +0.267,;
U (n,=14, n,=12) 88.0, p=0.860). Both TE 30 ms and
TE 135 ms measures were highly correlated (r,=0.715,
p <0.0005). Moreover, glutamate levels were not signifi-
cantly correlated with OCD severity (Y-BOCS pre CBT)
(TE 30 ms: r,=0.325, p=0.219; TE 135 ms, r,=—0.145,
p=0.621).
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Cognitive behavior therapy was effective at reducing
OCD symptoms (Y-BOCS pre CBT: 27.0+5.1; Y-BOCS
post CBT: 17.2+7.0; Z (n; =12, n,=12)=-3.063,
p=0.002; effect size §=0.708).

Glutamate levels and fear extinction indices

There were no differences between OCD and HC in our
indices of extinction learning (OCD: —0.004 +0.061; HC
—0.0135+0.044; U (n,=17, n,=13) 106.0, p=0.869) or
extinction recall (OCD: 45.97 +18.76; HC 29.89 +45.51;
U(n =16,n,=13)111.0, p=0.779).

We did not observe any significant correlation between
our extinction learning index and glutamate levels at
TE 30 ms (p > 0.3) either considering the whole sample
(OCD + HC) or the two groups separately. In contrast,
for the whole sample, we observed a positive significant
correlation between our extinction learning index and TE
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135 ms glutamate levels (r,=0.409, p=0.038), indicating
that higher glutamate levels were associated with dimin-
ished extinction learning (see Supplementary Fig. 1).
However, this correlation was no longer significant after
Bonferroni correction. Within OCD patients, there was
a trend toward a correlation for TE 135 ms (r;=0.490,
p=0.075). We also observed a significant negative corre-
lation between our extinction recall index and TE 135 ms
glutamate levels for the whole sample (r;=—0.483,
p=0.014), i.e., higher glutamate levels were associated
with diminished extinction recall, which remained sig-
nificant after Bonferroni correction (see Supplementary
Fig. 1). The difference in the correlation between groups
approached significance (p =0.057). In this sense, correla-
tions of our extinction recall index with glutamate levels
were not significant in the HC group for any TE (p >0.3),
while patients with OCD showed a significant negative
correlation between our extinction recall index and TE
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Ta.bI.e 1 SocilodemographiC, Characteristic OCD group N=17  HC group N=13 Uory’tests  pvalue
clinical, and "H-MRS
characteristics of study Demographic data
participants Sex (females/males) 1017 8/5 0.023 1.000
Age (years) (mean + SD) 40.2+12.7 36.9+12.8 128.5 0.457
Clinical data (mean + SD)
Age at OCD onset (years) 19.5+104 -
Y-BOCS score pre CBT 27.5+4.4 -
Y-BOCS score post CBT 17.2+7.0 -
Comorbidity (n, %)
Affective disorders 5(29.4) -
Anxiety disorders 2(11.8) -
Pharmacological treatment?® (n, %) 15 (88.2)
Fluoxetine (20—80 mg/d) 4(26.7) -
Fluvoxamine (100 mg/d) 1(6.7) -
Sertraline (200 mg/d) 2(13.3) -
Escitalopram (1040 mg/d) 6 (40.0) -
Venlafaxine (75 mg/d) 1(6.7) -
Paroxetine (40—-60 mg/d) 2(13.3) -
Glutamate values (mean + SD)
Relative value® TE30 1.136 +0.223 1.200+0.178 91.0 0.589
Relative value® TE135 1.715+0.433 1.696+0.267 88.0 0.860
%SD* TE30 ms 6.412+2.694 5.308 +1.601 78.0 0.161
%SD° TE135 ms 8.824+3.302 7.615+1.938 92.0 0.432

CBT cognitive behavioral therapy, HC healthy controls, {H-MRS proton magnetic resonance imaging, ms
milliseconds, OCD obsessive—compulsive disorder, SD standard deviation, TE echo time, Y-BOCS Yale-

Brown Obsessive—Compulsive Scale

#At least 12 weeks of this dose was required before scanning and initiating CBT. Medication was kept sta-
ble throughout the study (except in two patients who were free of medication at the time of the 'H-MRS)

PMetabolite signals in the acquired spectrum were scaled to the signal of creatine (Cr)

“Standard error estimates (Cramer—Rao lower bounds of the fit, expressed as %SD by the LCModel soft-

ware)

135 ms glutamate levels (r,=—0.747, p=0.003, signifi-
cant after Bonferroni correction). This result is depicted
in Fig. 3a.

Glutamate levels and CBT outcome

There was a significant positive correlation between glu-
tamate levels before starting CBT (baseline) and CBT
outcome (Y-BOCS pre-CBT-Y-BOCS post-CBT) with
both TE 30 ms (r,=0.685, p=0.020) and TE 135 ms
(r,=0.748, p=0.013) measurements, indicating that
higher levels of glutamate in the vmPFC were associ-
ated with a better CBT outcome (reduced OCD severity)
(Fig. 3). Both correlations remained significant after Bon-
ferroni correction.

No outlier subjects were detected (values > 1.5 of the
interquartile range) in the variables evaluated. This was
confirmed by the visual inspection of the plots (Fig. 3).

Discussion

The results of this pilot study suggest that glutamate in
the vmPFC is associated with both fear extinction recall
and CBT outcome in OCD. Specifically, we observed that
glutamate was negatively associated with fear extinction
recall and positively associated with CBT outcome.

To our knowledge, this is the first demonstration of
an association between glutamate in the vmPFC and fear
extinction recall (as assessed with the extinction reten-
tion index) in OCD patients. As noted in the introduction,
previous research in rodents has established that both glu-
tamatergic neurotransmission and the infralimbic cortex
(the homologue of the human vmPFC) are important for
extinction recall. Our results expand these animal data
to OCD patients. We found that higher glutamate lev-
els in the vmPFC in OCD patients were associated with
diminished extinction recall, even though there was no
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Fig.3 Correlations between glutamate measures, extinction recall index, and CBT

difference in either glutamate levels or extinction recall
between patients and controls. While previous studies in
adults have not observed differences in Glx levels between
OCD and HC in the orbitofrontal [65] and mPFC [66],
Glx has been found to be reduced in pediatric OCD sam-
ples [67]. Thus, prefrontal glutamate changes in OCD
may interact with brain development or disorder history,
shifting from reduced levels during childhood to “normal”
levels in adulthood, which could be, however, associated
with impaired extinction recall. Of note, a previous study
in healthy adults found that greater vmPFC activity—as
measured with functional magnetic resonance imaging
(fMRI)—correlated with better extinction recall [51],
which seems in contrast to the current findings. Future
studies may combine both magnetic resonance tech-
niques—spectroscopy and fMRI—in the same participants
to elucidate this apparent contradiction.

@ Springer

In contrast, we were not able to find a clear association
between fear extinction learning and glutamate in OCD
(we only found a main effect for the whole sample, in line
with the extinction recall-glutamate relationship, the more
the glutamate levels, the less the extinction learning). We
focused on glutamate in the vimPFC because previous task-
based functional studies in humans have showed that the
vmPFC is activated during fear extinction processes [25];
however, this study highlighted that vmPFC activation was
primarily linked to extinction recall processes [25]. Some
lesion studies also support the idea that the vmPFC is more
critical for extinction recall, than for extinction learning [18,
21]. Therefore, it is possible that extinction learning could
be mostly driven by glutamate levels in other brain regions.

Glutamate levels in the vmPFC were, however, posi-
tively associated with CBT outcomes in our OCD sample.
Although our results have to be interpreted with caution
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given the pilot nature of our study, they seem to confirm
(and expand to an adult population) the role of glutamate as
a potential CBT treatment biomarker in OCD, as recently
suggested by O’Neill et al. [41]. In their pediatric sample,
O’Neill et al. found a negative association between gluta-
mate levels in the vPCC and CBT outcome, in contrast to
the positive association we observed in the vmPFC in this
study. There are at least two possible explanations for these
differences. First, as mentioned above, brain development
or disorder history may modulate the effect of glutamate
on OCD. Second, here we focused on the vmPFC because
of its putative role in fear extinction, and we did not assess
the vPCC.

Our findings of increased glutamate associated with
reduced extinction recall and better CBT outcome may seem
contradictory, given that increased extinction recall has been
found in at least one study to be associated with better CBT
outcome in social anxiety disorder [68]. However, it is possi-
ble that individuals with increased vmPFC glutamate levels
may show reduced extinction recall, and, at the same time,
these individuals may also benefit more from CBT, which
is aimed at improving such “deficient” extinction recall (see
[33]). Moreover, although both extinction learning and recall
could be proxies for processes occurring during CBT, it is
unclear which is more strongly associated with CBT. Despite
previous evidence indicating that CBT is associated with
fear extinction recall [68], recent reports also establish a
link between CBT and extinction learning [69, 70]. In any
case, extinction learning and recall seem to be independent
processes, which may be differently associated with CBT
outcome [25, 51, 71]. In this context, it is important to note
that Milad et al. [45] found diminished extinction recall in
patients with OCD, but not impaired extinction learning.
Nevertheless, in our study, we did not observe such disso-
ciation between extinction learning and recall, and this may
be partially explained by methodological reasons, such as
sample size (21 vs. 13 patients with OCD in our study) or
the differences in symptom severity between samples (mean
Y-BOCS scores of 22.6 vs. 27.5 in our study).

Finally, it should be also mentioned that, contrary to pre-
vious reports [72], we did not find an association between
glutamate levels and the severity of OCD symptoms. How-
ever, in that manuscript Yiicel and colleagues’ reported [72]
glutamate levels from a more dorsal anterior cingulate cortex
cluster in a sample of women with moderate symptom sever-
ity (mean Y-BOCS score of 19). In contrast, our sample
included men and women with moderate-to-severe symp-
toms (mean Y-BOCS score of 28). Thus, the differences
between the results of these studies may be partly explained
by differences in symptom severity in addition to a different
location of the 'H-MRS cluster.

This study is not without limitations. First, although main
results were relatively robust (significant after Bonferroni

correction), they should be seen as preliminary and repli-
cated in wider samples to ensure generalizability. Of note,
however, at least two previous studies have also found sig-
nificant associations between brain metabolite levels (Glx,
among others) and CBT in smaller samples (<i.e., 10 sub-
jects or less per group) [42, 43]. Second, almost all OCD
patients in our study were taking medication, and some
research suggests that SSRIs may affect glutamate levels
[73] or fear extinction processes [74], although results are
inconclusive (see, e.g., [75, 76]). In any case, we included
patients who remained symptomatic after drug treatment,
as most patients with OCD are unlikely to receive CBT as
the first treatment option [77]. Therefore, our administra-
tion of CBT is similar to real clinical practice [78]. Third,
glutamate measurements are heavily coupled to glutamine
estimates, and various reports coincide in suggesting that
short TEs (i.e., TE 30 ms) should be reported in combination
with strongly coupled measurements [79-81]. However, we
analyzed short and long TEs, and our most robust results
were obtained with TE 135 ms. Anyhow, our TE30 ms
and TE135 ms measurements were positively correlated,
and previous studies have found no conclusive differences
between short and long TEs [82]. Finally, the fact that MRS
data were acquired during the second MRI session may par-
tially account for the lack of association between glutamate
and fear learning in OCD.

To sum up, we have reported an association between glu-
tamate levels in the vmPFC and both fear extinction recall
and CBT outcome in adult OCD. We found a significant
(and opposite) relationship between these measurements and
glutamate levels in the vmPFC. While our methodological
approach do not allow us to directly compare our results with
those of previous studies and our results should be seen as
preliminary, they can be interpreted against the background
of previous findings using other neuroimaging techniques
showing a clear relationship between vmPFC structure and
function and extinction recall and CBT response in OCD
[26, 27, 33]. Further research should try to integrate all these
different measurements from experimental and clinical set-
tings and, from a multimodal neuroimaging perspective, aim
to provide a thorough description of the role of the vmPFC
and glutamate neurotransmission in fear extinction and CBT.
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Resumen:

Antecedentes: Modelos neurobioldgicos recientes del trastorno obsesivo
compulsivo sugieren que los procesos de condicionamiento aversivo y sus regiones
cerebrales implicadas podrian llegar a explicar la etiologia del trastorno y la respuesta a

su tratamiento.

Métodos: Se compar6 la actividad cerebral, medida a través de resonancia
magnética funcional, durante un protocolo completo de condicionamiento aversivo
(condicionamiento del miedo, aprendizaje de la extincién del miedo y recuerdo de la
extincion del miedo) entre pacientes con trastorno obsesivo compulsivo (n = 18) y
controles sanos (n = 18). Paralelamente, se evalud la posible asociacion de la actividad
cerebral durante la tarea de condicionamiento aversivo y la respuesta a la terapia

cognitivo-conductual en pacientes con trastorno obsesivo compulsivo.

Resultados: Los pacientes con trastorno obsesivo compulsivo mostraron menor
activacion de la insula y la corteza cingulada anterior dorsal durante el condicionamiento
del miedo en comparacion con los controles sanos. Ademas, la actividad de la insula
durante el condicionamiento del miedo se asoci6 negativamente a la respuesta a la terapia

cognitivo-conductual en pacientes con trastorno obsesivo compulsivo.

Conclusiones: Los resultados de este estudio sugieren que los pacientes con
trastorno obsesivo compulsivo se caracterizan por una actividad cerebral alterada durante
el condicionamiento aversivo, y que dicha actividad puede llegar a convertirse en un

biomarcador de prediccion de respuesta a la terapia cognitivo-conductual.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Obsessive-compulsive disorder
Cognitive-behavioral therapy
Fear conditioning

Recent neurobiological models of obsessive-compulsive disorder (OCD) have highlighted the potential role of
abnormalities in fear learning processes. We compared brain activation -as assessed with whole-brain functional
magnetic resonance imaging- during fear conditioning, fear extinction learning, and fear extinction recall in
Fear extinction patients with OCD (n = 18) and healthy controls (n = 18). We also investigated whether brain activation during
Insula any of these processes was associated with exposure-based cognitive-behavioral therapy (CBT) outcome in pa-
fMRI tients. Patients with OCD showed significantly lower brain activation in the right insulo-opercular region and the
dorsal anterior cingulate cortex during fear conditioning in comparison to healthy controls. Moreover, brain
activation in the right insula predicted CBT outcome, with lower activation predicting a better outcome. Brain
activation during extinction learning or recall did not differ between patients and controls or predicted CBT
outcome in patients. Our results suggest that neural activations during fear conditioning in patients with OCD are
abnormal and predict CBT outcome.

1. Introduction

Obsessive-compulsive disorder (OCD) is a common and debilitating
mental disorder characterized by recurrent intrusive thoughts, images or
impulses (obsessions), and repetitive behaviors to neutralize these ob-
sessions (compulsions) (American Psychiatric Association, 2013).
Neurobiological models of OCD have traditionally highlighted the role
of behavioral inhibition processes and cortico-striatal circuits (including

brain regions such as orbitofrontal and dorsolateral prefrontal cortices,
supplementary motor area, and different striatal territories) (Menzies
et al., 2008; Van den Heuvel et al., 2016). Other models, however, have
emphasized the role of fear learning processes (e.g., fear conditioning,
fear extinction, and fear extinction recall) and its associated brain re-
gions (amygdala, hippocampus, and the ventromedial prefrontal cortex
[vmPFC]) (Milad & Rauch, 2012).

Although fear learning processes and their supporting brain
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mechanisms could be altered in OCD, to date, only two studies have
investigated the neural correlates of fear learning in adults with OCD
using functional neuroimaging, with divergent findings. Specifically,
using functional magnetic resonance imaging (fMRI), Milad et al. (2013)
showed reduced brain activation in the caudate and hippocampus dur-
ing fear conditioning, as well as in the cerebellum, posterior cingulate
cortex, and putamen during extinction recall in patients with OCD
compared to healthy controls. Moreover, patients with OCD showed
reduced brain activation in different regions of the vmPFC across fear
conditioning, extinction, and extinction recall. By contrast, in a more
recent fMRI study, Apergis-Schoute et al. (2017) found increased vimPFC
brain activation during fear conditioning in patients with OCD
compared to healthy controls. This study did not assess fear extinction.

Another important motivation for studying fear learning processes in
OCD is that exposure-based cognitive-behavioral therapy (CBT), one of
the most effective treatments for anxiety-related disorders -including
OCD-, is based upon the principles of fear extinction learning (Craske,
Hermans, & Vervliet, 2018; Milad, Rosenbaum, & Simon, 2014; Myers &
Davis, 2002; Pittig, van den Berg, & Vervliet, 2016). In this sense, some
indirect pieces of evidence suggest that neural measures of fear extinc-
tion learning may be potential predictors of CBT outcome. For example,
a recent study showed that the cortical thickness of brain regions asso-
ciated with fear extinction (i.e., the rostral anterior cingulate cortex,
within the vmPFC) was associated with CBT outcome in OCD patients
(Fullana et al., 2014). In the same sample, a neural measure (resting--
state functional connectivity) of the “communication” between the
basolateral amygdala and the vmPFC -a circuit implicated in fear
extinction in rodent research (Furini, Myskiw, & Izquierdo, 2014)- also
predicted CBT outcome (Fullana et al., 2017). However, whether a
neural measure of brain activation during fear extinction (or fear con-
ditioning) predicts CBT outcome for OCD is not yet known.

Here, in addition to disambiguating between the divergent results of
the two neuroimaging studies assessing fear conditioning in OCD, we
aimed at, for the first time, assessing whether brain activations during
fear learning were associated with CBT outcome. According to previous
research, we hypothesized that patients with OCD would differ from
healthy controls in brain activation across different brain regions,
including the vmPFC, both during fear conditioning and extinction. The
heterogeneous results from the two previous studies did not allow for a
more specific hypothesis in anatomical terms or in the directionality of
findings. Moreover, we also hypothesized that brain activation during
extinction learning would correlate with CBT outcome in patients with
OCD. We conducted whole-brain as well as region of interest (ROI)
analyses, the latter focused on the vmPFC given its alleged role in fear
learning processes (Apergis-Schoute et al., 2017) and CBT outcome
prediction in anxiety-related disorders (Ball, Knapp, Paulus, & Stein,
2017).

2. Materials and methods
2.1. Participants

We recruited 18 adult patients with a principal diagnosis of OCD (>1
year) from the OCD unit of Bellvitge University Hospital (Barcelona,
Spain), and 18 healthy controls (HCs), matched by age and sex, from the
local community through word of mouth. Patients’ diagnoses were
established independently by two psychiatrists using the Structured
Clinical Interview for DSM-IV Axis I Disorders-Clinician Version (SCID-
IV; First, Spitzer, Gibbon, & Williams, 1996). The absence of mental
disorders in the HC group was confirmed using the Mini-International
Neuropsychiatric Interview (MINI; Sheehan et al., 1998), which was
administered by a trained psychiatrist.

Exclusion criteria for all participants were: age <18 or >65 years;
substance abuse or dependence (except nicotine) during the previous 12
weeks; personality disorders, as assessed by the Structured Clinical
Interview for DSM-IV Axis II Disorders (SCID-II; First et al., 1996);
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psychotic or bipolar disorders; mental retardation; current/past serious
medical or neurological disorder (except tic disorders); a history of loss
of consciousness for > 30 min; and any contraindication for magnetic
resonance imaging (MRI) scanning. Patients with comorbid depressive
and anxiety disorders were not excluded provided OCD was the prin-
cipal and most severe diagnosis.

Patients with OCD were eligible for CBT if they had not previously
received CBT and had not responded (Yale-Brown Obsessive-
Compulsive Scale [YBOCS] (Goodman et al., 1989) score reduction <
35%) or had shown only partial response (YBOCS score reduction <
25%) to at least one trial (12-weeks) with a selective serotonin reuptake
inhibitor (SSRI), following established guidelines (Koran & Simpson,
2013). Medication was kept at a stable dose throughout the study.

The study was approved by the Ethics committee in Clinical Research
of Bellvitge University Hospital, and all participants gave written
informed consent to participate in the study, which was conducted ac-
cording to the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of
Helsinki and its later amendments.

2.2. Study overview

All participants underwent a validated two-day experimental pro-
tocol (Milad et al., 2007) where brain activation (fMRI) and skin
conductance responses (SCR) were assessed during fear conditioning,
extinction learning, and extinction recall. Subsequently, patients with
OCD received a course of CBT (see below). We also assessed glutamate
levels in the vmPFC using proton magnetic resonance spectroscopy
(1H-MRS) (Giménez et al., 2020). We here include some of the SCR
analyses and results to facilitate the interpretation of brain activation
findings. For the full results, see Giménez et al. (2020).

2.3. Fear conditioning and extinction protocol

The protocol consisted of three different phases during day 1:
habituation (data not shown), fear conditioning, and extinction
learning. On day 2 (24 h later) participants underwent a single phase of
extinction recall. The conditioned stimuli (CS) were photographs of two
rooms containing lamps of 3 different colors. The unconditioned stim-
ulus (US) was a 100 ms electric shock delivered through electrodes
attached to the dominant hand. During fear conditioning, two CS (i.e.,
two lamp colors) were paired to the US 200 ms before the CS offset
(CS+) at a 60% reinforcement rate, while the other CS was not (CS-).
During extinction learning, two of the three CS were presented: one
CS+ not followed by the US (extinguished CS+=CS+E) and the CS-. The
other CS+ did not undergo extinction (unextinguished CS+=CS+U).
Lastly, during extinction recall, the CS+E, the CS+U, and the CS- were
presented without the US. Each experimental phase included 16 CS+ (i.
e., 8 CS+E and 8 CS+U during fear conditioning and extinction recall
and 16 CS+E during extinction learning) and 16 CS- trials. Overall, in
each trial, the room (context) was presented for 9 s: 3 s alone followed by
6 s of stimuli presentation (CS+ or CS-), and the mean inter-trial interval
was 15 s. CS- trials were interspersed among the CS+ trials throughout
all experimental phases. The selection of the colors of the different
stimuli was counterbalanced across subjects.

The protocol was displayed on a MRI compatible BOLDscreen 24 LCD
(Cambridge Research Systems) using E-Prime (Version 2.0.10.356, www
.pstnet.com) software. SCR was acquired using an EDA100c MRI module
and electrical stimulation was delivered using STMISOC adapter plug-
ged into the STM100c module, both connected to a Biopac MP150
Amplifier (Biopac Systems Inc.). AcqKnowledge 4.2.0 (Biopac Systems,
Inc) was used for SCR signal processing and to deliver electric shocks.
Beginning at 0.2 milliamps (mA) and increasing following the preset
constant current levels provided by the stimulator to a maximum of 50
mA, immediately before the fMRI session, participants chose a stimulus
level that was “highly uncomfortable, but not painful”.

Due to technical issues during data acquisition, SCR and fMRI data
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were available for 17 patients with OCD and 17 HCs during fear con-
ditioning, 16 patients and 18 HCs during extinction learning and 17
patients and 18 HCs during extinction recall. SCR was collected and
analyzed following Milad, Orr, Pitman, and Rauch (2005) (see Giménez
et al. (2020)).

2.4. Functional MRI data acquisition and preprocessing

Functional imaging data were acquired with a 3-T scanner (MAG-
NETOM Verio, Siemens Healthcare Sector, Erlangen, Germany), equip-
ped with a 32-channel head coil and a single-shot echoplanar imaging
(EPI) software. Imaging parameters were as follows: repetition time =
2000 ms; echo time = 25 ms; pulse angle = 78°; field of view 224 x 224
mm; matrix size = 72 x 72 pixels; in-plane resolution = 3.1 x 3.1 mmz;
slice thickness = 3 mm; interslice gap = 0.54 mm. Thirty-three inter-
leaved slices parallel to the anterior-posterior commissure line were
acquired in ascending direction to cover the whole brain. For each
participant, three 12.56-min functional sequences (corresponding to
fear conditioning, extinction learning and extinction recall, respec-
tively) were acquired generating 384 whole-brain EPI volumes per
sequence. The first four (additional) images from each run were dis-
carded to allow the magnetization to reach equilibrium. For anatomical
reference, we also acquired a high-resolution T1-weighted anatomical
image for each participant with 176 slices (repetition time = 2100 ms;
echo time = 2.67 ms; flip angle = 9°; field of view 256 x 256 pixels; in-
plane resolution = 1 x 1 mm?; slice thickness = 1 mm).

Imaging data were processed on a Microsoft Windows platform using
MATLAB 7.14 (The MathWorksInc, Natick, Mass) and Statistical Para-
metric Mapping (SPM12; The Welcome Department of Imaging Neuro-
science, London, UK). Slice timing correction was applied to adjust for
time acquisition differences across slices. Motion correction was per-
formed by aligning (within subject) each time-series to the mean image
using a least-squares minimization and a 6-parameter (rigid body)
spatial transformation. These realigned functional sequences were sub-
sequently corregistered to each participant’s anatomical scan, which
had been previously normalized (Montreal Neurological Institute [MNI]
space) to the anatomical SPM’s T1 scan using Diffeomorphic Anatomical
Registration Through Exponentiated Lie Algebra (DARTEL). Normali-
zation parameters were then applied to the corregistered functional
images, which were finally smoothed with an 8-mm full-width at half-
maximum (FWHM) isotropic Gaussian kernel.

2.5. Cognitive-behavior therapy and assessment of outcome

Cognitive-behavior therapy (CBT) focused on exposure and ritual
prevention and was provided in group (except for 2 patients, who
received individual CBT) by an experienced therapist who followed a
treatment manual (Kozak & Foa, 1997) and was blind to the study hy-
potheses. All patients received 20 weekly sessions lasting approximately
90-120 min each (45 min for the individual sessions). The goal was for
patients to stop their rituals as early as possible during therapy. Between
sessions, homework (60 min daily) consisting of exposure to stimuli
similar to those addressed in the sessions was assigned. Other clinicians
not involved in therapy assessed OCD symptoms before and after CBT
using the YBOCS (Goodman et al., 1989). We operationalized CBT
outcome as YBOCS pre-CBT — YBOCS post-CBT. Of the 18 patients with
OCD who initiated CBT, four did not finish the treatment. Therefore,
outcome data were available for 14 patients.

2.6. Statistical analyses

2.6.1. Skin conductance analyses

We compared SCR responses during the fear conditioning and
extinction protocol using a repeated-measures Analysis of Variance
(ANOVA) for each phase (fear conditioning, extinction learning, and
extinction recall), with CS type (first 8 CS+ vs. first 8 CS- for fear
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conditioning, last 8 CS+E vs. last 8 CS- for extinction learning, and first 4
CS+E vs. first 4 CS+U for extinction recall) as within-subjects factor and
group (patients with OCD vs. HCs) as between-subjects factor (see
Giménez et al. (2020)).

2.6.2. Whole-brain fMRI analyses

First-level contrast images during fear conditioning, extinction
learning, and extinction recall were calculated for each participant.
Following the strategy used in SCR analyses, fear conditioning was
assessed by contrasting the first 8 CS+ trials to the first 8 CS- trials.
Therefore, in this phase, regressors modeled the fixation cross, the
context alone, US presentation, the first 8 CS+ trials, the first 8 CS- trials,
and the motion parameters (i.e., 3 translations and 3 rotations). Also
similar to SCR analyses, extinction learning was assessed by contrasting
the last 8 CS+E trials to the last 8 CS- trials and regressors in this phase
modeled the fixation cross, the context alone, the last 8 CS+E trials, the
last 8 CS- trials, and the motion parameters. Finally, extinction recall
was assessed by contrasting the first 4 CS+E trials to the first CS+U
trials, and regressors modeled the fixation cross, the context alone, the
first 4 CS+E trials, the first 4 CS+U trials, and the motion parameters.
Across all phases, the Blood Oxygenation Level Dependent (BOLD)
signal was convolved with the SPM12 canonical hemodynamic response
function, and a 128-s high-pass filter was used to remove low-frequency
drifts.

First-level contrast images for each participant were included in
second-level (group) analyses. We initially estimated the within-group
activity patterns using six one-sample t-tests (one per group and fear
learning process) thresholded, for significance testing, at p < 0.05,
cluster-level family-wise-error (FWE) corrected for multiple compari-
sons. From these analyses, we created three masks (combining infor-
mation from both groups for each experimental phase thresholded at p
< 0.001, uncorrected at the voxel-level, with a cluster extent of 100
voxels), within which we investigated between-group differences in the
different experimental phases with two-sample t-tests at a cluster-level
FWE corrected significance threshold of p < 0.05, using small-volume
correction procedures to limit this correction to voxels within the
above-described masks. To assess the association between brain acti-
vation during each experimental phase and CBT outcome in patients
with OCD, we used 3 separate whole-brain multiple regression analyses,
with a significance threshold of p < 0.05, cluster-level FWE corrected for
multiple comparisons.

2.6.3. Region of interest (ROI) analyses

We defined a bilateral anatomical mask of the vmPFC using the
WFU_PickAtlas toolbox (Wake Forest University School of Medicine;
Maldjian, Laurienti, Kraft, & Burdette, 2003) to assess with greater
specificity whether brain (de)activations in the vmPFC during each
experimental phase differed between patients with OCD and HCs and
whether they were associated to CBT outcome in patients with OCD.
Nevertheless, since this is a large mask (8834 voxels), which may
hamper finding significant results, we also performed these region of
interest analyses with two smaller masks (3606 and 4109 voxels each),
resulting from the interaction between the WFU_PickAtlas mask and the
(positive and negative) voxels (accounting for activations and de-
activations, respectively) with non-zero values from our previous
meta-analysis on fear extinction (Fullana et al., 2018). In these analyses,
voxels surviving a FWE small-volume corrected significance threshold of
p < 0.05 were deemed significant.

3. Results
3.1. Sample characteristics and CBT outcome
The characteristics of the study participants are presented in Table 1.

Patients with OCD showed a significant improvement in OCD symptoms
following CBT [YBOCS score pre-CBT: 26.78 (SD = 4.76), YBOCS score
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Table 1
Sociodemographic and clinical characteristics of study participants.
Patients with Healthy Statistic’  p
OCD controls value
Age, years: mean (SD) 40.56 35.61 (9.97) —1.351 0.186
(11.91)
Sex, male: n (%) 7 (38.90) 10 (55.60) 1.003 0.317
Age at onset, years: mean 19.28
(SD) (10.11)
YBOCS pre-CBT: mean (SD)
Obsessions 13.50 (2.43)
Compulsions 13.28 (2.44)
Total Score 26.78 (4.76)
YBOCS post-CBT: mean (SD)
Obsessions 8.36 (3.65)
Compulsions 8.07 (3.22)
Total Score 16.43 (6.71)
Comorbidity: n (%)
Affective disorders 5 (27.78)
Anxiety disorders 2(11.12)
Pharmacological 16 (88.89)
treatment: n (%)
SSRI 10 (55.55)
SSRI + Antipsychotics 6 (33.33)

CBT, Cognitive Behavioral Therapy; OCD, Obsessive-Compulsive Disorder; SD,
standard deviation; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor; YBOCS, Yale-
Brown Obsessive-Compulsive Scale.

2 Two-sample t-test for continuous variables, X? test for categorical variables.

post-CBT: 16.43 (SD = 6.71), t = 5.868, p < 0.001].

3.2. Skin conductance results

As reported in Giménez et al. (2020), both patients with OCD and
HCs showed successful fear conditioning (i.e., higher response to the
CS+ than to the CS- during conditioning) and successful extinction
learning (i.e., no differences in response to CS+ and CS- at the end of
extinction learning), although there were no between-group differences
in neither phase, indicating similar levels of conditioning and extinction
between patients with OCD and HCs. During extinction recall, there
were no significant CS+E vs. CS+U within-group differences, indicating
comparable SCR levels to the extinguished and unextinguished CS, a
result similar to Milad et al. (2013). Please see supplementary material
for a detailed description of SCR results.

3.3. Neuroimaging results: patients versus controls
3.3.1. Whole-brain analyses

3.3.1.1. Fear conditioning. Within-group analyses showed that during
fear conditioning healthy participants showed larger responses to CS+
compared to CS- in the bilateral dorsal anterior cingulate cortex (dACC),
the bilateral dorsomedial prefrontal cortex (dmPFC), the right cerebellar
cortex, and the bilateral cuneus. Conversely, patients with OCD showed
larger responses to CS+ compared to CS- in the bilateral substantia nigra
pars compacta extending to the adjacent ventral thalamus and the left
primary motor cortex. Both groups also showed significant activations in
the bilateral anterior insular cortices (Fig. 1A).

Between-group comparisons revealed that patients with OCD
showed significantly lower activation in the right insulo-opercular re-
gion and the dACC during fear conditioning in comparison to HCs. These
findings are summarized in Table 2 and Fig. 1B.

3.3.3.2. Fear extinction learning and recall. Neither patients with OCD
nor HCs showed significant brain (de)activations during fear extinction
learning (CS+ vs. CS-) or fear extinction recall (CS+U vs. CS+E) at the
selected significance threshold.
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3.3.2. Region of interest analyses

We observed no significant differences in vmPFC (de)activation
during fear conditioning, extinction learning, or extinction recall be-
tween patients with OCD and HCs with any of the masks used for these
comparisons.

3.4. Brain activation and CBT outcome

In our whole-brain multiple regression analyses we observed a sig-
nificant negative association between right insula activity during fear
conditioning (x =39,y =12,z =-11; t = 5.64; p < 0.001; k = 928) and
CBT outcome (i.e, lower activation in the right insula predicted better
CBT outcome). This finding is displayed in Fig. 2. No significant asso-
ciations were observed between fMRI activity during extinction learning
or recall and CBT outcome in any brain region. In ROI analyses, brain
activation in the vmPFC across the three experimental phases was not
associated with CBT outcome.

3.5. Additional analyses

There are important disparities in the operationalization and
analytical strategies used in human fear learning in the literature (see
Lonsdorf, Merz, and Fullana (2019) and Ney et al. (2018) for a review).
To facilitate the interpretation/comparison of our findings to those of
Milad et al. (2013), we repeated our SCR and fMRI analyses by using the
same contrasts and trials used by these authors. Therefore, we calculated
fear conditioning by contrasting all CS + trials to all CS- trials, and
extinction learning by contrasting the first 8 CS + E trials to the last 8 CS
+ E trials (for extinction recall there were no differences between our
operationalization and that of Milad and colleagues). Using these
alternative operationalizations, no significant differences in brain acti-
vation during fear conditioning or extinction learning were observed
between patients with OCD and HCs.

4. Discussion

We evaluated brain activation during fear learning using fMRI and
examined whether it could predict CBT outcome in patients with OCD.
We found that patients displayed lower brain activation in several brain
regions during fear conditioning in comparison to HCs and that activa-
tion in one particular brain region, the right insular cortex, was asso-
ciated with CBT outcome in patients with OCD.

Consistent with previous results in adults (Apergis-Schoute et al.,
2017; Milad et al., 2013) and children (McGuire et al., 2016) with OCD,
our patients with OCD showed intact expression of conditioning at the
psychophysiological level. However, they showed significantly less
brain activation in the right insulo-opercular region and the dACC
during fear conditioning. The anterior insula and the dACC are brain
regions robustly activated during fear conditioning in healthy in-
dividuals, as shown here and in previous work (Fullana et al., 2016).
These two regions are core components of the “salience network”, and
their coactivation is thought to guide behavior in front of emotionally
relevant stimuli. Specifically, such coactivation is important for
emotional appraisal, with the insulo-opercular region encoding the
bodily arousal states (i.e., interoception) (Craig, 2009; Paulus & Stein,
2006) that contribute to the conscious appraisal of threat underpinned
by the dACC (Harrison et al., 2015; Kalisch & Gerlicher, 2014), which
ultimately leads to the regulation and allocation of attentional and
cognitive resources (Menon, 2015, pp. 597-611; Menon & Uddin,
2010). Our data could therefore be reflecting abnormalities in inter-
oception in OCD, which would be consistent with recent neural (Luigjes
etal., 2016) and behavioral (Schultchen, Zaudig, Krauseneck, Berberich,
& Pollatos, 2019) data, highlighting the potential of exploring inter-
oception processes in OCD (Yoris et al., 2017).

Despite using the same paradigm, very similar sample sizes,
obtaining similar psychophysiological results, and conducting very



M. Cano et al.

Fear conditioning
Healthy controls

y=8

Behaviour Research and Therapy 144 (2021) 103927

Fear conditioning
Patients with OCD

Fear conditioning
Healthy controls>Patients with OCD

N W s O,

—_

Fig. 1. A) Left: Brain activations during fear conditioning (CS+ vs. CS-) in HCs, showing increased activation in the bilateral cuneus, the right cerebellar cortex, the
bilateral dorsal anterior cingulate cortex, the bilateral insula, and the bilateral dorsomedial prefrontal cortex, Right: Brain activations during fear conditioning (CS+
vs. CS-) in patients with OCD, showing increased activation in the bilateral substantia nigra pars compacta extending to the adjacent ventral thalamus, the left
primary motor cortex, and the bilateral insula. B) Patients with OCD showed significantly decreased activation in comparison to HCs in the dorsal anterior cingulate
cortex and the right insulo-opercular region during fear conditioning. Left hemisphere is depicted on the left. Color bar represents t-value. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Table 2
Brain activation differences between patients with OCD and healthy controls
during fear conditioning.

X y z t p k Anatomical

value  value® location

Fear 30 12 -24 534 0.010 325  Right insulo-
conditioning opercular
cortex
(Healthy 0 9 27 4.85 0.028 244  dACC
controls >
Patients with
0OCD)

dACC, dorsal anterior cingulate cortex; k, cluster extent (number of voxels).
X, ¥, 2 coordinates are reported in standard Montreal Neurological Institute
(MNI) space.

2 FWE corrected for multiple comparisons.

similar analyses, we could not replicate the brain activation results of
Milad et al. (2013). These authors found less brain activation in
subcortical areas (right caudate, hippocampus, and subgenual cortex)
for patients with OCD during conditioning in comparison to HCs. Like-
wise, we could not either replicate brain activation differences in the
neural correlates of fear extinction learning and recall. Of note, our
sample was on average somewhat older (40 vs. 33 years), had a higher

age of onset (19 vs. 13 years), was slightly more severe (YBOCS mean =
26 vs. YBOCS mean = 22), and included more medicated participants
(89% vs. 50%) than Milad and colleagues’ study (2013). Whether some
of these variables account for the different results remains unknown.

We could not replicate the results of Apergis-Schoute et al. (2017)
either. That study showed increased activation in the vmPFC during
conditioning in patients with OCD. Although there is evidence of the
involvement of the vmPFC in human fear conditioning from healthy
adults (Fullana et al., 2016) and lesion studies (Battaglia, Garofalo, di
Pellegrino, & Starita, 2020; Sripada, Garfinkel, & Liberzon, 2013), the
exact role of this brain region during conditioning is unknown. Besides,
an important difference between Apergis-Schoute’s study and ours is the
reinforcing rate during conditioning: Apergis-Schoute et al. (2017) used
a 33% reinforcing rate, in comparison to the 60% reinforcing rate used
in the present study and Milad et al. (2013). Previous research suggests
that one of the vmPFC functions is to tackle changing stimulus-outcome
contingencies, flexibly updating the value of encountered stimuli based
on such changes (Hiser & Koenigs, 2018; Robins et al., 2019). Since a
lower reinforcing rate involves “more” updating, the vmPFC could be
more easily activated in conditioning paradigms with low reinforcing
rates such as those used by Apergis-Schoute et al. (2017), thus
explaining our (non-significant) vmPFC results.

Another potential explanation for the lack of replication of differ-
ences in the neural correlates of fear learning processes is OCD
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Brain activation in the insula during conditioning

Fig. 2. Association between brain activation in the right insula during fear conditioning and CBT outcome (YBOCS pre-CBT — YBOCS post-CBT) in patients with OCD
(n = 14). Left hemisphere is depicted on the left. Color bar represents t-value. YBOCS=Yale-Brown Obsessive-Compulsive Scale. (For interpretation of the references
to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

heterogeneity. Although OCD is classified as a unitary entity, it can be
better understood as a compendium of symptom dimensions (Cervin
et al., 2021; Mataix-Cols, Rosario-Campos, & Leckman, 2005). These
symptom dimensions include contamination/cleaning, obsession-
s/checking, and symmetry/ordering, which may be associated to
different neural correlates (Van den Heuvel et al., 2009). It is possible
that fear learning abnormalities characterize only certain OCD subtypes
or symptom dimensions and therefore that the investigation of fear
learning in OCD is limited by the use of a “categorical” patient-control
approach. Future studies are warranted to assess this question.

The differences in brain activation observed here may eventually
help nosological classification. Our results suggest that brain activation
during conditioning may differentiate OCD from other anxiety-related
disorders, for example, those where fear conditioning is robustly asso-
ciated with increased amygdala activation such as post-traumatic stress
disorder (Suarez-Jimenez et al., 2019). The reduced activation during
conditioning in the anterior insula, if replicated, could also differentiate
OCD from “pure” anxiety disorders such as specific phobia, social anx-
iety disorder, or panic disorder, where enhanced insula activation has
been found (Marin et al., 2017).

In our study, brain activation in the insula during conditioning was
associated with CBT outcome in patients with OCD, with less activation
predicting a higher symptom reduction. To our knowledge, there are no
previous studies investigating brain activation during fear learning as a
predictor of CBT outcome in OCD. In a previous study, activation in the
insula during symptom provocation was associated with CBT outcome in
contamination-based OCD patients (Olatunji et al., 2014). Likewise, in a
study in panic disorder patients, insula activation during an emotion
regulation task predicted rapid response to CBT (Reinecke, Thilo, Fili-
ppini, Croft, & Harmer, 2014). Moreover, previous research suggests
that insula activation during threat processing is reduced throughout
CBT (Gorka et al., 2019), and the emotional processing theory suggests
that enhanced threat processing is a prerequisite for effective CBT in
anxiety-related disorders, including OCD (Foa & Kozak, 1986). Insula
activation may reflect increased threat processing, although since threat
processing/interoception may be altered in OCD (as shown in our
patient/control comparison), the directionality of the findings was
reversed with respect to other disorders (i.e., decreased insula activation
was associated to better CBT outcome).

Our study has several limitations. First, our sample size was rela-
tively small, although similar to previous work investigating analogous
questions (Milad et al., 2013; Olatunji et al., 2014; Reinecke et al.,
2014). Second, almost all patients were on medication and this may

have affected some of the fear learning processes investigated (Fitzger-
ald, Seemann, & Maren, 2014). Nevertheless, Apergis-Schoute et al.
(2017) compared medicated and unmedicated OCD patients and found
no differences in SCR or fMRI measures of conditioning. In any case, we
included patients who were symptomatic after pharmacological treat-
ment, which is similar to real clinical practice (Koran & Simpson, 2013).
Third, we could not properly assess patient/control differences in
extinction recall because we did not observe within-group differences in
the response to the extinguished vs. unextinguished stimuli (i.e., we
lacked assay sensitivity). We must note that there are some important
conceptual and methodological challenges involved in the assessment of
extinction recall in humans (Lonsdorf, Klingelhofer-Jens, et al., 2019).
To summarize, our data suggest that OCD patients show abnormal
brain activation during fear conditioning and that such altered brain
activation can help predict CBT outcome. Future studies should test the
ability of the same neural measure used here to differentiate OCD from
other anxiety-related disorders, as well as its ability to predict CBT
outcome in other disorders for which CBT is the treatment of choice.
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5. Discusion

En este apartado se presenta una discusion general integrando todos aquellos
resultados que exhiben una linea argumentativa comun en la evaluacion de la relacion del
condicionamiento del miedo con el TOC y la TCC. Posteriormente, se describen las
limitaciones con las que se han encontrado los estudios incluidos en la presente tesis y

coémo éstas se podrian manejar en estudios futuros.

5.1 Discusion global

La presente tesis ha constituido un reto metodoldgico al incorporar MRS, fMRI y
EDA durante un paradigma completo de condicionamiento aversivo en una misma
muestra de pacientes con TOC. Ademas, no sélo los pacientes con TOC debian acudir
dos dias correlativos al centro de resonancia magnética para desarrollar todo el protocolo
de condicionamiento aversivo, sino que permanecieron dentro del estudio hasta la
finalizacion de la TCC. Esta aproximacion ha permitido evaluar por primera vez los
correlatos neurometabolicos, las respuestas neurofuncionales y psicofisioldgicas
asociadas al condicionamiento aversivo, asi como la asociacion de todas estas variables

neurobioldgicas y psicofisoldgicas con la respuesta a la TCC.

Cabe destacar que esta tesis ha sido la primera en plantear un estudio que evalla
la asociacion entre los niveles de glutamato en la corteza prefrontal ventromedial y la
respuesta electrodermal durante las diferentes fases de la extincion del miedo (es decir, el
aprendizaje de la extincion y el recuerdo de la extincion) en paralelo a la respuesta clinica
a la TCC en pacientes con TOC. Por tanto, la relevancia de este estudio no reside
exclusivamente en la perspectiva clinica del mismo, sino en su aproximacién
metodoldgica multimodal que permite demostrar, por primera vez, la asociacion de los
niveles de glutamato cerebrales y la extincion del miedo en humanos. Dado que diferentes
estudios preclinicos han postulado que el fendmeno de la extincion del miedo se encuentra
modulado por los niveles de glutamato cerebrales (91,92) y teniendo en cuenta que la
extincién del miedo es uno de los pilares psicologicos subyacentes a la TCC (98,99), los
estudios previos en humanos han podido facilmente asumir que los niveles de glutamato

se asocian con la respuesta a la TCC debido a la relacion de los niveles de glutamato con
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la extincion del miedo previamente establecida en modelos animales. Sin embargo, los
estudios previos en humanos no han llegado a combinar las metodologias multimodales
requeridas (es decir, MRS y EDA durante la realizacion de un paradigma de
condicionamiento aversivo) para establecer una base experimental real de la relacion
entre la concentracion de glutamato cerebral y la extincion del miedo en humanos. Por
tanto, el presente estudio intenta indagar en las brechas existentes en torno a los procesos
psicolégicos subyacentes a la terapia cognitivo-conductual a la vez que identifica

biomarcadores predictores de respuesta a la TCC en una muestra de pacientes con TOC.

En linea con esta idea, los hallazgos de este trabajo no tan s6lo demuestran que
los niveles de glutamato en la CPFvm se asocian positivamente con la respuesta a la TCC,
sino que también se relacionan negativamente con el recuerdo de la extincion del miedo
(pero no con el aprendizaje de la extincion). Una de las primeras ideas a destacar seria
que efectivamente los niveles de glutamato se presentan como al menos un biomarcador
descriptivo parcial del fendmeno psicol6gico subyacente a la TCC. Sin embargo, la
direccién de la relacion entre los niveles de glutamato y el recuerdo de la extincion del
miedo aparentemente parece no ser congruente con los hallazgos de los estudios
preclinicos. Diferentes estudios en modelos animales sugieren que procesos biol6gicos
sumamente necesarios para el aprendizaje y la memoria, como la plasticidad neuronal,
requieren de la activacion de receptores de glutamato NMDA vy, mas especificamente,
que la activacion de receptores glutamatérgicos en la corteza infralimbica (o la CPFvm
en humanos) es condicion necesaria para la consolidacion de la extincion del miedo
(70,72,74).

No obstante, los resultados de la presente investigacion indican que niveles altos
de glutamato en la CPFvm se asocian con una disminucion del recuerdo de la extincién
del miedo en los pacientes con TOC. La interpretacion logica inicial se podria basar en
que el proceso de recuerdo de la extincion del miedo sigue una forma de U invertida en
su relacion con los niveles de glutamato. Por tanto, niveles excesivos de glutamato
podrian llevar a entorpecer la modulacion bioldgica de este metabolito en los procesos de
condicionamiento aversivo. Esta interpretacion podria llegar a ser congruente con la
muestra de estudio, pacientes con TOC que se caracterizan por alteraciones psicologicas
y neurobiologicas que podrian basarse en el condicionamiento aversivo (89). Esta

hipétesis, sin embargo, no resulta respaldada por los hallazgos obtenidos en los analisis
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que comparan el recuerdo de la extincion del miedo y los niveles de glutamato entre
pacientes y controles sanos en los que no se observa que exista una alteracion patoldgica
evidente en los pacientes con TOC. De hecho, estudios previos evaluando los niveles de
glutamato en la corteza prefrontal orbitofrontal y la corteza prefrontal medial de pacientes
con TOC tampoco han observado diferencias significativas con una muestra de controles
sanos (117,118).

Ademas, los resultados del presente estudio no indican que exista una asociacion
significativa entre los niveles de glutamato en la CPFvm y la severidad de la
sintomatologia de los pacientes con TOC. Por tanto, esta no parece ser la explicacion de
la discrepancia en la direccion de los resultados de este estudio y los estudios preclinicos
previos. Otro aspecto importante a tener en cuenta es que, aunque los modelos animales
y los paradigmas en humanos compartan una linea fenomenoldgica basica, no seria
incoherente pensar que el condicionamiento clasico en humanos se caracteriza por
procesos de orden superior y, por tanto, procesos mas complejos que requieren de una
interaccion entre diferentes factores bioldgicos mas alla de los niveles de glutamato e
incluso que se caractericen por una interrelacion entre diferentes regiones cerebrales méas
alla de la CPFvm. Esta idea se hace mas evidente si tenemos en cuenta que el aprendizaje
de la extincion no parece estar relacionado con los niveles de glutamato en la CPFvmy,
por tanto, es posible que tanto la extincion como el recuerdo de la extincion estén

mediados por otros factores biologicos y/u otras regiones cerebrales.

Independientemente de las ideas expuestas en los parrafos anteriores, el estudio
de la relacion de los niveles de glutamato con la respuesta a la TCC no deja de ser
relevante en la identificacion de biomarcadores predictores de respuesta al tratamiento en
los trastornos de ansiedad. En este sentido, no se debe olvidar que los niveles de glutamato
en la CPFvm se asociaron positivamente con la respuesta a la TCC en los pacientes con
TOC. En consecuencia, los resultados del presente estudio confirman el rol de la
concentracion de glutamato cerebral como un posible biomarcador de prediccion de
respuesta a la TCC en el TOC, como ya habia sido sugerido anteriormente por O’Neill et
al. (114,115) y con posterioridad por Ivarsson et al. (116). En muestras
pediatricas/adolescentes de pacientes con TOC, O’Neill et al. (114,115) e Ivarsson et al.
(116) han observado una asociacion negativa entre los niveles de glutamato en el talamo,

la corteza cingulada posterior ventral y la corteza cingulada media y la respuesta a la

-62 - Proyecto de Tesis



Memoria de Tesis Doctoral

TCC, en contraste con la relacion positiva que se observé en la CPFvm en este estudio.
El estudio de los niveles de glutamato en diferentes regiones cerebrales, como se ha
indicado en el parrafo anterior, puede ser uno de los principales motivos que esté
explicando la nueva contraposicion en la direccion de los resultados de este estudio.
Asimismo, se debe tener en cuenta que las muestras de estudio de O’Neill et al. (114,115)
e lvarsson et al. (116) se encuentran en un rango de edad de 7 a 17 afios, mientras que la
muestra de adultos de nuestro estudio tiene una media de edad de 40 afios. En este sentido,
los niveles de glutamato de la corteza prefrontal en los pacientes con TOC pueden estar
interaccionando con el desarrollo cerebral o la historia de la enfermedad. Es decir, puede
ser congruente observar niveles reducidos de glutamato durante la infancia y “normales”
(recordando la no diferenciacion entre pacientes y controles) durante la edad adulta,

aunque en todas las edades sigan asociandose con la respuesta a la TCC.

Hasta este punto se ha hecho una discusiéon de la posible interpretacion de la
relacion negativa entre los niveles de glutamato en la CPFvm y el recuerdo de la extincion
del miedo y la asociacion positiva entre los niveles de glutamato y la respuesta a la TCC
de manera independiente. No obstante, el valor cientifico, metodoldgico y clinico méas
relevante es, sin duda, la lectura de la interrelacion entre estas tres variables. En este
sentido, estudios previos han demostrado que el mayor recuerdo de la extincién del miedo
se asocia con una mejor respuesta a la TCC al menos en pacientes con trastorno de
ansiedad social (119). Por tanto, parece inicialmente contradictorio que niveles altos de
glutamato se asocien a la vez con menor recuerdo de la extincién del miedo y mayor
respuesta a la TCC. Sin embargo, no seria tan descabellado pensar que los pacientes con
mayores niveles de glutamato en la CPFvm puedan mostrar un recuerdo de la extincion
del miedo reducido y, al mismo tiempo, estos pacientes sean los que mas se benefician
de la TCC, la cual tiene como objetivo principal mejorar este recuerdo de la extincién del

miedo “deficiente”.

Parece que efectivamente la concentracion de glutamato cerebral es esencial para
los procesos de condicionamiento del miedo, aunque ain nada se ha discutido en relacion
a como las diferentes regiones cerebrales asociadas a dicho fendmeno psicoldgico
interactuan en los pacientes con TOC. Recientes modelos neurobiologicos del TOC han
sugerido que los procesos de condicionamiento aversivo pueden estar jugando un papel

relevante en la etiologia del TOC (88). Sin embargo, tan s6lo un estudio previo ha
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evaluado los correlatos neurobiolégicos del TOC durante un paradigma completo de
condicionamiento aversivo (es decir, condicionamiento del miedo, aprendizaje de la
extincion del miedo y el recuerdo de la extincion del miedo) mediante resonancia
magnética funcional (89). Si bien es cierto que Apergis-Schoute et al. (90) investigaron
la activacion cerebral durante la fase del condicionamiento del miedo, no llegaron a
examinar la respuesta neural durante las fases de extincion del miedo, lo cual les hubiera
requerido triplicar el tiempo de experimentacion. Por tanto, el presente estudio también
se conceptualizd con el objetivo de incrementar la evidencia existente en torno a la
relevancia de la red neuronal del condicionamiento aversivo en el TOC. Ademas, a pesar
de la indudable relacién de los procesos del condicionamiento aversivo con la TCC,
ningun estudio previo habia evaluado el potencial poder predictivo de la actividad
cerebral durante un paradigma de condicionamiento aversivo en la respuesta a la TCC en
pacientes con TOC. Con todo ello, este es el primer estudio en investigar los correlatos
neurobioldgicos del TOC durante un paradigma completo de condicionamiento aversivo
mediante resonancia magnética funcional a la vez que intenta asociar la activacion

cerebral derivada de dicho aprendizaje del miedo con la respuesta a la TCC.

Especificamente, los andlisis realizados durante este estudio revelaron que los
pacientes con TOC muestran una menor activacion en la insula y la CCAd durante la fase
de condicionamiento del miedo en comparacién con los controles sanos, y que dicha
menor activacion de la insula se asocia con la respuesta a la TCC. La insula y la CCAd
han demostrado exhibir una relacion funcional Unica durante el condicionamiento del
miedo en controles sanos (64). Como nodos principales de la red de saliencia (“salience
network™ en inglés), su coactivacion es relevante en los procesos relacionados con la
valoracion emocional y la interocepcion y, por tanto, pueden llegar a ser capaces de guiar
el comportamiento delante de estimulos amenazantes (120,121). Aungue el papel de la
insula y la corteza cingulada anterior en el condicionamiento del miedo parece ser
consistente, esta es la primera evidencia que demuestra su implicacion en el TOC.
Ninguno de los dos estudios previos habia revelado diferencias significativas en la
coactivacion de estas regiones entre pacientes con TOC y controles sanos (90,99). No hay
duda que factores como una menor severidad de la sintomatologia (Cano & Martinez-
Zalacain et al. = 26 vs. Milad et al. = 22 vs. Aspergis-Schoute et al. = 22) (89,90,122) y

la inclusién de menos pacientes con medicacion (Cano & Martinez-Zalacain et al. = 89%
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vs. Milad et al. = 50% vs. Aspergis-Schoute et al. = 63%) (89,90,122) podria explicar la

ausencia de esta alteracion en estudios previos.

Sin embargo, desde un punto de vista metodologico, el enfoque analitico que
caracteriza el presente trabajo, el cual se focaliza en los primeros ensayos del estimulo
condicionado, cuando las respuestas cerebrales al condicionamiento del miedo deberian
ser méaximas, podria llegar a ser mas sensible en la identificacion de patrones diferenciales
entre pacientes y controles. Otro aspecto metodoldgico a tener en cuenta es el nimero de
ensayos reforzados durante el condicionamiento del miedo (es decir, el numero de
ensayos en los que el estimulo condicionado iba seguido del estimulo incondicionado).
Aspergis-Schoute et al. (90) utilizé un 33% de tasa de refuerzo, en comparacion al 60%
de tasa de refuerzo que se uso en el presente estudio y en Milad et al. (89). Si bien esta
diferencia metodologica no explicaria porqué los estudios previos no parecen detectar la
activacion de la insula y la CCAd durante el condicionamiento del miedo como
alteraciones caracteristicas del TOC, nos permite sefialar como la mas minima diferencia
metodoldgica puede conllevar obtener resultados completamente diferentes. En este
sentido, Aspergis-Schoute et al. (90) observaron un incremento de la actividad de la
CPFvm durante el condicionamiento del miedo en pacientes con TOC en comparacion
con controles sanos. En contraste, Milad et al. (89) mostraron una disminucién de la
actividad de la CPFvm y el presente estudio ni siquiera exhibié diferencias entre grupos
en la actividad de la CPFvm. Evidencia reciente sugiere que la CPFvm intenta regular los
cambios en las contingencias estimulo-resultado actualizando de forma flexible el valor
de los estimulos en funcion de tales cambios (123,124). Dado que una menor tasa de
refuerzo implica una mayor actualizacion, la CPFvm podria activarse mas facilmente en
paradigmas de condicionamiento del miedo con una tasa baja de refuerzo como la

utilizada en Apergis-Schoute et al. (90).

Un elemento que si parece ser consistente en diversos estudios (89,90,95,122,125)
es que los pacientes con TOC muestran una expresion inalterada del condicionamiento
del miedo a nivel psicofisiolégico (mediante respuesta electrodermal). Integrando este
resultado a los hallazgos de actividad neuronal del presente estudio (menor actividad de
la insula y la CCAd), una posible interpretacion seria que aun presentando un nivel de
excitacion o respuesta corporal “normal” frente a estimulos amenazantes, los pacientes

con TOC podrian estar mostrando una alteracién en la codificacion y valoracion
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consciente de su respuesta. Esta alteracion estaria limitando la reconduccion de la
conducta y, consecuentemente, podria llegar a exacerbar la sintomatologia ansiosa. Estos
hallazgos respaldan resultados neurales y conductuales recientes (126,127) que destacan
el potencial de explorar los procesos de interocepcion en los pacientes con TOC. En
cualquier caso, la actividad disminuida de la insula y la CCAd durante el
condicionamiento del miedo, en caso que el resultado sea replicado, constituiria un
biomarcador diagnostico del TOC. Y, es mas, podria utilizarse como biomarcador de
diagnostico diferencial de otros trastornos de ansiedad en los que se ha encontrado una

activacion incrementada de la insula (128).

Volviendo a uno de los objetivos centrales y novedosos del estudio, se debe
enfatizar que una menor actividad de la insula durante el condicionamiento del miedo
también podria representar un biomarcador predictor de respuesta a la TCC al menos en
pacientes con TOC. Estudios previos han sugerido que la actividad de la insula durante
el procesamiento de una amenaza se reduce durante la TCC (129), y la teoria del
procesamiento emocional destaca que un procesamiento de la amenaza intensificado es
un prerrequisito para una TCC efectiva (104), resultados aparentemente contrapuestos a
los hallazgos del presente estudio. No hay duda de que una respuesta corporal acentuada
ante una posible amenaza implica un incremento en la actividad de la insula que permite
interpretar y regular la conducta y, por tanto, la actividad de la insula puede estar
reflejando un procesamiento de la amenaza incrementado. Sin embargo, debido a que los
procesos de interocepcion en el procesamiento de la amenaza pueden estar alterados en
los pacientes con TOC (supuesto derivado de la comparacion pacientes vs. controles del
presente estudio), seria posible que la direccionalidad de los resultados se invierta
respecto a otros trastornos de ansiedad. Sea como fuere, este estudio ha demostrado la
relevancia de la respuesta de la insula durante el condicionamiento del miedo en la

prediccion de la respuesta a la TCC.

En conclusién, e integrando todos los resultados de ambos estudios, los pacientes
con TOC no muestran una alteracién en la concentracion de glutamato en la CPFvm, pero
exhiben menor actividad en la insula y la CCAd durante la fase del condicionamiento del
miedo. Sin embargo, los niveles de glutamato en la CPFvm si se asocian negativamente
con el recuerdo de la extincion del miedo y positivamente con la respuesta a la TCC.

Asimismo, la actividad de la insula durante el condicionamiento del miedo se relaciona
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negativamente con la respuesta a la TCC (Figura 9). Por tanto, la corteza prefrontal
ventromedial en los paradigmas de condicionamiento aversivo y en su relacion con la
etiologia y respuesta al tratamiento de los pacientes con TOC no parece estar jugando su
papel “en solitario”. Aunque existe evidencia de la participacion de la CPFvm en los
procesos de condicionamiento aversivo en humanos (19,64), y la investigacion reciente
ha priorizado destacar su papel en relacion al aprendizaje del miedo, es evidente que, al
menos en el TOC y la respuesta a TCC, la CPFvm necesita interaccionar con otras
regiones cerebrales (como la insula) para codificar procesos psicolégicos complejos como
el condicionamiento aversivo. Esta no seria una idea propia reciente, sino que tras afios
de investigacion en salud mental se ha manifestado una y otra vez que los trastornos
mentales se caracterizan por una alteracion compleja de redes neuronales mas que por

una anormalidad en una regidn cerebral especifica (130).

Ademas, aunque la TCC ha sido usualmente conceptualizada como esencialmente
un entrenamiento de la extincion (131), los resultados de la presente tesis sugieren que la
fase de condicionamiento del miedo también podria estar jugando un papel principal en
la respuesta a TCC en el TOC. De hecho, todas las fases del condicionamiento aversivo
estan altamente relacionadas y, por tanto, seria posible que todas sus fases estén de cierta
manera impactando en la respuesta a la TCC. En relacion con la respuesta a la TCC, se
debe destacar que la presente tesis ha mostrado que la TCC conduce a una reduccién
significativa de la severidad de la sintomatologia obsesiva compulsiva en pacientes con
TOC. En este sentido, la presente tesis confirma que TCC es un tratamiento eficaz para

aquellos pacientes que sufren de TOC.
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Figura 9. llustracion sobre el impacto del condicionamiento aversivo y la concentracion de
glutamato cerebral en la sintomatologia obsesiva compulsiva y la respuesta a la terapia cognitivo-
conductual. El condicionamiento aversivo se entiende como un proceso en el que todas las fases son
imprescindibles, aunque el condicionamiento del miedo y el recuerdo de la extincion del miedo jueguen un
papel més evidente en el trastorno obsesivo compulsivo y la respuesta a la terapia cognitivo-conductual.
Durante el condicionamiento del miedo, medido a través de resonancia magnética funcional, los pacientes
con trastorno obsesivo compulsivo exhiben una menor actividad de la insula y la corteza cingulada anterior
dorsal (CCAd). Aunqgue la respuesta corporal a los estimulos condicionados (CS) aversivos no se vea
alterada, la menor actividad de la insula sugiere que los pacientes con trastorno obsesivo compulsivo pueden
mostrar una alteracion en los procesos de interocepcion. El recuerdo de la extincion del miedo, medido a
través de actividad electrodermal, se asocia negativamente con la concentracion de glutamato en la corteza
prefrontal ventromedial (CPFvm) en los pacientes con trastorno obsesivo compulsivo. Esta relacion es de
méaxima importancia ya que se demuestra por primera vez en humanos la relacion entre la concentracion de
glutamato cerebral y el condicionamiento aversivo. Tanto la menor actividad de la insula durante el
condicionamiento del miedo como los niveles altos de glutamato en la CPFvm se asocian con una mejor
respuesta a la terapia cognitivo-conductual. La conjuncién de ambas relacionas permite hipotetizar que una
interaccion entre multiples factores biol6gicos y regiones cerebrales es 1o que puede explicar la respuesta a
la terapia cognitivo-conductual en el trastorno obsesivo compulsivo. Paralelamente, la relacion entre el
recuerdo de la extincion del miedo y la concentracion de glutamato, y entre la concentracion del glutamato
y la respuesta a la terapia cognitivo-conductual parece apuntar a que la concentracion de glutamato y la
respuesta a la terapia cognitivo-conductual se pueden llegar a relacionar de manera indirecta a través del
recuerdo de la extincion del miedo

5.2 Limitaciones y perspectivas de futuro

En primer lugar, dado el pequefio nimero de pacientes incluidos, los resultados
de la presente tesis deben considerarse preliminares, aunque el tamarfio de la muestra es
similar al utilizado en estudios previos investigando el mismo fendmeno (89). Por este
motivo, la realizacién de una replicacion con una muestra mas grande seria de especial

interés. En segundo lugar, no se puede determinar qué efecto, si lo hubo, tuvo el
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tratamiento farmacologico simultaneo en los resultados incluidos en la presente tesis. Si
bien es cierto que la medicacion puede afectar a los procesos de condicionamiento del
miedo Fitzgerald et al. (132) y Aspergis-Schoute et al. (90) compararon pacientes con
TOC medicados y no medicados y no encontraron diferencias significativas en las
medidas psicofisioldgicas o de fMRI del condicionamiento del miedo. En la replicacion
propuesta, ademas de incluir pacientes con TOC bajo un tratamiento con TCC, podria
incluir pacientes con TOC tratados con una estrategia farmacoldgico convencional con el
objetivo de determinar biomarcadores comunes y diferenciales de cada una de estas
estrategias terapéuticas. En cualquier caso, la muestra de pacientes incluida en los analisis
de la presente tesis se encontraba sintomatica después del tratamiento farmacoldgico, lo

cual es similar a la préactica clinica real (133).

Por otra parte, la nueva revisién minuciosa de los estudios para realizar la presente
tesis me ha permitido detectar dos posibles flaquezas metodolégicas. Des de un punto de
vista analitico, los analisis de la presente tesis no han permitido responder a la pregunta
de si las respuestas psicofisioldgicas durante el condicionamiento aversivo se relacionan
con la respuesta a la TCC. De haber sido asi, incluso se podria haber evaluado un modelo
de mediacion en el que la relacion entre los niveles de glutamato en la CPFvm vy la
respuesta a la TCC estuviera mediada por las respuestas psicofisiologicas observadas
durante el recuerdo de la extincion del miedo. Al mismo tiempo, la secuencia de MRS
empleada no puede directamente asociarse al paradigma del condicionamiento aversivo,
motivo por el cual no se puede concluir de manera robusta que los niveles de glutamato
en la corteza prefrontal ventromedial estén relacionados al aprendizaje del miedo y la
extincion. El uso de MRS funcional, relacionada con una tarea hubiera sido el dltimo
escalébn para una auténtica combinacion de metodologias en el estudio del

condicionamiento aversivo (134).

Sea como fuere, los resultados de la presente tesis representan un avance en la
comprension de los correlatos neurobiolédgicos del TOC y uno de sus tratamientos mas
eficaces. De manera importante, estudios futuros podran utilizar estos resultados como
base para el disefio y la conceptualizacion de otros experimentos que nos acerquen aun
mas a alcanzar el conocimiento suficiente para mejorar la sintomatologia y la calidad de

vida de los pacientes con TOC.
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6. Conclusions

Fear learning and fear extinction recall are essential psychological phenomena to
understand the etiology of obsessive-compulsive disorder and the cognitive-

behavioral outcome.

Glutamate levels in the ventromedial prefrontal cortex are associated with fear

extinction recall in patients with obsessive-compulsive disorder.

Abnormal insula and dorsal anterior cingulate cortex activations during fear
learning appear to reflect alterations in interoception in patients with obsessive-

compulsive disorder.

A complex interaction between multiple biological factors and brain regions may
be needed to explain cognitive-behavioral therapy outcome.

4.1. Glutamate levels in the ventromedial prefrontal cortex can help predict
cognitive-behavioral therapy response in patients with obsessive-compulsive

disorder.

4.2. Altered insula activations during fear learning may constitute a predictive
biomarker of cognitive-behavioral therapy response in patients with obsessive-

compulsive disorder.
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