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PROLOGO

La presente Tesis Doctoral surge con el objetivo de obtener el grado académico de Doctor en
Psiquiatria por el Departamento de Psiquiatria y Medicina Legal de la Facultad de Medicina de

la Universitat Autdnoma de Barcelona (UAB).

Durante los afos 2007 a 2009, el doctorando cursé los créditos para la obtencién de la
suficiencia investigadora, obteniendo el Diploma de Estudios Avanzados (DEA) por la
Universitat Autbnoma de Barcelona (UAB) con el trabajo “Trastorn Motor a I'Esquizofrénia i el

Trastorn Bipolar”, en noviembre de 2010.

El trabajo de esta tesis se inicié en diciembre de 2010, en el ultimo trayecto de su formacion
MIR (Médico Interno Residente) en Psiquiatria en la Institucion Benito Menni Complex
Assistencial en Salut Mental, en Sant Boi de Llobregat, Barcelona. Mas concretamente, este
trabajo se ided durante la rotacion externa realizada por el doctorando en alianza entre la
Unidad de Trastorno Limite de la Personalidad del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, el
Hospital Benito Menni y FIDMAG Germanes Hospitalaries Research Foundation. En el
transcurso, se ha incorporado la colaboracion a la Unidad de Trastorno Limite de la
Personalidad del Consorci Hospitalari de I'’Anoia, dando lugar al resultado final que se presenta
en 2019.

Se trata de un compendio de publicaciones, formado por 3 articulos publicados en revistas
internacionales indexadas en el ambito de las neurociencias y la neuroimagen. De dicho trabajo
se han derivado comunicaciones orales y poésteres presentados en congresos de ambito

nacional.

Los recursos han sido derivados de las siguientes fuentes de financiacion:

- Generalitat de Catalunya: 2009-SGR211, 2014-SGR1573, 2017-SGR1264 y 2017-
SGR1271.

- La Fundacié La Maraté de TV3: 2009-092410.

- Becas Miguel Servet procedentes del Plan Nacional Espafiol de I1+D+l; en colaboracion
con el Instituto de Salud Carlos llI-Subdireccion General de Evaluacién y Fomento de la
Investigacion y el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), P110/01071:

o CP10/00596 y CPII16/00018 para la Dra. Edith Pomarol-Clotet.
o CP07/00048 y CP13/00018 para el Dr. Raymond Salvador.
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ABSTRACT /| RESUMEN

Abstract.

Structural and functional neuroimaging in Borderline Personality Disorder.

Borderline Personality Disorder (BPD) is a diagnostic that was initially used in descriptions from
classical psychiatrists, referring to unstable personalities. Since the 80s, BPD appears in main
diagnostic classifications as a polymorphous diagnostic that is still found in present
classifications (DSM-5).

The objective of this thesis is to study the neurobiological bases of the disorder in a sample of
stable patients with BPD, matched by sex, IQ and age with a sample of healthy controls. The
thesis includes three articles that evaluate: 1) structural changes with structural Magnetic
Resonance Imaging (MRI), 2) functional changes with functional MRI (fMRI) acquired while
performing a cognitive paradigm (the n-back task), and 3) changes based on resting state fMRI
and diffusion MRI images.

Results revealed structural alterations including volumetric reductions in gray matter in the
prefrontal cortex, as well as a tendency to enlargement of the amygdala and hippocampus.
Task related functional findings point to widespread deficits in deactivation involving, among
other areas, the anterior node of the Default Mode Network (DMN). Finally, the combined
resting state and diffusion MRI study showed converging abnormalities in genual and
perigenual structures as well as alterations in the connectivity of the fronto-cortico-limbic circuit.

Resumen:
Neuroimagen estructural y funcional del Trastorno Limite de la Personalidad.

El Trastorno Limite de la Personalidad (TLP) es una entidad diagndstica que parte de
descripciones antiguas, de caracter polimorfo, realizadas por psiquiatras clasicos en las que ya
se describian personalidades inestables. Desde los afios 80 el diagndstico de Trastorno Limite
aparece en las clasificaciones diagnésticas, siendo este un diagnéstico de cajon de sastre que
se ha mantenido hasta la actualidad (DSM-5).

El objetivo de esta tesis es estudiar las bases neurobioldgicas del trastorno en una cohorte de
pacientes estables con TLP, apareados por sexo, coeficiente de inteligencia (Cl) y edad con
una muestra de controles sanos. La tesis esta compuesta por tres trabajos que evaluan: 1) los
cambios estructurales mediante resonancia magnética estructural (MRI), 2) los cambios
funcionales en resonancia funcional (fMRI) durante la realizacién de un paradigma cognitivo (la
tarea n-back), y 3) los cambios evaluados mediante fMRI en reposo (resting state) y MRI de
difusion.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto alteraciones estructurales que incluyen
reducciones volumétricas de sustancia gris en coértex prefrontal, asi como una tendencia al
agrandamiento de la amigdala e hipocampo. Por lo que respecta a los hallazgos funcionales
con tarea, se detecta un extenso déficit de deactivacion que incluye entre otras areas el nodo
anterior de la red neuronal por defecto (Default Mode Network [DMN]). Finalmente, el estudio
combinado de resting state y difusion muestra alteraciones convergentes en estructuras
genuales y perigenuales junto con anormalidades en la conectividad del circuito fronto-cortico-
limbico.
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1. INTRODUCCION

1.1.Evolucioén historica del concepto Trastorno Limite de Personalidad.
El Trastorno Limite de la Personalidad (TLP) sigue vigente como diagndstico en las
clasificaciones actuales. La evolucién histérica y nosolégica de este diagndstico ha dado lugar
al fendmeno cajon de sastre (1). Ya desde la medicina mas antigua se detectaron sujetos que
no podian ser ubicados con claridad en las entidades nosoldgicas firmemente establecidas
como la esquizofrenia o el trastorno bipolar, en las que los cambios de humor o los sintomas
psicoticos resultaban erraticos, inconsistentes e impredecibles. Con el paso de los afos, el
resultado ha sido un grupo heterogéneo de pacientes que presentan un magma de sintomas y
que constituyen un sindrome complejo de diagnosticar y tratar; cuyas bases neurobioldgicas

subyacen hoy en dia aun poco claras (1,2).

A finales del siglo XIX (3) se defini6 como “campo fronterizo” al espectro que incluia a este tipo
de pacientes cronicamente inestables, como traduccién del concepto borderline generado
originalmente en inglés. La psiquiatria alemana denominaria estos estados con diferentes
nombres tales como “Esquizofrenias Latentes” propuesto por Bleuler (4-6), los “estados
intermedios” de Kretschmer (7) o las “personalidades psicopaticas” sugeridas por Schneider ya
en el primer tercio del siglo XX (8).

En el segundo tercio del siglo XX, el término borderline agrupé a los pacientes no ubicados ni
en el espectro de la neurosis ni de la psicosis que categorizaban los trastornos mentales en
dicha época. El término borderline seria ampliamente utilizado en el campo de la rama

psicoanalitica (9).

En el ultimo tercio del siglo XX (afio 1975), Otto Kernberg (10) propuso la “organizacion limite
de la personalidad” como una identidad claramente diferenciable. Ya en los afios 80 se
describen criterios diagndsticos operativos para el Trastorno Limite de la Personalidad y se
incluye por primera vez este trastorno en una clasificacion diagndstica (el DSM-III, del inglés
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) dentro de los trastornos del eje Il como
un trastorno de personalidad del cluster B. Como antecedente, previamente se habian recogido
en el DSM | (1952) los “rasgos disfuncionales bajo estrés” o la “inadaptacion, malestar y
deterioro” en el DSM Il (1968) (11,12).

Actualmente, la conceptualizacién del trastorno en las clasificaciones no esta basada en la
etiologia, la evolucién, el tratamiento o el prondstico, sino que se trata de una

conceptualizacion operativa en funcion de sintomas y signos que pueden estar presentes en
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otras enfermedades mentales como los trastornos del estado del animo o algunos trastornos
psicoticos. En los ultimos tiempos estan surgiendo denominaciones alternativas para el TLP y
sigue reclamandose un cambio en su nomenclatura. Asi mismo, algunas corrientes proponen
que deje de considerarse un trastorno de personalidad tal y como estan descritos el resto de

trastornos de personalidad en los clusteres del sistema DSM (13).

La ciencia aun no permite clarificar las enfermedades mentales de forma definitiva y nos
encontramos ante un grupo de pacientes cada vez mas amplio. Resulta importante realizar un

esfuerzo de investigacion que aporte claridad a dicha confusion nosolégica (14).

1.2. Discusion nosolégica del trastorno.
En este vacio nosoldgico, el Trastorno Limite de la Personalidad se convierte en una entidad

de debate, controversia y discusion.

Algunos autores defienden incluso que el “sindrome limite” en sus multiples manifestaciones no
sea considerado un trastorno de la personalidad sino que se considere como un trastorno fuera
del eje Il, puesto que opinan que ni siquiera cumpliria los criterios DSM generales para un
trastorno de personalidad ya que: 1) no es un patrén persistente de comportamiento sino que
es impredecible y con altibajos, 2) no es crénico ya que tiende a remitir en la edad adulta, 3)
algunos de sus sintomas responden al tratamiento psicofarmacolégico, 4) no es egosintonico
sino que los usuarios solicitan ayuda, 4) no se inicia en la adolescencia sino que es en la
adolescencia cuando ya pueden empezar a detectarse sintomas y 5) tienen buen prondstico
con el abordaje adecuado (13).

En la practica clinica diaria resulta a menudo muy complicado definir la barrera entre el TLP y

otros trastornos como los del estado del animo o determinados tipos de psicosis.

Centrandonos en los trastornos del estado de animo, algunos autores sugieren que el TLP y el
Trastorno Bipolar (TB) podrian presentar alteraciones neurobiolégicas y neuropsicoldgicas
comunes y/o similares (15-17). Por contra, otros autores rechazan este razonamiento y
argumentan que se trata de trastornos diferenciados e independientes (18,19).

Desde el punto de vista clinico, tanto el TLP como el TB requieren de un diagnéstico que
muchas veces resulta ambiguo ya que pueden presentar con frecuencia sintomatologia similar:
inestabilidad afectiva, intolerancia a la frustracion, impulsividad, sintomatologia psicotica

evanescente y/o consumo de téxicos comarbido.
Asi mismo, existen signos de bipolaridad a los que se debe prestar atencién en los pacientes

con TLP, pero muchas veces se pasan por alto como son el temperamento hipertimico y/o

ciclotimico, la estacionalidad de la clinica, la edad joven de inicio, la depresion posparto, los

26



Neuroimagen del Trastorno Limite de la Personalidad

episodios mixtos, la depresién melancdlica, los sintomas atipicos (hiperfagia e hipersomnia), la
impulsividad y la historia familiar de trastorno afectivo. Contemplar todos estos signos
supondria una ampliacion del espectro bipolar clasico tipo | y tipo Il, pudiendo acercar a
algunos pacientes con TLP (con sintomas subumbrales que no cumplen criterios DSM claros
para un trastorno del estado de animo) hacia el espectro como “formas no clasicas de
bipolaridad” (20,21). Es precisa una historia clinica exhaustiva de todas las dimensiones y
etapas vitales del paciente para detectar sintomas leves de bipolaridad y no ubicar a estos

pacientes en un diagndstico del eje Il (0 al menos no Unicamente).

El TLP es polimorfo en su presentacion y no todos los pacientes afectos de TLP presentan el
mismo patrén fenomenolégico. La revision de Smith diferencia al menos tres subtipos de TLP:
un subtipo caracterizado por la inestabilidad afectiva, un subtipo impulsivo y un subtipo
disociativo (22). Algunos autores consideran que aquellos pacientes con TLP en los que
predomina la inestabilidad afectiva y la impulsividad podrian considerarse cercanos al espectro
bipolar (22,23). Otros autores consideran que, aunque la inestabilidad afectiva si que relaciona
al TLP con el espectro bipolar, la impulsividad no lo hace (24,25).

Considerando los diferentes temperamentos existentes y el espectro bipolar definido por
Fountoulakis (26,27), algunos autores proponen que los pacientes afectos de TLP con mas
labilidad emocional (15) y con temperamento ciclotimico se correspondan con el subtipo TB |l
Y2 (16,28,29). En estos pacientes, los frecuentes cambios de humor harian pensar en que
pudieran ser formas de ciclacion rapida y/o ultrarrapida (30,31). Estos cambios de humor o
virajes serian tan veloces que los cuadros “mini-mixtos” con rasgos depresivos, irritables y

hostiles pasarian a formar parte del estado mental y la conducta habitual del paciente (17,32).

Por lo que se refiere a los trastornos psicoéticos, se ha debatido también la relacion del TLP con
el espectro de la psicosis como una forma de enfermedad atenuada o un estado prepsicético.
En esta linea, Zilboorg (33,34) describié la psicosis ambulatoria, Hoch y Polatin (35,36) la
esquizofrenia pseudoneurdética, Frosch (37) el caracter psicotico y Bychowski (38) la psicosis
latente. Desafortunadamente, muchos clinicos e investigadores subestiman con frecuencia los
sintomas psicosis-like presentes en los pacientes con TLP y que podrian ubicar al menos a un
subtipo de estos pacientes cerca del espectro de la psicosis (39—41). Cavelti y colaboradores
defienden que la presencia de alucinaciones auditivas y otros sintomas psicéticos transitorios
en pacientes con TLP deberian sugerirnos una forma de mayor severidad de dicho trastorno,
haciendo a dichos pacientes fenomenoldgicamente casi indistinguibles del espectro

esquizofrénico (42,43).
Paralelamente a estos aspectos clinicos, la respuesta a los tratamientos farmacolégicos
supone otro aspecto relevante que podria sugerir la posible cercania de los pacientes

diagnosticados de TLP al espectro afectivo o al espectro psicético. Por un lado, una respuesta
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deletérea a los antidepresivos con un incremento de la irritabilidad y un empeoramiento clinico
(21) podria hacernos pensar en un subtipo de pacientes afectos de TLP cercanos al espectro
bipolar. Ademas, varios autores proponen que los eutimizantes deberian formar parte del
tratamiento farmacoldgico de mantenimiento de los pacientes con TLP y relegar el uso de los
antidepresivos a momentos clinicos puntuales (23,31,44). Por otro lado, también se observan
respuestas satisfactorias al tratamiento con antipsicéticos atipicos en pacientes con TLP que
presentan sintomatologia alucinatoria o disociativa (45—47), lo cual hace pensar en un sustrato
biolégico compartido entre algunas psicosis y algunos pacientes con TLP.

La heterogeneidad del TLP y sus manifestaciones hace necesarios nuevos estudios para
clarificar el grado de asociacion nosolégica del trastorno con otras enfermedades mentales
(18,19).

1.3. Epidemiologia.

La prevalencia del Trastorno Limite de la Personalidad se ha estimado entre el 1,1% y el 4,6%
y la media se establece en torno a un 1.6%, dependiendo de las fuentes consultadas. El
diagnéstico predomina en mujeres, con una ratio de 3:1 aunque la diferencia entre sexos se
difumina en los estudios mas recientes (48). El TLP representa aproximadamente el 10% de los
sujetos visitados en la red de salud mental ambulatoria y podria tener una prevalencia del 20%
entre los pacientes psiquiatricos hospitalizados. En las poblaciones clinicas con trastornos de
personalidad, los pacientes con TLP representan entre el 30% y el 60% del total (49-51). Los
epifendmenos culturales matizan la patoplastia del trastorno y los estudios de prevalencia son
muy dispares entre las diferentes culturas (52).

1.4.Psicopatologia y diagnéstico.
La clinica del TLP presenta diversas formas de expresién y se modula a lo largo de las
diferentes etapas de la vida del paciente, reduciéndose los sintomas, en su gran mayoria, al
inicio de la edad adulta (53-56).

El diagndstico del Trastorno Limite de la Personalidad es esencialmente clinico. La entrevista
clinica completa y la psicometria del especialista en salud mental debe descartar cualquier otro
tipo de trastorno psiquiatrico que justifique mejor la clinica como los trastornos de ansiedad,
trastornos del estado de animo, trastornos psicoticos o el retraso mental, entre otros. Resulta
de especial relevancia la evaluacion de todas las esferas de la personalidad, puesto que los
sintomas del TLP suelen solaparse con rasgos de personalidad de otros trastornos de
personalidad (57,58) .
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Se han descrito 4 areas sintomaticas alteradas en el TLP: la afectivividad, la cognicién, la
impulsividad y las relaciones interpersonales (59). En este sentido se han descrito como
sintomas tipicos del TLP la inestabilidad afectiva y emocional, los sentimientos crénicos de
vacio, las distorsiones cognitivas y los episodios micropsicoéticos, el pensamiento dicotomico, el
miedo al abandono, las conductas impulsivas y la alteracién de las relaciones interpersonales
(2,60,61).

Las ultimas clasificaciones internacionales proponen los siguientes criterios diagndsticos
(11,51,62):

DSM-5: Criterios diagnosticos para el Trastorno limite de la personalidad.

Patron dominante de inestabilidad de las relaciones interpersonales, la autoimagen y los afectos, e impulsividad
intensa, que comienzan en las primeras etapas de la edad adulta y esta presente en diversos contextos, y que se
manifiesta por cinco (0 mas) de los siguientes items:

1. esfuerzos desesperados para evitar el desamparo real o imaginado. (Nota: No incluir el comportamiento
suicida ni las conductas autolesivas que figuran en el Criterio 5).

2. patron de relaciones interpersonales inestables e intensas que se caracterizan por una alternancia entre los
extremos de idealizacién y devaluacion.

3. alteracion de la identidad: inestabilidad intensa y persistente de la autoimagen y del sentido del yo.

4. impulsividad en dos 0 mas areas que son potencialmente autolesivas (p. ej., gastos, sexo, drogas, conduccion
temeraria, atracones alimentarios). (Nota: No incluir el comportamiento suicida ni las conductas autolesivas que
figuran en el Criterio 5).

5. comportamiento, actitud o amenazas recurrentes de suicidio, o conductas autolesivas.

6. inestabilidad afectiva debida a una reactividad notable del estado de animo (p. €j., episodios intensos disforia,
irritabilidad o ansiedad que generalmente duran unas horas y, rara vez, mas de unos dias)

7. sensacién cronica de vacio.

8. enfado inapropiado e intenso, o dificultad para controlar la ira (p. ej., muestras frecuentes de genio, enfado
constante, peleas fisicas recurrentes).

9. ideas paranoides transitorias relacionadas con el estrés o sintomas disociativos graves.

CIE-10: F60-F69 Trastornos de la personalidad y del comportamiento del adulto

F60.3 Trastorno de inestabilidad emocional de la personalidad.

Trastorno de personalidad en el que existe una marcada predisposicion a actuar de un modo impulsivo sin tener en
cuenta las consecuencias, junto a un animo inestable y caprichoso. La capacidad de planificacién es minima y es
frecuente que intensos arrebatos de ira conduzcan a actitudes violentas o a manifestaciones explosivas; estas son
facilimente provocadas al recibir criticas o al ser frustrados en sus actos impulsivos. Se diferencian dos variantes
de este trastorno de personalidad que comparten estos aspectos generales de impulsividad y falta de control de si
mismo.

F60.30 Trastorno de inestabilidad emocional de la personalidad de tipo impulsivo.

Las caracteristicas predominantes son la inestabilidad emocional y la ausencia de control de impulsos. Son
frecuentes las explosiones de violencia o un comportamiento amenazante, en especial ante las criticas de
terceros. Incluye: Personalidad explosiva y agresiva, Trastorno explosivo y agresivo de la personalidad. Excluye:
Trastorno disocial de la personalidad (F60.2).

F60.31 Trastorno de inestabilidad emocional de la personalidad de tipo limite.

Se presentan varias de las caracteristicas de inestabilidad emocional. Ademas, la imagen de si mismo, los
objetivos y preferencias internas (incluyendo las sexuales) a menudo son confusas o estan alteradas. La facilidad
para verse implicado en relaciones intensas e inestables puede causar crisis emocionales repetidas y
acompafiarse de una sucesion de amenazas suicidas o de actos autoagresivos (aunque estos pueden presentarse
también sin claros factores precipitantes). Incluye: Personalidad "borderline”, Trastorno "borderline” de la
personalidad.
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Ante la ausencia de exploraciones complementarias diagndsticas y de una uUnica medida

estandarizada para el diagnéstico, el clinico debe basarse en los instrumentos mas idéneos

para evaluar a los pacientes con un posible TLP, siempre apoyandose en su propio juicio

clinico.

Por ello, junto con la historia clinica completa y una vez descartado cualquier otro trastorno y/o

habiendo definido posibles comorbilidades, el clinico suele basarse en una combinacién de

entrevistas estructuradas, cuestionarios autoadministrados o instrumentos dimensionales para

el diagnéstico del TLP.

Entrevistas estructuradas.

O

Entrevista estructurada para el DSM-IV-Eje 1l (SCID-II) (63). Incluye los 10 diagndsticos

del DSM-IV y también los trastornos de personalidad depresivo, pasivo-agresivo y no
especificado. El entrevistador debe tener experiencia clinica y una formacién especifica
para llevar a cabo esta entrevista (64).

Entrevista diagndstica para el trastorno limite — revisada (DIB-R, Diagnostic Interview for

Bordelines-Revised) (61). Version revisada de la entrevista DIB que ha demostrado mas

eficacia diagndstica y mas especificidad ante otros trastornos del Eje Il que la DIB
original (61). La DIB-R evalua 4 dimensiones: esfera afectiva, esfera cognitiva, conductas
impulsivas y relaciones interpersonales.

Examen Internacional de los Trastornos de la Personalidad (IPDE) (65) Promovido por la

OMS y la FDA americana, consta de dos médulos que evaluan respectivamente criterios
CIE-10 y DSM-IV. Se requiere personal experimentado y entrenado.

La entrevista estructurada para personalidad DSM-IV (SIPDP-IV) (66). Es una entrevista

semiestructurada, algo mas extensa que las anteriores (entre 90 y 120 minutos) y que
puede correr a cargo de personal no especializado con un entrenamiento previo. Evalua
criterios DSM-IV organizados en 17 secciones tematicas para facilitar la semejanza con

una entrevista clinica.

Cuestionarios autoadministrados.

O

Cuestionario clinico multiaxial de Millon-lll (MCMI-III) (67). Formado por 24 escalas

clinicas que evaluan tanto la patologia de la personalidad segun DSM-IV, como los
trastornos de estado mas prevalentes. Su administracion requiere un tiempo
comprendido entre los 20 y los 30 minutos.

Cuestionario diagnostico de la personalidad (PDQ-4+) (68). Es una translacion directa de

los criterios diagnosticos del DSM-IV para los trastornos de la personalidad que evalua
los 10 diagndsticos oficiales, ademas del depresivo y el pasivo-agresivo. Su

administracion requiere 30 minutos aproximadamente.
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Instrumentos dimensionales.

o Inventario NEO de la personalidad revisado (NEO PI-R) (69). Inspirado en el modelo

precursor de Cattell, el modelo de los cinco factores basicos de la personalidad
(neuroticismo, extraversién, apertura a la experiencia, amabilidad y responsabilidad). Se
puede responder en 30 o 40 minutos.

o Inventario del temperamento y el caracter (TCIl): Cloninger y colaboradores han

desarrollado progresivamente desde los afios ochenta un modelo que integra el papel de
las dimensiones temperamentales heredables (busqueda de novedades, evitacion del
dafo, dependencia de la recompensa y persistencia) y variables caracterolégicas que se
modifican durante el desarrollo (autodireccion, cooperacion y autotrascendencia). El TCI
muestra una concordancia aceptable con los trastornos de la personalidad del DSM-IV
(70).

1.5. Etiologia.
A modo de apunte y sin entrar en detalle por no ser el objeto principal de la tesis, debe
destacarse que la etiologia del TLP es multifactorial, pudiendo ser explicada por un modelo
biopsicosocial. Los aspectos genéticos, la influencia epigenética ejercida por aspectos
ambientales y psicosociales, las alteraciones neuroendocrinas en el eje hipotalamo-pituitario-
adrenal asi como otras alteraciones bioldgicas (cambios estructurales, funcionales y de
neurotransmision) han sido ampliamente estudiadas (71-76).

1.6. Tratamiento.
Atendiendo a sus bases etiopatogénicas, el abordaje habitual del TLP suele precisar de un
tratamiento combinado psicoterapéutico y psicofarmacoldgico. Entre los farmacos mas
utilizados se encuentran los antipsicéticos de segunda generacion, las benzodiacepinas, los
antidepresivos y los estabilizadores del estado del animo (45,77).
Por lo que respecta a las herramientas psicoterapéuticas, las terapias de enfoque cognitivo
conductual como la Terapia Dialéctico Conductual (incluyendo el médulo de Mindfulness) es el

que parece demostrar mayor eficacia en los dominios sintomaticos del trastorno (78-81).

1.7.Neuroimagen en el Trastorno Limite de la Personalidad.

1.7.1. Neuroimagen estructural en el TLP.

1.7.1.1. Estudios de volumetria convencional.

Los estudios de neuroimagen estructural con esta metodologia en pacientes con TLP han
mostrado alteraciones particularmente en la amigdala y el hipocampo, reportandose una

disminucién de volumen de dichas estructuras en dos meta-analisis de 7 y 11 estudios
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respectivamente (73,82). También se han descrito reducciones del volumen cortical en estudios
con esta metodologia de analisis, incluyendo reducciones volumétricas en el cingulado anterior,

el cortex orbito-frontal y el cortex parietal derecho (83-86).

1.7.1.2. Estudios de morfometria basada en voxel.

La mayoria de los estudios de Resonancia Magnética Estructural (MRI, del inglés Magnetic
Resonance Imaging) con analisis de morfometria basada en voxel (VBM, del inglés voxel-
based morphometry) en pacientes con TLP se basan en muestras con un bajo numero de
participantes (con tamafios de muestra entre 7 y 34 pacientes apareados con controles), siendo
la excepcion dos estudios recientes, uno de los cuales compara 68 pacientes con 52 controles

(87) y otro que incluye 60 pacientes y 60 controles (88).

La técnica VBM ofrece ventajas sobre los métodos mas convencionales de medicién de
volumen cerebral (89) puesto que la primera evalla posibles alteraciones en el cerebro entero
(whole brain analysis en inglés) sin necesidad de restringir los analisis a regiones de interés

(RQOI's, del inglés Regions of Interest) predeterminadas.

Actualmente existen cerca de 10 estudios con MRI que hayan utilizado el analisis VBM para
evaluar la estructura cerebral en pacientes con TLP. Ocho de ellos combinan resultados de
analisis whole brain con analisis dirigidos a ROI's para determinadas estructuras en un
segundo nivel de andlisis.

Kimmel en su meta-analisis de 9 estudios de VBM (con y sin analisis dirigidos a ROI’s) en el
TLP, parece indicar que la reduccidon de volumen en las estructuras limbicas es mas
pronunciada en pacientes de mayor edad, mientras que la reduccién de volumen en estructuras
corticales frontales y parieto-occipitales es mas prominente en pacientes mas jovenes (90).
Otro meta-analisis basado en diferentes modalidades de MRI (91) reporta reducciones
volumeétricas en el giro frontal inferior derecho (pars opercularis y pars triangularis), en regiones
del I6bulo temporal bilateralmente y, de forma menos robusta, en el giro precentral y el giro
frontal superior derecho. Por otro lado, dicho meta-analisis reporta también incrementos de
volumen en la parte derecha de cerebelo, el area motora suplementaria derecha, el opérculo
rolandico izquierdo y el giro frontal medial derecho. Finalmente, dicho meta-andlisis apunta
hacia reducciones en el volumen del hipocampo derecho y, de una forma menos significativa,

en el hipocampo izquierdo.

Se debe tener en cuenta que las posibles comorbilidades del TLP con trastornos afectivos
pueden afectar a los cambios en estructuras cerebrales y sesgar los resultados. Se han
descrito reducciones de volumen en determinadas regiones cerebrales tanto en la depresién

mayor (92,93) como en el trastorno bipolar (94—96) incluyendo alteraciones en areas corticales
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y estructuras subcorticales tales como el hipocampo. De los estudios estructurales en
pacientes con TLP, sélo en 4 estudios de volumetria convencional (83,85,97,98) y en 2 de VBM
(87,88) se han tenido en cuenta los antecedentes de clinica afectiva mayor en los pacientes
con TLP estudiados. Tampoco se habia tenido en cuenta el efecto de la depresién en los

pacientes con TLP en el meta-analisis previamente referenciado (91).

1.7.1.3. Estudios MRI basados en el proceso de difusién molecular.

La técnica de imagen de resonancia magnética por difusion es una modalidad de neuroimagen
no invasiva que proporciona mapas cuantitativos de la organizacién microestructural de los
tejidos. Esta técnica utiliza el movimiento natural de las moléculas de agua para revelar la
estructura de los tejidos cerebrales en estados normales y patolégicos. La técnica del tensor de
difusion (DTI, del inglés Diffusion Tensor Imaging) es una variante de imagen por difusiéon que
se ha empleado para modelar los desplazamientos de las moléculas de agua en la sustancia
blanca del cerebro. La informacién extraida del tensor de difusion ha permitido deducir la
disposicion de los tractos nerviosos en el cerebro y estimar sus patrones de conectividad, lo
que ha representado un avance en la descripciébn de la anatomia cerebral. Los mapas
obtenidos mediante el tensor de difusion se han empleado como biomarcadores de imagen en
estudios morfologicos para identificar los cambios estructurales que afectan a varias
enfermedades del cerebro (99). Concretamente, esta técnica permite estimar
parametros relevantes que caracterizan el proceso de difusiéon en los tejidos, incluyendo la
difusion media (MD, del inglés Mean Diffusivity) y la anisotropia fraccional (FA, del
inglés Fractional Anisotropy).

Algunos estudios en pacientes con TLP que han empleado esta técnica han puesto en
evidencia el deterioro de la sustancia blanca predominantemente en la region frontal,
apuntando a un fallo en la conectividad interhemisférica (100—-102). En el capitulo de resultados
correspondiente  al estudio 3, se proporciona una revision detallada de
los principales estudios publicados en pacientes con TLP hasta el afio 2014, fecha en que
publicamos nuestro articulo de DTI. Posteriormente se han publicado siete estudios
adicionales, con tamafos de la muestra entre 14 y 35 pacientes. En cinco de estos estudios se
han replicado nuestros resultados en cuanto a las alteraciones de la estructura de la sustancia
blanca en el cuerpo calloso, fasciculo uncinado y la corona radiata (103—107) y otro estudio
replica nuestro resultado en relacién a las alteraciones en el cingulado (108). En concordancia
con nuestra investigacion, estos resultados apuntan a una disfuncion fronto-limbica. Por ultimo,
un estudio con 14 pacientes diagnosticados de TLP apareados con 14 controles sanos reporta
alteraciones cortico-corticales, cortico-talamicas y cortico-estriadas, afiadiendo mas informacion

a las ya conocidas alteraciones fronto-limbicas (109).
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1.7.2. Neuroimagen funcional en el TLP.
Existe un creciente interés en cuanto a la funcionalidad cerebral en el TLP. Esto ha llevado a la
realizacion de multiples trabajos basados en la modalidad de MRI Funcional (fMRI, del inglés
Functional Magnetic Resonance Imaging).
A continuacion, se reportan los hallazgos mas relevantes respecto a: 1) estudios de fMRI en el
TLP basados en paradigmas o tareas (emocionales, mixtos y cognitivos), y 2) estudios de fMRI

en el TLP con analisis del resting funcional o reposo.

1.7.2.1. Estudios de fMRI basados en un paradigma.

Estudios de fMRI con paradigmas emocionales.

Los paradigmas emocionales tales como las caras de Ekman, el International Affective Picture
System (IAPS) o la evocacion de memorias autobiograficas, han puesto de manifiesto
alteraciones de activacién en diferentes regiones cerebrales tanto en la fMRI como en la
tomografia por emision de positrones (PET, del inglés Positron Emission Tomography).
Concretamente, esta descrita una reduccion de la activacion en el cértex cingulado anterior
(110-112), en el cortex orbitofrontal (111) y en el giro parahipocampal derecho (113). Por otro
lado se han reportado aumentos de la activacion en la amigdala, la insula, el coértex
dorsolateral, el cortex prefrontal medial, el giro temporal superior, el nucleo estriado ventral, el

giro fusiforme y el cuneus (112-123).

Un meta-analisis realizado por Ruocco y colaboradores el afio 2013, basado en 10 estudios
funcionales en los que se aplicaron paradigmas emocionales, refleja una disparidad con los
estudios funcionales reportados previamente, concluyendo que existe una menor activaciéon de
la amigdala durante el procesamiento de estimulos emocionales negativos en el TLP (124).

En contraste, el meta-analisis de Schulze del afio 2016, que incluye (entre otros) 19 estudios
funcionales también con estimulos emocionales de valencia negativa, reporta una
hiperreactividad amigdalar y del cértex cingulado posterior, asi como una hipoactivacién

bilateral del cortex prefrontal dorsolateral (DLPFC, siglas en inglés) (91).

Una posible causa para tal disparidad en los resultados podria residir en la alta heterogeneidad
de los paradigmas emocionales empleados. Sea como sea, la disfuncién fronto-limbica

pareceria ser central en la generacion de la sintomatologia del TLP (125).

Estudios de fMRI con paradigmas mixtos.
Los paradigmas mixtos son aquellos que combinan una tarea cognitiva y otra emocional.
Krause-Utz (121), basandose en 22 pacientes y 22 sujetos sanos que realizaron la tarea

memoria de trabajo de Sternberg (WM, del inglés working memory) durante la fMRI, encontré
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que los pacientes con TLP a los que se les ejercia una distraccion con imagenes de contenido
emocional (imagenes IAPS) mostraban una mayor activacién en la amigdala y una menor
activacion en el cortex prefrontal dorsolateral. Este resultado apuntaria a una alteracion de los
procesos implicados en la WM debida a una interferencia generada por los fendmenos de
disregulacion emocional propia de los pacientes con TLP. En un analisis posterior, este mismo
estudio reporto fallos en la conectividad y en el intercambio de informacién entre la amigdala y
otras regiones cerebrales (especialmente el cértex cingulado anterior en su porcién dorsal, que
esta involucrado en el mantenimiento de la memoria de trabajo y en la inhibicion de las
respuestas producidas por estimulos emocionales intercurrentes) (126). Sin embargo, en otro
estudio en que los participantes realizaban una tarea tipo WM tras la visualizacién de imagenes
de contenido emocional (imagenes IAPS), los pacientes mostraron una reducciéon en la
respuesta amigdalar y en el coértex orbitofrontal (114). Los resultados opuestos de estos dos
estudios ponen de manifiesto la discordancia también presente en los paradigmas mixtos,

probablemente debida una vez mas a la heterogeneidad entre el disefio de los paradigmas.

Estudios de fMRI con paradigmas cognitivos.

Existen algunos estudios y meta-analisis de estudios de neuropsicologia en el TLP que han
reportado disfunciones en el TLP (127-131), con resultados que apuntan hacia determinadas
alteraciones en las funciones ejecutivas. Sin embargo, hasta la fecha, los estudios de
neuroimagen funcional con paradigmas cognitivos sin ningun componente emocional son
limitados. Solo existe un trabajo de fMRI de Mensebach y colaboradores de 2009 (132)
mediante el uso de un paradigma cognitivo (recuperacion de memorias episodica y semantica).
Este estudio examina 18 pacientes con TLP y 18 controles sanos y hallé un incremento de la
activacion en los pacientes respecto a los controles en el cingulado anterior y posterior, en

regiones temporales, en el giro fusiforme y en el giro postcentral.

El estudio del TLP mediante tareas cognitivas también es relevante para poder evaluar si existe
un fallo de deactivacion durante la realizacion de la tarea en dicho trastorno. La red neuronal
por defecto (DMN, del inglés Default Mode Network) fue descrita en el afio 2001 como una red
que se encuentra con un elevado nivel de actividad en reposo y que se desactiva cuando existe
un requerimiento cognitivo (133,134). La DMN esta formada por tres nodos principales, dos de
ellos localizados en dos regiones corticales mediales (un nodo anterior en el cértex prefrontal
medial/cingulo anterior y un nodo posterior ubicado en el cértex cingulado posterior/precuneus)
asi como un tercer nodo situado bilateralmente en el cértex parietal (giro angular).
Adicionalmente incluye bilateralmente el hipocampo y parte del cértex temporal lateral (133—
135). Desde el descubrimiento de la DMN se ha reportado en la literatura un fallo de
deactivacion en varios trastornos psiquiatricos y neuropsiquiatricos. Estos incluyen la depresion
mayor (136-140), el trastorno bipolar (141,142), la esquizofrenia (143—-147), el trastorno

esquizoafectivo (148,149), el autismo (150,151), el deterioro cognitivo leve y la demencia (139).
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1.7.2.2. Estudios de fMRI basados en imagenes en reposo (resting state).

Las metodologias empleadas en los estudios de neuroimagen en reposo son diversas, siendo
una de sus limitaciones la realizacion frecuente de analisis centrados en regiones de interés

previamente seleccionadas (ROI’s).

El descubrimiento de la existencia de redes neuronales a partir de imagenes de fMRI, tales
como la ya mencionada DMN (133), ha permitido realizar analisis con un alcance mas amplio (a
nivel de red), salvando asi las limitaciones intrinsecas a los analisis basados en ROI's
preseleccionadas. Esta nueva aproximacién, que permite detectar alteraciones de conectividad
dentro de dichas redes o entre diferentes redes, ya ha sido aplicada para el estudio de

anormalidades en estado de reposo en individuos con TLP (152—154).

Ademas del analisis a nivel de redes neuronales, existen métodos alternativos de reciente
creacion que, a partir de imagenes fMRI en estado de reposo, permiten aportar informacion a

un nivel incluso mas general que el proporcionado por los analisis de redes.

Entre estos nuevos métodos se encuentran dos tipos de anadlisis que generan mapas
informativos sobre la actividad global del cerebro en estado de reposo. En primer lugar, existen
los mapas de Conectividad Cerebral Global (GBC, del inglés Global Brain Connectivity), en los
que se calcula para cada voxel del parénquima cerebral, el promedio de las correlaciones con
el resto de voxeles del cerebro. Dicho calculo se lleva a cabo para cada uno de los véxeles de
materia gris de tal forma que los véxeles de dichos mapas de GBC muestran la correlacién
media con el resto de véxeles de sustancia gris (155). Variantes de estos mapas de GBC
incluyen mapas con el niumero de correlaciones con cada uno de los voxeles definidos a partir
de una matriz binaria (156,157) o mapas de valores de la covariabilidad global (158,159). En
general, los mapas de GBC se caracterizan por ofrecer informacién del nivel de conectividad de

cada voxel con el resto del cerebro.

El segundo tipo de andlisis global usualmente utilizado en secuencias de reposo no cuantifica
conectividad, sino que calcula mapas de niveles de fluctuacion en fMRI. En concreto, este
analisis cuantifica la amplitud de las fluctuaciones oxigeno-dependientes en sangre,
usualmente localizadas en el rango de las bajas frecuencias (p.e. 0.01-0.1 Hz), siendo
conocido como analisis de la amplitud de las fluctuaciones de baja frecuencia (ALFF, del inglés
Amplitude of Low Frequency Fluctuations) (160). Estos valores de ALFF -que son indicadores
de la actividad cerebral espontanea- estan relacionados con estados fisiolégicos (161), con los
niveles de flujo sanguineo (162) o con potenciales electrofisiolégicos locales (163); ofreciendo
informacion del nivel de actividad en reposo en una zona determinada del cerebro. Cuanto mas
amplias sean las fluctuaciones en cada voxel, mas actividad esta existiendo en esa area en

estado de reposo.
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En el capitulo de resultados correspondiente al estudio 3, se proporciona una revision detallada
de los principales estudios publicados en pacientes con TLP hasta el afio 2014, fecha en que
fue publicado nuestro articulo de resting state. Hasta entonces, destacaba el trabajo de Krause-
Utz y colaboradores (164). En este estudio basado en ROI’s, se reporta un incremento de
actividad en reposo de la amigdala, que a su vez muestra una conectividad anémala con el
cortex prefrontal medial (incluyendo el cértex cingulado anterior), una de las regiones

principales del nodo anterior de la Default Mode Network (DMN).

Posteriormente, un meta-analisis de estudios de difusion en sujetos con TLP de 2016 (165) y
siete estudios de difusion con muestras entre 18 y 43 pacientes con TLP muestran una
conectividad andmala asi como niveles bajos de ALFF en diferentes regiones (incluida la DMN)
en pacientes respecto a controles sanos (166—172). En concreto, el estudio con la muestra mas
grande de Lei y colaboradores en 2018 (170) reporta alteraciones de la ALFF y de conectividad
en determinadas regiones de la DMN en el TLP respecto controles. Lei y colaboradores
apuntan a que determinadas alteraciones en el precuneus derecho y el giro temporal medio
izquierdo podrian ser una de las regiones disfuncionales en el TLP.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo principal.

El objetivo principal de la tesis es investigar los cambios cerebrales estructurales
(morfometria mediante VBM vy difusion) y funcionales (durante una tarea cognitiva y en
reposo), en una muestra amplia de pacientes con TLP fuera del periodo de crisis respecto

a una muestra de controles sanos apareados por sexo, Cl y edad.

2.2.Objetivos especificos.
2.2.1. Neuroimagen estructural (MRI):

Analisis de morfometria basada en voxel (VBM):

o Evaluar los cambios estructurales en pacientes con el diagndstico de TLP respecto
a controles sanos mediante anadlisis de cerebro entero (en inglés, Whole Brain
Analysis).

o Evaluar, en un segundo nivel de andlisis, los cambios en estructuras subcorticales
especificas descritos en la literatura previa (amigdala e hipocampo) en pacientes
con TLP respecto a controles sanos mediante analisis de ROI’s.

o Evaluar posibles correlaciones de los cambios con variables clinicas: antecedente

de clinica depresiva a lo largo de la vida y puntuaciones de la escala BSL-23.

Analisis basados en el proceso de difusion molecular (DTI):

o Evaluar los mapas generados a partir de las imagenes derivadas del Tensor de
Difusion (DTI) de:
a) Difusividad Media (MD): para estimar el grado de movimiento molecular.
b) Anisotropia Fraccional (FA): para estimar la direccionalidad del movimiento
molecular.
o Evaluar posibles correlaciones de los cambios con variables clinicas: puntuaciones
en escalas DIB-R y BSL-23.
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2.2.2. Neuroimagen funcional (fMRI):

fMRI vy paradigma cognitivo:

o Evaluar y comparar los mapas de actividad cerebral (activaciones y deactivaciones)
de los pacientes con TLP respecto a controles sanos durante la realizacion del
paradigma cognitivo n-back.

o Evaluar posibles correlaciones de los cambios con variables clinicas: antecedente

de clinica depresiva a lo largo de la vida.

fMRI basada en imagenes en reposo (resting state):

o Evaluar los mapas generados a partir de las imagenes tomadas en reposo de:
a) Conectividad Cerebral Global (GBC): para estimar la media de correlacién
de cada voxel con el resto de voxeles de la sustancia gris.
b) Amplitud de las Fluctuaciones de Baja Frecuencia (ALFF): para estimar las
anomalias intrinsecas existentes en reposo.
o Evaluar posibles correlaciones de los cambios con variables clinicas: puntuaciones
en escalas DIB-R y BSL-23.

2.3.Hipotesis.

a. En neuroimagen estructural con analisis VBM se espera replicar las alteraciones
anatémicas en las areas de regulacion emocional tanto corticales (cortex prefrontal)
como subcorticales (amigdala e hipocampo) tal y como se han reportado en la
bibliografia existente.

b. En neuroimagen estructural con andlisis basados en la difusién, se espera
encontrar alteraciones de conectividad en los mapas de MD y FA, especialmente en
regiones prefrontales.

c. En neuroimagen funcional durante la realizacion del paradigma n-back, se espera
encontrar alteraciones funcionales tanto de activaciones como deactivaciones. A nivel
de desactivaciones se espera encontrar un fallo en la deactivacion de la DMN en los
pacientes con TLP durante la realizacién de la tarea.

d. En neuroimagen funcional basada en imagenes en reposo (resting state), se
espera hallar alteraciones en las secuencias en reposo en determinadas regiones de la
DMN (especialmente en el coértex prefrontal medial) y en estructuras subcorticales

(amigdala e hipocampo).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Participantes.
El reclutamiento de pacientes se llevd a cabo por psiquiatras y psicélogos clinicos en dos
hospitales de Barcelona con unidades especializadas en el TLP: el Hospital de la Santa Creu y
Sant Pau y el Consorci Sanitari de I'’Anoia. El hecho de que practicamente todos los pacientes
fueran de sexo femenino se debe principalmente a que la prevalencia del trastorno es en torno
al 80% en sexo femenino (173). El reclutamiento tuvo lugar entre los meses de diciembre de
2010 a septiembre de 2011.

Para el grupo de los pacientes se requirié diagnéstico de Trastorno Limite de la Personalidad
mediante criterios DSM-IV en base a dos entrevistas semiestructuradas: 1) la version espafiola
de la “Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis Il Personality Disorders” (siglas en inglés
SCID-Il) (63), y 2) la version revisada al espainol de la “Diagnostic Interview for Borderlines”
(siglas en inglés DIB-R) (61). Los pacientes fueron evaluados también en el eje | mediante la
“Lifetime Version of the Structured Clinical Interview for DSM-IV’ (siglas en inglés SCID-I) (64)
para descartar diagnésticos y/o comorbilidades psiquiatricas en el eje | y recoger los

antecedentes de clinica depresiva.

Otros criterios de inclusion fueron:

o Edad entre los 18 y los 55 afios,
o Diestros,

o Coeficiente Intelectual (Cl) en el rango normal (>70).

Los criterios de exclusién fueron:
o Cl por debajo de 70,

o Historia de traumatismo cerebral o de enfermedades neuroldgicas,

o Abuso/dependencia de alcohol u otras sustancias durante los seis meses previos a

la participacion en el estudio.

Se evaluaron psicométricamente a 97 pacientes con diagnéstico de TLP de los cuales se
reclutaron para neuroimagen a 89 que se encontraban fuera del periodo de crisis. De estos,
varios fueron excluidos por movimiento durante la resonancia o por no realizar la tarea
correctamente. Este proceso de seleccion, por criterios técnicos, llevo a la inclusion final de

un namero variable de individuos para las diferentes modalidades de resonancia (ver la Tabla

1).
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Los pacientes fueron interrogados en relaciéon con los tratamientos farmacolégicos que
recibian. Por lo que respecta a la muestra de neuroimagen estructural, 39 de los 76 pacientes
(51,3%) se encontraban bajo tratamiento psicofarmacoldgico durante la ejecucion del estudio.
Se recogieron los datos de farmacos estabilizadores, antidepresivos y antipsicéticos. 21
pacientes tomaban antidepresivos (12 de ellos junto con un eutimizante, 9 de ellos sin
eutimizante). 4 pacientes tomaban antipsicéticos (2 de ellos junto con un eutimizante, 2 de
ellos sin eutimizante). 7 pacientes tomaban tratamientos antipsicéticos y antidepresivos (6 de
ellos junto con un eutimizante, 1 de ellos sin eutimizante). 7 pacientes tomaban eutimizantes
unicamente. En total, 11 pacientes tomaban antipsicoéticos, realizandose comparacién con los

que no los tomaban en el analisis estructural.

Por lo que respecta a la muestra de neuroimagen funcional, 50 de los 67 pacientes (74,6%)
se encontraban bajo tratamiento psicofarmacolégico durante la ejecucion del estudio. Se
recogieron los datos de farmacos estabilizadores, antidepresivos y antipsicoticos. 24
pacientes tomaban antidepresivos (13 de ellos junto con un eutimizante, 11 de ellos sin
eutimizante). 4 pacientes tomaban antipsicéticos (uno de ellos con un eutimizante, 3 de ellos
sin eutimizante). 16 pacientes tomaban tratamientos antipsicéticos y antidepresivos (4 de
ellos junto con un eutimizante, 12 de ellos sin eutimizante). 6 pacientes tomaban eutimizantes
unicamente. En total, 20 pacientes tomaban antipsicéticos, realizandose comparacién con los

que no los tomaban en el analisis funcional.

Los controles sanos fueron reclutados a partir de personal no médico que trabaja en el
Hospital Benito Menni CASM- Hermanas Hospitalarias del Sagrado Corazén de Jesus; asi
como sus conocidos, allegados y otros sujetos de la comunidad. Los criterios de exclusion
fueron los mismos que para el grupo de pacientes. Todos fueron interrogados
exhaustivamente por psiquiatras o psicologos clinicos acerca de su historia familiar de
trastorno mental y/o tratamiento con medicacion psicotropica, siendo excluidos aquellos que

reportaron informacion relevante al respecto.

Las muestras finales de sujetos sanos utilizadas en los analisis de las diferentes modalidades
(véase Tabla 1) fueron apareadas con cada grupo de pacientes por niumero, edad, coeficiente

intelectual y sexo.

Tabla 1. Tamanos de muestra finales (para pacientes con TLP y para controles) en las

diferentes modalidades de neuroimagen.

Pacientes Controles
Neuroimagen estructural VBM 76 mujeres 76 mujeres
Neuroimagen funcional - n-back 64 mujeres / 3 hombres 64 mujeres / 3 hombres
Neuroimagen funcional - resting 60 mujeres 60 mujeres
Neuroimagen de difusién- DTI 43 mujeres 43 mujeres
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El estudio se llevo a cabo conforme a la ultima version de la Declaracién de Helsinki y fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de las Hermanas Hospitalarias en
Barcelona. Todos los participantes firmaron el consentimiento informado para participar en el

estudio previo a su inicio. Ningun participante recibié ninguna compensacion econoémica.

3.2.Disefo y fases del estudio.

Diagrama 1. Fases del estudio.

Reclutamiento (Dia 1)

eEntrevista clinica exhaustiva y deteccion de posibles casos en
dispositivos especificos. Pacientes con TLP fuera de crisis.

Evaluacion clinica y neuropsicoldgica (Dia 4) (n=97) *
*DIB-R, SCID Il'y BSL-23

*SCID | depresion

eHamilton, Young, PANSS

*BADS

¢WAIS-IIl (vocabulario y matrices)

Secuencias MRI/fMRI (Dia 7) (n=89) *

*MRI estructural
*fMRI: n-back, IAPS, resting state
*MRI Difusién (DTI).

Imagenes validas *

eEstructural VBM: n= 76 mujeres
eFuncional n-back: n= 64 mujeres y 3 hombres
eFuncional resting: n= 60 mujeres
*DTl: n= 43 mujeres

Andlisis de datos, resultados y produccién cientifica.

* A lo largo de las diferentes fases del estudio el tamafio de la muestra fue decreciendo
gradualmente. En la fase inicial, de los 97 pacientes evaluados, 1 fue excluido por ser portador
de ortodoncia dental metalica y 7 pacientes no se presentaron a la cita en la maquina de
resonancia magnética tras la evaluacion clinica. Si bien se realizé la sesion de resonancia a un
total de 89 pacientes, se obtuvieron 76 imagenes validas para analisis estructural, 67 para
analisis n-back, 60 para analisis de resting state y 43 para analisis del tensor de difusién (DTI).
Las exclusiones se produjeron por mala calidad de las imagenes debida a un exceso de
movimiento, por mal rendimiento durante la tarea o por suspension de la sesion por ansiedad,

claustrofobia o cansancio durante la resonancia.
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3.3. Evaluacion clinica.

Los pacientes fueron evaluados por profesionales con experiencia en la evaluacién y

tratamiento del TLP. La evaluacion se realizé mediante las siguientes baterias:

3.3.1. Para el diagnéstico:

o

o

Structured Clinical Interview for DSM-1V Axis Il Personality Disorders (SCID-II) (63).
Version revisada al espafol de la Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R) (61).
La DIB-R es una entrevista semiestructurada que evalla los sintomas TLP durante
los dos ultimos afios. La puntuacién final total transcurre del 0 al 10, siendo el
punto de corte para definir un caso con TLP una puntuacion mayor o igual 6.

La version espanola de dicha escala presenta unas buenas propiedades
psicométricas por lo que respecta a la consistencia interna (Cronbach’s alpha:
0.89), a la fiabilidad entre entrevistadores (within class correlation: 0.94), a la
sensibilidad (0.81) y a la especificidad (0.94).

3.3.2. Para la severidad del trastorno:

o

La version espafiola de la escala Borderline Symptom List-23 (BSL-23) (174,175).
Se trata de un instrumento auto aplicado que evalua la severidad de los sintomas
en el TLP. Representa una version breve del BSL-95 e incluye 23 items de la
escala original de 95 items. Estos 23 items son aquellos que aportan una mayor
sensibilidad para detectar cambios y una elevada habilidad para discriminar el TLP
de otras patologias. En concreto, la version espafnola posee buenas propiedades
psicométricas por lo que respecta a la consistencia interna (Cronbach’s alpha:
0.936), a la fiabilidad temporal tras una semana (r=0.73), a la correlacién con las
puntuaciones de la DIB-R y ofrece una buena discriminaciéon entre los diferentes
niveles de severidad del TLP. Por razones técnicas, solo se pudo pasar la BSL-23

a 54 pacientes.

3.3.3. Para descartar comorbilidades en el eje I:

o

Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis | Personality Disorders (SCID-I) (64).
Se descartaron los casos con trastornos comorbidos como la esquizofrenia, el
trastorno esquizoafectivo o el trastorno bipolar. Aquellos pacientes que habian
presentado antecedentes de clinica depresiva mayor en el pasado no fueron

excluidos, pero se recogio su antecedente para correlacionarlo con los resultados.

3.3.4. Para la estimacion del coeficiente intelectual:

o

El coeficiente intelectual de ambos grupos, pacientes y controles sanos, fue
estimado prorrateando los subtests de Vocabulario y Matrices del WAIS-III
(Wechsler Adult Intelligence Scale) (176).
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3.4. Procedimiento de neuroimagen.
A todos los sujetos se les realizd una sesién de resonancia magnética (MRI) que incluia
adquisiciones de las diferentes modalidades mencionadas, utilizando un scanner de 1.5 Tesla
GE Signa (General Electric Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin) localizado en el Hospital

Sant Joan de Déu en Esplugues de Llobregat, Barcelona, Espana.

A continuacion, se especifican los detalles para la adquisicién de las imagenes para cada
modalidad: estructural (VBM vy difusién) y funcional (tarea n-back y resting-state). Tras ello, se

expone en detalle la tarea n-back empleada como paradigma en el estudio funcional.

3.4.1. Adquisicion de imagenes de modalidad estructural para VBM.
Se adquirieron datos de alta resolucién en una secuencia T1 MRI con los siguientes
parametros: tamafo de matriz 512x512; 180 cortes axiales contiguos; resolucién de voxel
0.47x0.47x1 mm3; tiempos de echo (TE), repeticion (TR) e inversion (T1), (TE/TR/TI) = 3.93 ms,

2000 ms y 710 ms respectivamente; angulo de rotacion 15 grados.

3.4.2. Adquisiciéon de imagenes de difusion molecular (DTI).
Las imagenes de difusion fueron registradas a lo largo de un gradiente de 25 direcciones
utilizando tres valores b diferentes (500, 750 y 1000 s mm=2) junto con tres imagenes no
ponderadas (b=0) (78 imagenes en total). Para cada imagen, se utilizaron los siguientes
parametros: campo de vision = 289 x 289 mm2; tamafo de matriz 128 x 128; niUmero de cortes
28; resolucion voxel 1,13 x 1,13 x 5 mm3; TE = 107 ms; TR = 8000 ms (161,177).

3.4.3. Adquisicion de imagenes para la modalidad funcional (n-back y resting

state).
Tanto para la adquisiciéon durante la realizacién de la tarea n-back como para la adquisicion en
estado de reposo se utilizé la misma secuencia fMRI. En concreto, se obtuvieron 266
volumenes en los que se midié el efecto BOLD (blood oxygenation level-dependent) mediante
una secuencia ecoplanar (echo-planar Imaging, EPI). En esta, cada volumen contenia 16
planos axiales que se obtuvieron con los siguientes parametros: TR=2000 ms, TE=40 ms,
angulo de rotacién = 70 grados, grosor de corte = 7 mm, espacio entre cortes = 0.7 mm,
resolucion en el plano = 3x3 mm. Los 10 primeros volumenes se descartaron para evitar

efectos de saturacion tipo T1.

3.4.4. La tarea de n-back.
En sujetos sanos, la ejecucion del paradigma n-back genera activaciones en el cértex prefrontal

dorsolateral (178) asi como deactivaciones en la Default Mode Network (143,179). Hasta la
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fecha, no existe ningun estudio que explore la memoria de trabajo en el TLP con el paradigma
cognitivo n-back.

La tarea n-back se caracteriza por la presentacion secuencial de imagenes con letras (180). En
la version utilizada en esta tesis, se contemplaban dos niveles de complejidad (71-back y 2-
back) presentados con un disefio de bloques (véase explicacion en la Figura 1). Cada uno de
los bloques consistia en 24 letras que eran mostradas cada 2 segundos (1 s on, 1 s off) y
contenia cinco repeticiones de letras (7-back o 2-back dependiendo del bloque) localizadas de
manera aleatoria. Los sujetos debian indicar las repeticiones de las letras presionando un
botdn. Se presentaban de manera intercalada cuatro bloques 7-back y cuatro bloques 2-back, y
entre ellos se les presentaba durante 16 segundos un estimulo neutro o basal (un asterisco
parpadeando con la misma frecuencia que las letras). Para poder identificar qué tipo de
complejidad de la tarea estaban desarrollando, las letras se presentaban en color verde para
los bloques 7-back y en rojo para los bloques 2-back. Todos los participantes recibieron una

sesion de entrenamiento en la tarea previamente a la sesién de resonancia.

Figura 1. Tarea n-back. Verde: n-back 1. Rojo: n-back 2

En el nivel 7-back (verde), el sujeto debia identificar (mediante la presién de un botén) cuando
una letra era idéntica a la anterior, en tanto que en el nivel 2-back (rojo) esta identificacion tenia
que realizarse cuando la letra era idéntica a la aparecida en la imagen previa a la imagen
anterior, es decir, dos imagenes atras. Los bloques se separaban entre si mediante un estimulo

neutro (asterisco).

~

3.4.5. Analisis de los niveles de acierto en la ejecuciéon de la tarea (behavioral

analysis).

La medicidon del grado de acierto en la ejecucién de la tarea n-back se realizé a través del
indice de sensibilidad o indice d’, que esta basado en la teoria de la deteccion de la sedal
(181). Valores elevados del indice d’ indican mejor capacidad de discriminar entre el objetivo de
la tarea y las distracciones (es decir, mayor niumero de letras acertadas y menor nimero de

omisiones o de falsos positivos). Valores negativos en el d’ en uno o0 ambos niveles de la tarea
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(7-back o 2-back), indicaban que el sujeto no estaba realizando correctamente la tarea (las

respuestas eran aleatorias). En estos casos, el sujeto era excluido del estudio.

3.5. Analisis estadisticos
3.5.1. Analisis de los datos clinicos.
Los datos sociodemograficos y clinicos fueron comparados entre los grupos de pacientes y
controles mediante los tests apropiados del paquete estadistico SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) para Windows: t-tests para variables continuas y x?-tests para variables

categoricas.

3.5.2. Analisis de los datos de neuroimagen.

3.5.2.1. Anélisis de los datos de neuroimagen estructural VBM.

Los datos de neuroimagen estructural se analizaron con FSL-VBM (182),
(http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/FSLVBM), un protocolo optimizado de analisis VBM (183)
llevado a cabo con herramientas de FSL (184). En primer lugar, se extrajo la parte
correspondiente al cerebro de las imagenes estructurales, posteriormente estas imagenes se
segmentaron para obtener los datos correspondientes a la materia gris y se realizé su
estandarizacion espacial a la imagen patron MNI152 (imagen promedio de 152 sujetos
generada en el Montreal Neurological Institute) utilizando un registro no lineal (185). Las
imagenes individuales resultantes de ello se promediaron para crear un template (p.e. imagen
patrén) especifico del estudio. Se garantizé la simetria de este template mediante la inclusién
de un giro en eje derecha-izquierda de las imagenes individuales. En segundo lugar, las
imagenes originales de sustancia gris fueron registradas de forma no lineal a dicho template
especifico para el estudio y moduladas para corregir la expansion o contraccion locales debido
al componente no lineal de la transformacion espacial. Una vez moduladas, las imagenes de
sustancias gris se filtraron con un filtro gausiano isotrépico de desviacion estandar 4mm.

La comparacién de grupo entre pacientes y controles se hizo a través del ajuste de modelos
lineales generales. La significacion estadistica de las diferencias se evalué mediante pruebas
no paramétricas basadas en permutaciones (funcion randomise de FSL), corrigiendo por
multiples comparaciones a lo largo del espacio mediante el método threshold-free cluster
enhancement (siglas en inglés TFCE) (185) y considerando un p-valor corregido de 0.05 como

umbral para la significacion estadistica.

Las ROI's correspondientes a los clusteres cerebrales donde se encontraron diferencias
significativas entre pacientes y controles, fueron extraidas y utilizadas para examinar la posible
correlacién entre niveles de materia gris y los valores de dos variables clinicas: la severidad de

la sintomatologia TLP (puntuaciones BSL-23) y el antecedente de trastorno depresivo mayor.

Por otro lado, se utilizaron ROI’s predefinidas para comparar especificamente los volumenes

del hipocampo y de la amigdala entre pacientes y controles. Concretamente, se usaron las
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ROI's de ambas estructuras incluidas en el atlas estandar Harvard-Oxford Subcortical Atlas del
FSL. Los volumenes promedios para cada sujeto en estas regiones de interés fueron extraidos
de los mapas individuales de sustancia gris usando FIRST (186), una herramienta de FSL para
la segmentacion/registro (184) que mide el volumen del talamo, nucleo caudado, putamen,
pallidum, nucleo accumbens, hipocampo y amigdala. Se calcularon los volumenes para
hipocampo y amigdala izquierdos y derechos por separado y se realizaron comparaciones
entre grupos mediante test de la t de dos colas. Los resultados se presentan sin corregir, asi
como corregidos por mdltiples comparaciones. Dado que se esperaba que los valores de
volumen fueran dependientes los unos de los otros, se aplicé la versidon de la correccion tipo
False Discovery Rate (siglas en inglés FDR) de Benjamini y Yekutieli para datos no

independientes (187) en vez de la clasica correccion de Bonferroni.

Adicionalmente, se realizaron analisis equivalentes evaluando posibles diferencias en los
volumenes normalizados (p.e. volumenes absolutos divididos por el volumen cerebral total) que
fueron calculados con la herramienta SIENAX de FSL (177,184). Los volumenes normalizados
proporcionan una medida mas sensible de los cambios locales que los volumenes absolutos ya
que eliminan la variabilidad debida a los diferentes tamafios de los cerebros (188). Sin
embargo, para considerarse validos, no deben existir diferencias en el volumen cerebral total

entre ambos grupos (pacientes y controles).

Para completar el estudio y para que los resultados de este fueran comparables con el resto de
bibliografia, se llevd a cabo un andlisis VBM considerando solamente los vixeles incluidos
dentro de las estructuras del hipocampo y de la amigdala. El abordaje fue idéntico al analisis
VBM de cerebro entero, pero utilizando una mascara binaria que comprendiera amigdala e
hipocampo de forma bilateral. Se utiliz6 una vez mas el método TFCE con una p < 0.05

corregida como umbral.

3.5.2.2. Andlisis de los datos de neuroimagen estructural basados en el

proceso de difusion molecular (DTI).

El analisis de los datos de difusion fue precedido por un conjunto de pasos de
preprocesamiento (basicamente correccion de movimiento y de corrientes eddy) a los que se
les siguio la aplicacion de la funcién dtifit de la FMRIB Software Library (184) para obtener las
imagenes de difusion media (MD) y las imagenes de anisotropia fraccional (FA) para cada
sujeto (Figuras 2A y 2B). Si bien los analisis de MD incluyeron todo el parénquima cerebral
(sustancias blanca y gris), los analisis de las alteraciones en la FA se restringieron a los tractos
de sustancia blanca. Este ultimo andlisis de la FA se realiz6 mediante un procedimiento
estadistico basado en tractos espaciales llamado TBSS (del inglés Tract Based Spatial
Statistics) que se encuentra incluido en el software FSL (189). Las comparaciones entre

pacientes y controles para los mapas de MD y FA se llevaron a cabo mediante la misma

52



Neuroimagen del Trastorno Limite de la Personalidad

funcion randomise de FSL utilizada con los datos de VBM que realiza tests no paramétricos

basados en permutaciones.

Anélogamente, se utilizé el método TFCE (185) para corregir por comparaciones multiples a
nivel espacial (con un umbral de p corregida de 0.05). Finalmente, se extrajeron los valores
medios de MD y FA de los clusteres que habian salido significativos a nivel de voxel, y en la
muestra de pacientes se evaluaron posibles correlaciones con las siguientes variables clinicas:
la severidad de la sintomatologia limite (puntuaciones BSL-23) y las esferas de regulaciéon
emocional e impulsividad extraidas de la DIB-R.

3.5.2.3. Anélisis de datos de neuroimagen funcional durante la tarea n-back.

El analisis de las imagenes fMRI de n-back se realiz6 con el mdédulo FEAT, incluido en el
software FSL (126). En un primer nivel de analisis, se corrigieron las imagenes por movimiento
y se corregistraron a un patron estereotactico comun, el template MNI152. Con el fin de
minimizar los efectos indeseados por movimiento, los individuos con un movimiento absoluto
estimado maximo de > 3,0 mm o un movimiento absoluto medio > 0,3mm fueron excluidos del
estudio y sus datos no se reportan. Se utilizaron modelos lineales generales (General Linear
Models [GLMs]) para generar los mapas de activacion individual de tres contrastes: basal
versus 1-back, basal versus 2-back, y 2-back versus 1-back.

La comparacion de grupo para evaluar las diferencias en dichos mapas entre pacientes con
TLP y controles se realiz6 mediante el médulo FEAT, ajustando modelos lineales con efectos
mixtos (GLM mixed-effects) (181) aplicando un umbral corregido de p < 0.05. Se evaluaron

posibles correlaciones con la variable clinica del antecedente de trastorno depresivo mayor.

3.5.2.4. Analisis de datos de neuroimagen funcional basados en imagenes en
reposo (resting state).

Respecto a las imagenes de resting state, se llevé a cabo un pre-processado inicial que incluia
pasos analogos a los realizados en las imagenes del n-back junto con correcciones adicionales
del ruido fisiolégico basadas en analisis de componentes independientes (ICAs) y ROI's
localizadas en ventriculos y materia blanca. Posteriormente, las imagenes preprocesadas se
utilizaron para el calculo de los mapas de conectividad cerebral global (GBC) asi como de las
imagenes de amplitud de las fluctuaciones de baja frecuencia (ALFF). Para los calculos de la
GBC se siguié un protocolo analogo al de Cole y colaboradores. (155). Concretamente, se
calculd el grado de correlacion de cada véxel de sustancia gris con el resto de véxeles de
sustancia gris, asignando a cada voxel el valor medio de las correlaciones con dicho voxel.
Este valor es un indicador aproximado del grado de conectividad funcional de un determinado
voxel con el resto del cerebro (véase la Figura 2C). Para las imagenes de ALFF, que indican el
grado de actividad cerebral espontanea en cada véxel, se obtuvieron periodogramas utilizando

la funcion spec.pgram implementada en el paquete estadistico R (190). Los valores de los
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mapas ALFF corresponden a los promedios de dichos periodogramas en el rango 0.01-0.1Hz
(ver Figura 2D).

Para las comparaciones entre pacientes y controles en relacion a la GBC y el ALFF se ultilizd,
una vez mas el mismo protocolo no paramétrico basado en permutaciones (funcién randomise
de FSL). Sin embargo, a diferencia de los otros analisis, para reducir los niveles de variabilidad
intrinseca y los efectos residuales producidos por el movimiento en las imagenes de GBC y de
ALFF, se consideraron como covariables (nuisance variables) dentro de los modelos lineales al
movimiento medio y al valor promedio de cada mapa. Se corrigié por multiples comparaciones
con un umbral de p 0.05 usando el método TFCE. Los valores de p mostrados son siempre
corregidos, excepto un pequefo cluster de incremento de conectividad en la amigdala
izquierda. Adicionalmente, en analogia con los analisis de difusion, se sacaron los valores
medios de GBC y ALFF de los clusteres significativos a nivel de voxel y se estudiaron posibles
correlaciones con las variables clinicas de severidad (BSL-23) y esferas de regulacion

emocional e impulsividad de la escala DIB-R en la muestra de pacientes.

3.5.2.5. Andlisis de la convergencia anatémica de anormalidades en difusion y

en resting state.

Finalmente, se evalud la confluencia anatémica de las alteraciones halladas en MD, FA, GBC y
ALFF, superponiendo las imagenes que contenian los clusters significativos para cada una de
estas variables. Si bien se utilizaron intersecciones légicas para detectar la superposicion
anatomica entre modalidades (tight convergence), las imagenes de las uniones logicas
incluyendo grupos no superpuestos se inspeccionaron visualmente para describir, de manera
informal, aquellas regiones anatdmicas del cerebro que contenian anomalias de diferentes

modalidades.

Figura 2. Explicacion de las variables extraidas de las secuencias de difusién y resting

state.
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Fig. 2 Cont. Los valores de (A) difusividad media (MD) y (B) anisotropia fraccional (FA) se extraen
de las imagenes de difusién. Los valores de (C) conectividad cerebral global (GBC) y (D) amplitud
de las fluctuaciones de baja frecuencia (ALFF) se calculan a partir de las imagenes funcionales de
resting-state. (A) La difusividad media mide el promedio de la difusion del agua en los tres ejes
ortogonales de maxima difusién posible en cada véxel del parénquima cerebral. (B) La anisotropia
fraccional cuantifica el grado de direccionalidad de la difusion (excentricidad del elipsode de
difusion) en la sustancia blanca. (C) La conectividad cerebral global en cada voxel corresponde a
la media de los valores absolutes de correlacion de cada voxel con el resto de voxeles de
sustancia gris del cerebro, utilizando un resoluciéon baja (tamafio de voxel 4 x 4 x 4 mm). Este
valor es un indicador del promedio de conectividad funcional de cada voxel con el resto del
cerebro. (D) La amplitud de las fluctuaciones de baja frecuencia de cada voxel de sustancia gris se
obtiene promediando los estimadores del espectro en el intervalo 0.01-.01 Hz, y es usado como
un indicador de la actividad espontanea en cada voéxel.

ALFF, amplitude of low-frequency fluctuations;, FA, fractional anisotropy;, GBC, global brain
connectivity; L, length quantified by the number of Fourier coefficients in the interval;, MD, mean
diffusivity.
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4. RESULTADOS

NOTA:

Debido al orden de produccién cientifica y el sentido de la combinacidn de las diferentes modalidades de andlisis, los resultados
para cada modalidad de analisis en neuroimagen estructural (MRI) y funcional (fMRI) se hallan en los estudios referenciados a
continuacion:

Neuroimagen estructural (MRI):
- Analisis Voxel-Based Morphometry (VBM). ESTUDIO 1.
- Analisis basados en el proceso de difusién molecular (DTI). ESTUDIO 3.

Neuroimagen funcional (fMRI):

- fMRI y paradigma cognitivo. ESTUDIO 2.
- fMRI basada en imagenes en reposo (resting state). ESTUDIO 3.
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4. RESULTADOS

41. Estudio1

Abnormalities in gray matter volume in patients with borderline personality disorder and

their relation to lifetime depression: a VBM study.

PLOS ONE

IMPACT FACTOR 2018: 2,776 QUARTIL 2018: Q2.

NOTA:

Acceso Pubmed Open Access. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191946
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Abstract

Background

Structural imaging studies of borderline personality disorder (BPD) have found regions of
reduced cortical volume, but these have varied considerably across studies. Reduced hip-
pocampus and amygdala volume have also been a regular finding in studies using conven-
tional volumetric measurement. How far comorbid major depression, which is common in
BPD and can also affect in brain structure, influences the findings is not clear.

Methods

Seventy-six women with BPD and 76 matched controls were examined using whole-brain
voxel-based morphometry (VBM). The hippocampus and amygdala were also measured,
using both conventional volume measurement and VBM within a mask restricted to these
two subcortical structures. Lifetime history of major depression was assessed using struc-
tured psychiatric interview.

Results

At a threshold of p = 0.05 corrected, the BPD patients showed clusters of volume reduction
in the dorsolateral prefrontal cortex bilaterally and in the pregenual/subgenual medial frontal
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cortex. There was no evidence of volume reductions in the hippocampus or amygdala,
either on conventional volumetry or using VBM masked to these regions. Instead there was
evidence of right-sided enlargement of these structures. No significant structural differences
were found between patients with and without lifetime major depression.

Conclusions

According to this study, BPD is characterized by a restricted pattern of cortical volume
reduction involving the dorsolateral frontal cortex and the medial frontal cortex, both areas
of potential relevance for the clinical features of the disorder. Previous findings concerning
reduced hippocampus and amygdala volume in the disorder are not supported. Brain struc-
tural findings in BPD do not appear to be explainable on the basis of history of associated
lifetime major depression.

Introduction

Borderline personality disorder (BPD) is characterized by identity disturbance, unstable and
intense interpersonal relationships, impulsive and self-damaging behavior, anger dyscontrol,
affective instability, problems tolerating being alone, and chronic feelings of emptiness [1,2].
Transient and stress-related psychosis-like manifestations are also a recognized feature of the
disorder [3] and a proportion of patients have more enduring psychotic symptoms, especially
hallucinations [4,5]. A clinical association with major affective disorder is increasingly recog-
nized [6-8], with up to 80% of patients meeting criteria for major depressive disorder at some
point in their lives [9]; and approximately 20% meeting criteria for bipolar I or II disorder
[10]. A link with post-traumatic stress disorder has been proposed but is currently not
unequivocally established [11].

Biological factors in BPD are a focus of considerable current interest, with genetic, neuroen-
docrine and brain imaging studies all reporting positive findings [2,12,13]. Structural imaging
studies in particular have implicated the amygdala and hippocampus, with reduced volume of
these structures being found in two meta-analyses [14,15]. Cortical volume reductions have
also been found in studies examining selected regions of interest (ROIs), including in the ante-
rior cingulate cortex, the orbitofrontal cortex and the right parietal cortex [16-19].

Around 10 studies to date have also examined brain structure in BPD using voxel-based
morphometry (VBM) [20]. This technique has advantages over conventional brain volume
measurement in that it examines across the whole brain and so can detect changes that may be
small and/or do not correspond to accepted anatomical subdivisions. The majority of these
studies have been small (range 7-34 patients and corresponding numbers of controls),
although two recent studies compared 68 patients and 52 controls [21] and 60 patients and 60
controls [22], respectively. A meta-analysis of these studies [23] found support for volume
reductions in the pars opercularis and triangularis of the right inferior frontal gyrus, and in
parts of the temporal lobe cortex bilaterally, and less robustly in the precentral gyrus and the
right superior frontal gyrus. Volume increases were found in the right cerebellum, the right
supplementary motor area, the left rolandic operculum and the right middle frontal gyrus.
This meta-analysis also found pooled evidence for volume reductions in the right hippocam-
pus, and less robustly in the left hippocampus using VBM.
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Both major depression [24,25] and bipolar disorder [26-28], are known to be associated
with cortical volume reductions. Reduced volume of the hippocampus is also a feature of
major depression [24], and has recently been found in bipolar disorder as well in a large study
[29].

Nevertheless, whether this is a factor relevant to the brain structural findings in BPD has
been examined in relatively few studies, either using conventional volumetric measurement
[16,17,30,31] or VBM [32,33]. Nor was history of affective disorder examined as a moderating
factor in the above meta-analysis of voxel-based studies [23].

In the present study we aimed to evaluate brain structural abnormalities using VBM and
whole-brain analysis in a relatively large sample of patients with BPD and well-matched
healthy controls. We examined hippocampal and amygdala volume using both voxel-based
and conventional measurement techniques. Additionally, we considered the question of to
what extent any brain structural differences from controls found might be related to history of
major depressive disorder in the patients.

Material and methods
Subjects

Seventy-six female out-patients with BPD were recruited from two hospitals in Barcelona with
specialized units for the disorder: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau and the Consorci Sani-
tari de I'’Anoia. Participants were recruited from December 2010 to September 2011. Although
a small number of men were also seen over this period, it was decided not included them in
order to avoid the potential noise due to normal gender differences in brain structure [34].

Inclusion criteria were: 1) diagnosis of BPD made according DSM-IV criteria; this was
made on the basis of the Spanish version of the Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis
II Personality Disorders (SCID II) [35]; patients were also required to score above the cutoff
(score > 6) on the Spanish Revised Diagnostic Interview for Borderlines [36] (DIB-R). 2) age
between 18 and 55 years, 3) right-handed; and 4) having an IQ in the normal range (based on
available clinical information plus an IQ-estimate based on two subsets of the WAIS-III:
Vocabulary and Matrix Reasoning).

Exclusion criteria included: IQ under 70, a history of brain trauma (as indexed by skull frac-
ture, loss of consciousness for more than 24 hours or presence of post-traumatic amnesia) or
neurological disease, or having shown alcohol/substance abuse or dependence within the six
months prior to participation. Patients were assessed for presence of other mental disorders,
specifically schizophrenia, schizoaffective disorder, bipolar disorder and major depressive dis-
order,using the lifetime version of the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID-I)
[37]. Any who had a history of schizophrenia, schizoaffective disorder or bipolar disorder were
excluded. Those with a history of major depressive disorder were not excluded, but presence
of such episodes was recorded (see below). Patients with current major depression were
excluded.

Forty-one of the patients were on psychotropic medication. Twenty-one were taking anti-
depressants (12 with adjunctive mood stabilizer, 9 without mood stabilizer). Four patients
were taking antipsychotics (2 with adjunctive mood stabilizer, 2 without mood stabilizer).
Seven patients were treated with both, antidepressants and antipsychotics (6 with adjunctive
mood stabilizer, 1 without mood stabilizer). Seven patients were on mood stabilizers alone.

The control sample consisted of 76 right-handed healthy women selected to be age and IQ-
matched to the patients. They were recruited from non-medical staff working in a hospital
(Benito Menni CASM), their relatives and acquaintances, and also from sources in the com-
munity who were recruited by advertisement, and word of mouth. They met the same
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exclusion criteria as the BPD group. They were interviewed by a clinical psychologist or psy-
chiatrist and were excluded if they reported a history of any psychiatric disorder or were taking
any type of psychotropic medication other than non-regular use of benzodiazepines or other
similar drugs for insomnia. They were also questioned about family history of mental illness
and excluded if a first-degree relative had experienced symptoms consistent with major psy-
chiatric disorder.

The study was carried out in accordance with the latest version of the Declaration of Hel-
sinki and was approved by the relevant research ethics committee (Comité Etico de Investiga-
cion Clinica de las Hermanas Hospitalarias, Barcelona). Written informed consent was
obtained for all subjects. The participants did not receive any economic compensation.

Clinical assessment

All patients were assessed by clinical psychologists who were experienced in the evaluation
and treatment of BPD. Symptom measures included: 1) The Structured Clinical Interview for
DSM-IV Axis IT Personality Disorders (SCID-II) [35,38]. 2) The Spanish version of the Revised
Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R) [36]. This is a semi-structured interview, which
assesses features of BPD over the last two years. The Spanish version has shown good psycho-
metric properties regarding internal consistency (Cronbach’s alpha: 0.89), inter-rater reliabil-
ity (within-class correlation: 0.94), sensitivity (0.81), and specificity (0.94). 3) The Spanish
version of Borderline Symptom List— 23 (BSL-23) [39,40]. This is a self-rating instrument used
to assess the type and severity of symptoms seen in BPD. It represents a shortened form of
BSL-95, and includes 23 items from the original 95 that have high sensitivity to change and
high ability to discriminate BPD from other pathologies. We used a validated Spanish version
with good psychometric properties in terms of total internal consistency (Cronbach’s alpha:
0.936), one-week temporal reliability (r = 0.73), correlation with DIB-R scores and discrimina-
tion among different levels of BPD severity. For technical reasons it was only possible to carry
out the BSL-23 on 54 patients.

Presence or absence of comorbid major depressive disorder was established from the life-
time SCID-I [37].

Image acquisition and pre-processing

All subjects underwent a single MRI scanning session using a 1.5 Tesla GE Signa scanner
(General Electric Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin) located at the Sant Joan de Déu
Hospital in Barcelona (Spain). High resolution structural T1 MRI data were acquired with the
following acquisition parameters: matrix size 512x512; 180 contiguous axial slices; voxel reso-
lution 0.47x0.47x1 mm3; echo (TE), repetition (TR) and inversion (TI) times, (TE/TR/TI) =
3.93 ms/2000 ms/710 ms respectively; flip angle 15 degrees.

Whole-brain analysis

Structural data was analyzed with FSL-VBM [41], http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/
FSLVBM), an optimized VBM protocol [42] carried out with FSL tools [43]. This method
takes TIV into account. First, structural images were brain-extracted and gray matter-seg-
mented before being registered to the MNI 152 standard space using non-linear registration
[44]. The resulting images were averaged and flipped along the x-axis to create a left-right sym-
metric, study-specific gray matter template. Secondly, native gray matter images were non-lin-
early registered to this study-specific template and ‘modulated’ to correct for local expansion
(or contraction) due to the non-linear component of the spatial transformation. The modu-
lated gray matter images were then smoothed with an isotropic Gaussian kernel with a sigma
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of 4 mm. Finally, voxelwise GLM was applied using permutation-based non-parametric test-
ing, correcting across space using the ‘threshold-free cluster enhancement’ (TCFE) method
[45].

Group comparison of gray matter VBM images was carried out by fitting general linear
models. Statistical significance was assessed through permutation-based non-parametric tests
(the randomize function in FSL) [46]. Correction for multiple comparisons was performed
using a TCFE FWE-corrected p-value of 0.05.

ROIs based on clusters where there were significant differences between the patients and
the controls in the whole brain analysis were extracted and used to examine associations with
clinical features (severity of borderline symptomatology and history of major depressive
disorder).

Analysis of hippocampal and amygdala volume

To compare hippocampal and amygdala volumes between groups we defined ROIs for these
two structures using the Harvard-Oxford Subcortical atlas provided in the FSL package. Mean
volumes for each subject in these ROIs were extracted from the individual GM-maps using
FIRST [47], a model-based segmentation/registration tool part of FSL [43] that measures the
volume of thalamus, caudate nucleus, putamen, pallidum, nucleus accumbens, hippocampus
and amygdala. Volumes were calculated for the left and right hippocampal and amygdala sepa-
rately and compared between groups using two-tailed t-test to test for differences. Results are
presented uncorrected and also corrected for multiple comparisons; given that the volumes
would be expected to be independent of each other, Benjamini and Yekutieli’s False Discivery
Rate (FDR) for non-independent variables [48] is more appropriate than Bonferroni correc-
tion here.

As well as absolute volumes, normalized volumes (i.e. absolute volume divided by overall
brain volume) were calculated. Normalized volumes provide a more sensitive measure of
regional brain volume differences (for a review see [49]). Overall brain volume was calculated
using SIENAX, part of FSL (www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/) [50]. It should be noted that for normal-
ized analysis, to be valid, there should be no difference in mean overall brain volume between
the patient and control groups.

For completeness, and to make our examination comparable with previous studies, we also
carried out a VBM analysis within the hippocampus and amygdala structure. The VBM
approach was identical to the whole-brain FSL-VBM analysis but using a binary mask encom-
passing the amygdala and hippocampus bilaterally. Results were thresholded at t>2.3 and
TCFE corrected at p< 0.05.

Results
Demographic and clinical data

Demographic data on the patients and controls are shown in Table 1. The two groups were
well-matched for age and IQ.

Thirty-nine of the patients had a lifetime history of major depressive disorder and 37 did
not. There were no differences between these two patient groups in age (33.02+6.99 vs 31.10
+6.93,t=1.19, p = 0.23, d.f. = 74), IQ (98.35+ 4.20 vs 97.51£15.19, t = 0.25, p = 0.80, d.f. = 74),
or in DIB-R (7.79£1.10 vs 7.75%1.25, t = 0.42, p = 0.67, d.f. = 74) and BSL-23 scores (55.40
+23.80 vs 34.91+26.01, t = 1.64, p = 0.10, d.f. = 74).

Twenty-four of the BPD patients (31.15%) had no comorbid personality disorder (SCID II
data were missing for 6 patients). Twenty-three (30.26%) had one comorbid personality disor-
der, most frequently showing passive-aggressive, dependent-depressive or paranoid features.
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Table 1. Demographic and clinic characteristics of patients and controls. All comparisons are two-tailed. Data for IQ were missing from 6 patients and 6 healthy con-
trols (replaced by the group mean). BSL-23 scores were only available for 54 patients.

Patients (n = 76) Controls (n = 76) t-value P value
(d.f.)
Age (years) 32.09+6.98 33.55+12.264 0.902 0.37
(150)
1Q 97.34 +£13.90 98.86 = 10.07 0.768 0.44
(144)
DIB-R total 7.82+1.18 -
BSL-23 total 55.48 + 25.29 -
Lifetime major depressive disorder present/absent 39/37

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191946.t001

Fourteen (18.42%) had two comorbid personality disorders. Eight (10.52%) had three comor-
bid personality disorders. Two patients (2,60%) of 76 patients had four comorbid personality
disorders. Further details are shown in the Supplementary Material, S5 Table.

Whole-brain VBM analysis

The findings are shown in Fig 1 (note: T-test maps are available in neurovault route: https://
neurovault.org/images/58125/). Compared to the healthy subjects, the patients with BPD
showed three clusters of gray matter reduction, all in the frontal cortex. A cluster of 1014 vox-
els was seen in the medial frontal cortex, located mostly subgenually, extending from the gyrus
rectus to the anterior cingulate gyrus and including part of the orbitofrontal cortex (peak at
[MNI: 2, 40, -14], BA 11, t =4, p = 0.01). There were also two roughly symmetrical clusters in
the lateral frontal cortex, (left: 341 voxels peak at [MNI: -38, 46, 4], BA 47, t = 3.12, p = 0.02;
right: 66 voxels, peak at [MNI: 30, 50, 2], BA 47, t = 3.61, p = 0.04).

Relationship of changes found in the whole brain analysis to clinical
features

A Shapiro-Wilk normality test was used to verify the normality of distribution of the BSL
scores (W = 0.96, p = 0.77) and gray matter volumes in the combined lateral ROI (W = 0.98,

p = 0.53) and the medial ROI (W = 0.99, p = 0.87). There was a significant negative correlation
between the BSL-23 score and mean volume in the combined lateral frontal ROI (r = -0.32;

p = 0.02). This remained significant after controlling for age (r = -0.41, p = 0.002) but became
insignificant after controlling for IQ (r = -0.16, p = 0.25). The correlation between BSL-23
score and the medial frontal ROI was not significant. There were no significant correlations
between DIB-R total score and mean volumes in either the medial frontal ROI (r = 0.14;

Fig 1. Whole-brain VBM comparison of the BPD patients and controls. Cluster of volume reduction in BPD
located in medial frontal cortex and in lateral frontal cortex. The right side of the image is the right side of the brain.
Slice labels from left to right z (MNI) = 23 -17 -13 -8 2 4.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191946.9001
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Fig 2. Scatter plots of correlations between: a) mean volume in the combined lateral frontal region and BSL-23

scores, b) mean volume in the medial ROI and BSL-23 scores.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191946.9002

p = 0.23) or the combined left and right lateral frontal ROISs (r = -0.06; p = 0.63). Scatter plots

are shown in Fig 2.

There were no differences in GM volume between patients with and without history of
MDD in either of the two ROIs (medial ROI: MDD mean = 0.48+0.06; no MDD
mean = 0.48 £ 0.05; t = -0.03; p = 0.97. combined lateral ROI: MDD mean = 0.42+0.05; no
MDD mean = 0.43£0.06; t = 0.70; p = 0.48).

Scatterplots of the mean volumes of the same two ROIs in the 11 patients who were taking

antipsychotic medication and the 65 who were not are shown in Supplementary Material, S1

Fig. It can be seen that there is no obvious tendency for the treated patients to have larger or

smaller volumes. Given the small number of treated patients statistical analysis was not consid-

ered feasible. Individual values are shown in Supplementary Material, S6 Table.

Hippocampal and amygdala volumes

Absolute volumes for these structures are shown in Table 2. The right amygdala was signifi-

cantly larger in the patients, but this difference became nonsignificant after FDR correction.

All other differences in absolute volumes were nonsignificant.

There was no difference in intracranial volume between the two groups (patients 1055784

+76261.7 mm? vs controls 1069951+74217.98 mm>, t = 1.16; p = 0.25). Comparison of normal-
ized hippocampal and amygdala volumes again revealed enlargement in the right amygdala in
the patients, which became nonsignificant after FDR correction (see Supplementary Material,
S7 Table).

Table 2. Absolute volumes of hippocampus and amygdala (mm?) in the patients and controls. All p-values are two-tailed. All d.f. = 150.

Structure

Left amygdala
Right amygdala
Left hippocampus
Right hippocampus

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191946.t002

BPD (n = 76)

1044.70+165.21
967.17+189.49
3425.40+346.53
3486.91+403.06

Controls (n = 76) t P p-FDR corrected
1043.865+155.91 -0.03 0.97 0.97
907.169+181.73 -1.99 0.048 0.19
3510.55+364.28 1.48 0.14 0.28
3536.23+£356.68 0.80 0.43 0.57
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There were no differences in absolute hippocampus volume between the patients with and
without a history of major depression (left: 3451.63+356.74 mm® vs 3397.74+ 338.10 mm’; t =
-0.67, p = 0.50; right: 3509.50+387.47 mm® vs 3463.10+ 422.90 mm3; t = -0.50, p = 0.62), or for
absolute amygdala volume (left: 1015.79+169.63 mm? vs 1075.16+ 156.93 mm3; t = 1.58,

p = 0.12; right: 970.86+188.24 mm? vs 963.28 + 193.32 mm’; t = 0.173, p =0.86).(All d.f. = 74)
Results were similar using normalized volumes (see Supplementary Material, S8 Table).

VBM analysis masked to the hippocampal and amygdala ROIs revealed that, compared to
controls, patients showed clusters of increased gray matter volume in the right hippocampus
(120 voxels; peak at [MNI: 32, -22, -12], t = 4.43, p = 0.02) and in the right amygdala (53 voxels;
peak at [MNI: 22, -4, -24], t = 3.37, p = 0.03) (see Fig 3; note: T-test maps are available in neu-
rovault route: https://neurovault.org/images/58126/).

Scatterplots of the mean volumes hippocampal and amygdala ROIs in the 11 patients who
were taking antipsychotic medication and the 65 who were not are shown in Supplementary
Material, S1 Fig. Once again there is no obvious tendency for the treated patients to have larger
or smaller volumes. Given the small number of treated patients statistical analysis was not con-
sidered feasible. Individual values are shown in Supplementary Material, S6 Table.

Discussion

The present study, which applied whole-brain VBM with correction to a largest sample of
patients and controls, found volume decreases in the dorsolateral prefrontal cortex bilaterally
and the ventromedial frontal cortex, particularly the subgenual portion of this. Examination of
the hippocampus and amygdala using both conventional volume measurement and VBM
failed to confirm previous findings of volume reductions and, if anything, pointed to enlarge-
ment. Relationships between volume abnormalities and history of major depression were not
seen.

Our finding of volumetric abnormality in the dorsolateral prefrontal cortex could be con-
sidered to be consistent with the view that some of the clinical features of BPD, such as impul-
siveness and emotional instability reflect frontal lobe dysfunction. Neuropsychological and
functional neuroimaging studies of BPD have also been interpreted as supporting a basis for
the disorder in altered fronto-limbic function [2,51,52]. However, the neuropsychological
findings in BPD have been quite variable, and a meta-analysis did not find any clear evidence
for impairment on executive tasks [53]. Functional imaging studies using behavioral inhibition
tasks such as the Stroop test and the Go-No Go paradigm have mostly not found reduced pre-
frontal activations in BPD patients, although this has been demonstrated when an emotional
component has been incorporated into the tasks [54]. Our own finding that there was a signifi-
cant negative correlation between volume in this region and the BSL-23 score, is also open to
other interpretations, since it became insignificant when IQ was controlled for, in keeping
with studies that have found the volume of this regions to be associated with intelligence [55].

Our study did not find expected volume reductions in the amygdala or hippocampal vol-
ume in BPD. The absence of such a finding in the VBM comparison is not unexpected since,
for a number of methodological reasons, whole-brain VBM is less sensitive to volume alter-
ations in small subcortical structures than large cortical areas (eg see [56,57]). However, vol-
ume reductions in these structures were also not seen when ROI analysis were employed,
which instead found evidence for an increase in the right amygdala volume in the BPD
patients (although only significantly without correction for multiple comparisons). This find-
ing goes against two meta-analyses of ROI studies [14,15]. The reason or reasons for this dis-
crepancy are obscure, although the fact that our study was considerably larger than the studies
contributing to the two ROI-based meta-analysis might be important. VBM analysis masked
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Fig 3. Clusters of increased volume on VBM within the bilateral hippocampus/amygdala mask (mask shown in
green). Increased gray matter volume in right amygdala (p = 0.02) and right hippocampus (p = 0.03) is shown in
yellow. The right side of the image is the right side of the brain. Slices labels: z (MNI) -22 -20 -18 -16.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191946.9003

to the hippocampus and amygdala also tended to support a finding of right-sided enlargement
in both structures. This was found to be restricted to a small area in both structures, something
that could reflect either a genuine localization of the enlargement, or alternatively could simply
be where a generalized enlargement was most marked and became suprathreshold.

There was little to suggest from our study that brain volume reductions in BPD are explain-
able in terms of co-existent major depression, which is itself associated with cortical and hip-
pocampal volume reductions [33]. Nevertheless, the pattern of cortical volume reductions we
found is not dissimilar to that seen in major depression. Thus, a meta-analysis of VBM studies
of major depressive disorder by Bora et al [25] found a single volume of volume reduction in
the medial frontal cortex. This was located more rostrally and closer to the genu of the corpus
callosum than the corresponding cluster in our BPD patients. When a less conservative thresh-
old was used, this cluster extended more rostrally and also into the subgenual anterior cingu-
late cortex. An additional cluster of volume reduction in the right dorsolateral frontal cortex
also appeared at this lower threshold.

One possible interpretation of this similarity is that the some of the brain structures affected
in both BPD and affective disorder are involved in the normal regulations of mood. Of rele-
vance here is a theoretical review by Price and Drevets [58]: they noted that the medial frontal/
orbitofrontal cortex has anatomical connections to the amygdala, ventral striatum and the
hypothalamus, and has also been found to show functional imaging changes in both major
depression and normal sadness. Accordingly, they argued that this cortical region is involved
in ‘forebrain modulation of visceral function in response to sensory or emotive stimuli’, some-
thing that could easily translate into a role in emotional and mood disorders in humans.

Some limitations of our study need to be acknowledged. First, some patients with BPD
were taking antipsychotic and antidepressant medication, something that has the potential to
affect brain structure, at least in the case of antipsychotics. Secondly, BPD is associated with
other comorbidities besides major affective disorder which may affect brain structure, includ-
ing alcohol/drug abuse [59,60] and also perhaps post-traumatic stress disorder, although this
last association is currently undecided [11]. We only excluded substance abuse within the six
prior months to participation but we did not examine patients for history of post-traumatic
stress disorder. Finally, in contrast to some but not all VBM studies of BPD, the healthy con-
trols in this study were not screened for presence of axis II disorders, ie personality disorders.
This might account for some of the heterogeneity among the findings to date.
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Abstract

Background: Although executive and other cognitive deficits have been found in patients with
borderline personality disorder (BPD), whether these have brain functional correlates have been
little studied. This study aimed to examine patterns of task-related activation and de-activation
during performance of a working memory task in patients with the disorder.

Methods: Sixty-seven DSM-IV BPD patients and 67 healthy controls underwent fMRI during
performance of the n-back task. Linear models were used to obtain maps of within-group
activations and areas of differential activation between the groups.

Results: On corrected whole-brain analysis, there were no activation differences between the
BPD patients and the healthy controls during the main 2-back vs baseline contrast, but reduced
activation was seen in the precentral cortex bilaterally and the left inferior parietal cortex in the
2-back vs 1-back contrast. The patients showed failure of de-activation affecting the medial
frontal cortex and the precuneus, plus in other areas. The changes did not appear to be
attributable to previous history of depression, which was present in nearly half the sample.
Conclusions: in this study there was some, though limited, evidence for lateral frontal
hypoactivation in BPD during performance of an executive task. BPD also appears to be
associated with failure of de-activation in key regions of the Default Mode Network.
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Introduction

Borderline personality disorder (BPD) is characterized by identity disturbance, unstable and
intense interpersonal relationships, impulsive and self-damaging behavior, anger dyscontrol,
affective instability, problems tolerating being alone, and chronic feelings of emptiness
(Gunderson & Zanarini 1987; Leichsenring et al. 2011). The clinical presentation is recognized
to be heterogeneous (Smits et al. 2017), and psychosis-like symptoms, especially hallucinations
are an additional feature in some patients (Yee et al. 2005; Slotema et al. 2012; Zanarini et al.
2013; Pearse et al. 2014). A clinical association with major affective disorder is also increasingly
recognized (Koenigsberg et al. 1999), with up to 80% of BPD patients having met criteria for
major depressive disorder at some point in their lives (Zanarini et al. 1998), and approximately
20% for bipolar | or Il disorder (Zimmerman & Morgan 2013).

Biological factors are currently considered to be important in BPD, with positive findings being
reported in genetic, structural imaging and functional imaging studies (Lis et al. 2007;
Leichsenring et al. 2011). Brain functional abnormality, in particular, has mostly been
investigated from the perspective of the emotional dysregulation associated with the disorder.
Schulze et al. (2016) meta-analyzed 19 studies using emotional tasks (eg recall of conflict-
inducing events, facial emotion processing) or cognitive-emotional tasks (eg emotional versions
of the Stroop and flanker tasks) in BPD patients and healthy controls. Convergent evidence was
found for reduced activation in the dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) bilaterally, the left
lingual gyrus and the left superior parietal gyrus. There was also evidence of increased task-
related activation, most robustly in the posterior cingulate gyrus and the left middle temporal
gyrus, but also in the left amygdala and hippocampus, among other areas.

Functional imaging of cognition is also of interest in BPD. Evidence of impaired cognitive
performance in the disorder was found in a meta-analysis of 10 studies carried out between
1991 and 2004 (Ruocco, 2005). While some of these studies were subsequently criticized on
methodological grounds (LeGris & van Reekum 2006), more recent studies have documented
circumscribed deficits in executive function and working memory (Beblo et al. 2006; Haaland et
al. 2009; Hagenhoff et al. 2013).

Examination of the brain functional correlates of such cognitive impairment, however, has been
limited, and almost all studies to date have employed tasks with an emotional component as
well. Thus, Holtman et al (2013) examined 16 BPD patients and 24 healthy controls using a task
which required inhibition of prepotent responses in the context of either neutral or fearful faces.
No areas of significant difference in activation related to cognitive performance were seen in
regions of interest (ROI's) placed in the amygdala, the anterior cingulate cortex, the DLPFC and
the fusiform face area. Krause-Utz et al (2012) examined 22 BPD patients and 22 healthy
controls using the Sternberg working memory task with neutral or emotional pictures as
distractors. Whole brain analysis revealed clusters of significantly different activation in the
amygdala, the insula, the DLPFC and the anterior cingulate cortex among other areas.
However, further examination revealed that the changes all reflected a group of emotionality
interaction rather than effects related to the cognitive aspects of the task. Two studies using the
go/no-go task (Silbersweig et al. 2007; Jacob et al. 2013), reviewed by Sebastian et al. (2014)
failed to find evidence of activation differences in an emotionally neutral condition.

Only one study to date has used a cognitive task without an emotional component. Mensebach
et al. (2009) examined 18 BPD patients during word list recall and performance of a verbal
fluency task. In the former task, whole brain analysis revealed increased activation in the
patients in the posterior cingulate cortex bilaterally, the left middle and superior temporal cortex,
the right lateral frontal cortex and the right angular gyrus. In the latter task, the patients again
showed a pattern of increased activation, this time affecting the right posterior cingulate cortex,
the right fusiform gyrus, the left anterior cingulate cortex, and the left postcentral gyrus.

Examining the brain functional correlates of cognitive task performance in BPD is also of
potential interest from another perspective. This is that a number of psychiatric disorders have
been found to be characterized not only by activation changes but also by failure of de-
activation. This latter abnormality, affecting particularly the medial frontal cortex, has been
documented in schizophrenia (eg Pomarol-Clotet et al. 2008; Mannell et al. 2010; Whitfield-
Gabrieli et al. 2009; Salgado-Pineda et al. 2011; Schneider et al. 2011; Dreher et al. 2012) and
major affective disorder, including both major depression (Broyd et al. 2009; Grimm et al. 2009;
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Marchetti et al. 2012) and bipolar disorder (Pomarol-Clotet et al. 2012; Fernandez-Corcuera et
al. 2013). A not dissimilar pattern of de-activation failure has also been described in autism
(Kennedy & Courchesne 2008; Spencer et al. 2012). These changes have been widely
interpreted as reflecting dysfunction in the Default Mode Network, a series of brain regions that
normally de-activate during performance of tasks requiring external attention, and which include
prominently two midline areas, one located anteriorly in the medial prefrontal cortex and the
other posteriorly in the posterior cingulate cortex/precuneus (Buckner et al. 2009). The inferior
parietal cortex, the hippocampus and the lateral temporal cortex that are also currently
considered to form part of the network.

The aim in the present study was to examine brain activations in a large sample of BPD patients
during performance of a cognitive, specifically executive, task. We used the n-back paradigm,
which has been consistently found to produce activations in the so-called working memory
network in normal subjects (Owen et al. 2005), as well as whole brain analysis with correction
for multiple comparisons. The second aim was to examine task-related de-activations, for which
the n-back task is also appropriate, having been found to reliably produce de-activation in the
Default Mode Network in healthy subjects (Pomarol-Clotet et al., 2008; Whitfield-Gabrieli et al.,
2009; see also Piccoli et al. 2015).

Method

Participants

The patient sample consisted of 67 BPD patients (64 women and 3 men) who were recruited
from the specialist services of two hospitals in Barcelona, the Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau and the Consorci Sanitari de I'’Anoia. They were part of a total sample of 89 patients, 22 of
whom were ultimately not included due to excessive movement during fMRI, poor n-back task
performance or self-termination of the scanning because of claustrophobia or fatigue.

The diagnosis of BPD was made according to DSM-IV criteria, using the Spanish version of the
Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis Il Personality Disorders (SCID-II) (Villar Garcia et
al. 1995). The patients were also required to score above the cutoff (score = 6) on the Spanish
Revised Diagnostic Interview for Borderlines, (DIB-R) (Barrachina et al. 2004). Other inclusion
criteria were age between 18 and 55 years; being right-handed; and having an 1Q in the normal
range (based on educational data plus an 1Q estimate based on two subtests of the WAIS-III,
Vocabulary and Matrix Reasoning.

Fifty of the 67 patients were taking psychotropic medication: 24 antidepressants (13 with a
mood stabilizer as well), 4 antipsychotics (1 with a mood stabiliser as well); and 16 both
antidepressants and antipsychotics (4 with a mood stabiliser). Six patients were on mood
stabilisers only.

Exclusion criteria were: history of brain trauma (as indexed by skull fracture, loss of
consciousness for more than 24 hours or presence of post-traumatic amnesia), presence of
neurological disease, and alcohol/substance abuse or dependence within the six months prior
to participation. Any patients who had a history of schizophrenia, schizoaffective disorder or
bipolar affective disorder, as assessed using the lifetime version of the Structured Clinical
Interview for DSM-IV (SCID-I) (First, 1999), were also excluded. Because major depression is
itself associated with brain functional changes (eg Drevets 2000; Rive et al. 2013), we excluded
patients who currently met criteria for major depression. However, we did not exclude patients
who had previously met criteria for this disorder, but instead examined its potential influence on
any brain functional changes found.

A sample of healthy control subjects was recruited from nonmedical staff working in the above
two and other hospitals, their relatives and acquaintances, and independent sources in the
community. The controls were recruited to be similar to the patient sample in terms of age, sex
and estimated 1Q. They were interviewed and excluded if they reported a history of mental
illness or treatment with psychotropic medication. They were also questioned about family
history of mental illness and excluded if a first degree relative had experienced symptoms
consistent with major psychiatric disorder.
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fMRI task

The participants performed a sequential-letter version of the n-back task (Gevins & Cuitillo,
1993). Two levels of memory load (1-back and 2-back) were presented in a blocked design
manner. Each block consisted of 24 letters that were shown every 2 s (1s on, 1s off) and all
blocks contained five repetitions (1-back and 2-back depending on the block) located randomly
within the blocks. Individuals had to indicate repetitions by pressing a button. Four 1-back and
four 2-back blocks were presented in an interleaved way, and between then a baseline stimulus
(an asterisk flashing with the same frequency as the letters) was presented for 16 s. To identify
which task had to be performed, characters were shown in green in 1-back blocks and in red in
the 2-back blocks. All participants went through a training session outside the scanner. The n-
back task was programmed using the Tcl-TK language.

The behavioral measure used was the signal detection theory index of sensitivity, d’ (Green and
Swets 1966). Higher values of d’ indicate better ability to discriminate between targets and
distractors. Subjects who had negative d’ values in either or both of the 1-back and 2-back
versions of the task, which suggests that they were not performing it, were excluded from the
study.

fMRI data acquisition

In each individual scanning session 266 volumes were acquired from a 1.5-T GE Signa
scanner. A gradient echo echo-planar imaging (EPI) sequence depicting the blood oxygenation
level-dependent (BOLD) contrast was used. Each volume contained 16 axial planes acquired
with the following parameters: TR=2000 ms, TE=40 ms, flsc angle=70°, section thickness=7
mm, section skip=0.7 mm, in-plane re- solution=3r3 mm. The first 10 volumes were dis- carded
to avoid T1 saturation effects.

fMRI data analysis

fMRI image analyses were performed with the FEAT module, included in FSL software
(Beckmann et al. 2006). At a first level, images were corrected for movement and eventually co-
registered to a common stereotaxic space (Montreal Neurologic Institute template). To minimize
unwanted movement-related effects, individuals with an estimated maximum absolute
movement >3.0 mm or an average absolute movement >0.3 mm were excluded from the study
and thus are not reported. General linear models (GLMs) were fitted to generate individual
activation maps for the 1-back and 2- back tasks vs baseline.

Comparisons between groups were made to evaluate differences between BPD and healthy
controls. These comparisons were performed within the FEAT module, fitting mixed-effects
GLM models (Beckmann et al. 2006) and thresholding the results at the cluster level at a
corrected p-value of 0.05.

Additionally, a functional connectivity analysis was performed to evaluate potential differences
in the Default Mode Network integrity between patients and controls while performing the n-
back task. Specifically, the pipeline proposed by the FSL group based on combining a
probabilistic independent component analysis (Melodic ICA) followed by a twostep dual
regression (Nickerson et al. 2017) on the Default Mode Network component was applied to our
data.

Results

Demographic and clinical data

Demographic data on the patients and controls are shown in Table 1. The two groups were well
matched for age, sex and estimated 1Q.

Thirty-one of the BPD patients had a history of major depression and 36 did not. These two
subgroups did not differ significantly in age (with depression: mean 32.77+6.73 years; without
depression: mean 31+7.29 years; t=1.05; p=0.3); sex (with depression: 30 women and 1 man;
without depression: 34 women and 2 men; Chi-squared=0.21; p=0.65); and 1Q (with depression:
mean 96.30+14.70; without depression: mean 97.62+17.13; t=0.33; p=0.74).
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Table 1. Demographic and clinical characteristics for the patients and the controls.

Patients (n=67) Controls (n=67) t-value p-value
Age (years) 31.54+£7.13 32.5+9.68 0.63 0.53
Estimated 1Q 97.31£ 155 100.7 £ 12.64 1.33 0.19
Gender 64 female, 3 male 64 female, 3 male
DIB-R total 7.98 £0.17 - -
Behavioral performance

The patients and the controls did not differ significantly on the 1-back version of the task (mean
d’ controls: 4.31 £0.73; mean d’ patients: 4.20 + 0.77, t=0.89, p=0.37) or on the 2-back version
(mean d’ controls: 3.26 £ 0.91; mean d’ patients: 3.02 £ 0.94, t=1.54, p=0.12).

Within-group activations and de-activations and comparison between groups

The main focus here was on the 2-back vs baseline contrast, but for completeness we also
report findings for the 2-back vs 1-back contrast. Activations in the 1-back vs baseline contrast
were broadly similar to but less extensive than those in the 2-back versus baseline contrast and
are not described further (for details of this analysis see

Supplementary text and Supplementary Figure 1).

2-back vs baseline: In this contrast the healthy controls showed a large confluent cluster of
significant activation in the DLPFC bilaterally and the superior medial prefrontal cortex,
extending bilaterally to temporal and occipital regions, posterior parietal areas, and subcortically
to the putamen, the pallidum and the thalamus (77688 voxels, peak at -34 -52 46; z=12.1;
p<0.001) (see Figure 1a). The same cluster involved parts of the left and right insula,
neighbouring regions of the frontal operculum and the cerebellum. There was also a single large
cluster of de-activation (70826 voxels, peak at: -2 -50 34; z=11.2; p<0.001). It extended from the
medial frontal region to the superior occipital cortex and included the anterior and posterior
cingulate gyrus, as well as the precuneus/cuneus and parts of the lingual gyrus and fusiform
gyrus. This cluster also included the temporal poles extending to the superior temporal cortex
and the supramarginal/inferior parietal cortex, and also the bilateral amygdala, hippocampus
and parahippocampal regions.

The pattern of activations in the BPD patients was broadly similar to that in the healthy controls
(see Figure 1b). A large cluster of 86332 voxels (peak at: -34 20 2; z=11.3; p<0.001) was
located in the DLPFC, the occipital region and the temporal and parietal cortex. Unlike the
controls, however, the patients also showed activation in the head of the caudate nucleus
bilaterally. De-activations were seen in a large cluster of 39751 voxels (peak at: -2 -50 32;
z=10.3; p<0.0001) that encompassed the medial frontal region and the anterior and posterior
cingulate gyrus, also involving the superior occipital cortex, the posterior insular cortex, the
precuneus/cuneus, and lingual, fusiform and parahippocampal regions.

In the between group comparison, there were no clusters where the patients showed reduced
activation relative to the healthy controls. However, the patients showed two clusters of
relatively increased activation (see Figure 1c). One (18566 voxels; peak at 10 42 -30; z=5.54;
p<0.001) was in the inferior medial frontal cortex, reaching the inferior frontal and bilateral
temporal cortex, the hippocampus and parahipocampal region bilaterally, the caudate nucleus
and the amygdala. The second cluster (3139 voxels; peak at 18 -64 20, z=4.78, p<0.001) was
located in the precuneus bilaterally also including the lingual gyrus and the calcarine cortex.
ROI's based on mean activations in these two clusters confirmed that they both reflected
reduced deactivation in the patients (see Supplementary Figure S2).
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Because the first cluster of significant difference between the BPD patients and the healthy
controls was large and extended subcortically to the amygdala, hippocampus and caudate
nucleus, ROI's for these subcortical regions were also extracted and examined separately,
using the MNI standard atlas provided in the FSL package. Boxplots for these regions are
shown in Figure 2; it can be seen that the changes in the amygdala and hippocampus
represented diminished de-activation in the patients, whereas the caudate nucleus was
activated in the patients but not in the controls.

Figure 1. Within-group activations (red) and de-activations (blue) in the 2-back v. baseline
contrast for (a) the healthy controls and (b) the BPD patients. Clusters of significant difference
between the patients and the controls are shown in the bottom panel (c). Images are displayed
in neurological convention (right is right).
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Figure 2. Boxplots of activation differences between BPD and controls in the subcortical
regions, the amygdala, hippocampus and caudate.
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2-back vs 1-back: Activations and de-activations for the healthy controls and the BPD patients
in this contrast are shown in Figure 3a and b. As in the 2-back vs baseline contrast the controls
showed a large bilateral confluent cluster of significant activation (115980 voxels; peak at -34 -
66 -36; z=11.3; p<0.001) that included the DLPFC and the superior middle and medial
prefrontal cortex, the left and right insula, regions of the temporal, occipital and parietal cortex
and the putamen, pallidum, thalamus and posterior hippocampus. This cluster also involved the
cerebellum. Five clusters of deactivation were also seen: one (26820 voxels; peak at: 0 46 -14;
z=9.89; p=3.21e-38) was located in the medial prefrontal cortex and the orbitofrontal cortex,
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extending to the right pre- and postcentral cortex, the posterior insula and superior temporal
cortex bilaterally, and the amygdala, the anterior hippocampus and the parahipocamppal area.
A second cluster was in the cuneus and lingual area bilaterally (2168 voxels; peak at -6 -56 12;
z=6.63; p= 2.8e-06). The third was in the left pre/postcentral cortex (1039 voxels; peak at -36 -
32 68; z=7.3; p=0.002) and the fourth (662 voxels; peak at 20 -100 16; z=6.64; p=0.03) and fifth
(595 voxels; peak at -22 -102 18; z=5.3; p=0.048) were in the right and left superior occipital
cortex, respectively.

The pattern of activations in the BPD patients was again similar to that in the healthy controls.
There was a large cluster (96329 voxels; peak at4 20 48; z=9.66; p<0.001) extending from the
DLPFC to occipital regions and including the temporal and parietal cortex and the head of the
caudate nucleus bilaterally. De-activations were seen in four clusters. One (10898 voxels; peak
0 30 -6; z=6.22; p=1.73e-20) was located bilaterally in the medial prefrontal and orbitofrontal
cortex extending to the posterior insula and rolandic operculum, as well as to the amygdala,
anterior hippocampus and parahipocamppal area. A second cluster (1523 voxels; peak at -8 -62
16; z=5.27; p=9.72e-05) involved the calcarine cortex, the cuneus and the precuneus. A third
cluster was in the right pre/postcentral cortex (1486 voxels; peak at 42 -28 70; z=3.92;
p=0.0001). Finally, a cluster (648 voxels; peak at -10 -104 10; z=3.75; p=0.03) was seen in the
left occipital cortex.

Figure 3. Within-group activations (red) and de-activations (blue) in the 2-back v. 1-back
contrast for (a) the healthy controls and (b) the BPD patients. Clusters ofsignificant difference
between the patients and the controls are shown in the bottom panel (c). Images are displayed
in neurological convention (right is right).

In the 2-back vs 1-back contrast, unlike the 2-back vs baseline contrast, the BPD patients
showed clusters of reduced activation compared to the healthy controls (see Figure 3c). One
was a bilateral cluster in the cerebellar vermis (1256 voxels; peak at 12 -62 -38; z=4.29,
p=0.0005). The second and third clusters were in the left (1249 voxels; peak at -36 0 32; z-
=4.14; p=0.0005) and right (1045 voxels; peak at 22 -6 44; z= 4.23; p=0.002) precentral cortex.
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Finally, there was cluster in the left parietal cortex (617 voxels; peak at -54 -48 62; z= 4.14;
p=0.04).

There were two clusters of relatively increased activation in the patients. One was in the medial
frontal cortex bilaterally, mainly localized subgenually and perigenually (9140 voxels; peak at 0
44 -18; z=4.78; p=4.21e-18). This cluster also extended subcortically to involve the left
hippocampus and amygdala. The other cluster was in the right inferior temporal cortex (2601
voxels; peak at 46 16 -42; z=4.45; p=2.98e-07). It also extended subcortically to involve the
right hippocampus and amygdala.

Functional connectivity findings

The combined Melodic ICA + dual regression analysis findings for the healthy controls and BPD
patients are shown in the Supplementary Material (Supplementary Figure S3). Comparison
between the two groups revealed no significant differences in the functional connectivity of the
Default Mode Network.

Relationship to history of major depression

To investigate the influence of this variable, mean activations in the BPD patients with and
without a history of major depression were examined in ROI's based on the clusters that
emerged in the comparison between the BPD patients and the healthy controls.

In the 2-back vs baseline contrast there was a trend towards greater de-activation in one of the
two clusters of de-activation (Cluster 1, inferior medial frontal cortex/temporal
cortex/hippocampus/parahipocampal gyrus) in the patients with a history of depression (with
depression: mean -6.8+8.38: without depression: mean - 2.9+9.61; t=1.73, p=0.09) (see Figure
4). Findings were in the same direction in the second cluster (Cluster 2, precuneus/calcarine
cortex), but did not reach trend level (with depression: mean -5.36+5.83; without depression:
mean-3.05+7.27; t=1.47, p=0.16).

ROI's based on the six clusters that emerged in the comparison between the BPD patients and
the controls in the 2-back vs 1-back contrast were also compared between patients with and
without a lifetime history of major depression. No significant differences were found (see
Supplementary Table S1).

Figure 4. Boxplots of differences between BPD patients with and without a lifetime history of
depression in the two significant clusters of de-activation found in the 2-back v. baseline
comparison between patients and controls.
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Discussion

The major finding of this study was that patients with BPD showed a pattern of failure of de-
activation in the two midline regions of the Default Mode Network, along with other regions
including the bilateral temporal cortex and the hippocampus. We also found evidence of
reduced working memory-related activation in the patients in the precentral gyrus and the left
inferior parietal cortex, although these changes were only present in the 2-back vs 1-back
contrast. None of the changes found appeared to be attributable to lifetime history of
depression, which was present in nearly half the sample.

The fact that the BPD patients in our study did not show any evidence of reduced task-related
activation in the main 2-back vs baseline comparison is perhaps understandable, given that
they did not show poorer performance on the task than the healthy controls. On the other hand,
we did find evidence of reduced activation in the 2-back vs 1-back contrast: these affected the
left parietal cortex, which is part of the working memory network (Owen et al. 2005), though not
the DLPFC. As noted in the Introduction, imaging studies that have examined cognition-related
(as opposed to emotion-related) brain activations in BPD have had variable findings, either of
no differences from controls (Silbersweig et al. 2007; Krause-Utz et al. 2012; Holtmann et al.
2013) or increased activation (Mensebach et al. 2009).Taken together, therefore, the findings to
date concerning cognitive task-related activation alterations in BPD remain equivocal.

The possibility that BPD is characterized by failure of de-activation has not previously attracted
attention. In the only other study that reported de-activations, Minzenberg et al (2007) examined
12 BPD patients and 12 healthy controls while they viewed fearful, angry and neutral faces. In
the comparison between fearful and neutral faces, they found that the patients showed
increased de-activation in the anterior cingulate cortex, eg the opposite of what we found.
However, it may be relevant here that Schulze et al's (2016) meta-analysis of studies of
emotional and cognitive-emotional tasks in BPD found evidence for increased activation in the
posterior cingulate gyrus. Since the subtractive nature of fMRI analysis means that greater
activation and reduced deactivation will both produce a picture of apparent hyperactivation (see
Gusnard & Raichle 2001), it is possible that this apparent increased activation may actually
have represented failure of de-activation.

We also found failure of de-activation in the hippocampus and amygdala, bilaterally in the 2-
back vs baseline contrast and on the left in the 2-back vs 1-back contrast. The hippocampus is
currently considered to form part of the Default Mode Network, and so this finding is not
unexpected. However, the amygdala does not form part of the network, although Price and
Drevets (2012) have noted that it has close connections with the medial frontal cortex, and
argued that it forms part of part of an extended system is involved in forebrain modulation of
visceral function in response to sensory or emotive stimuli. Our findings with respect to these
subcortical structures are additionally of interest because they have been found to show
structural abnormality in BPD. Thus, two meta-analyses of studies examining ROI’s in the
amygdala and/or hippocampus found evidence for volume reductions in BPD (Nunes et al.
2009; Ruocco et al. 2012). Schulze et al (2016) also found reduced volume of the right
hippocampus, and less robustly in the left hippocampus, in a meta-analysis of 10 whole-brain,
voxel-based studies of BPD.

Abnormalities in the Default Mode Network have also been found at rest in BPD. Thus, Visintin
et al (2016) pooled data from three studies that examined resting state activity using PET in
patients with the disorder and found evidence for it being increased in the medial prefrontal
cortex and the right precuneus/posterior cingulate cortex, although with significant
heterogeneity. Four further studies using fMRI to examine resting state connectivity have further
supported these findings (Salvador et al. 2014; Xu et al. 2016; Baczkowski et al. 2017; Lei et al.
2017). Our own functional connectivity analysis did not reveal evidence of abnormality in the
Default Mode Network in BPD patients. However, it should be noted that this was not
specifically a resting-state connectivity analysis.

The question arises of what Default Mode Network dysfunction in BPD might imply. Clues to the

normal function of the network come from the fact that, while most cognitive tasks produce de-
activation in healthy subjects, some been found to activate parts of it (see Buckner et al. 2008).

86



Neuroimagen del Trastorno Limite de la Personalidad

These tasks include autobiographical recall (Svoboda et al. 2006), imagining the future
(Schacter et al. 2007), making social and emotional judgements about oneself (and also others)
(Murray et al. 2012), making moral judgments (Boccia et al. 2017) and performing some theory
of mind tasks (Schurz et al. 2014). This has led to the view that the Default Mode Network is
particularly concerned with self-related mental activity (Buckner et al. 2008) or making mental
simulations of the world (Buckner 2012), both of which are of obvious relevance to psychiatric
disorders such as schizophrenia and autism. Such a conceptualization might also be applicable
to some aspects of BPD, for example identity disturbance, but seems less easy to apply to other
aspects of the disorder, especially the emotional dysregulation that is a prominent part of its
symptomatology — although the close connections between the medial frontal cortex and the
amygdala noted by Price and Drevets (2012), above, could be important for this.

In conclusion, our findings suggest that it might be appropriate to add BPD to the growing list of
psychiatric disorders — including schizophrenia, major affective disorder and autism — that are
characterized by Default Mode Network dysfunction. Some limitations need to be
acknowledged. Although the sample was large by functional imaging standards, at 31 and 36,
the numbers in the subsamples with and without a history of major depression may not have
been sufficient to detect differences between them. We did not examine for relationships with
other comorbidities of BPD such as post-traumatic stress disorder and psychotic-like
experiences. Given that the majority (50 of 67) of the BPD patients were taking a variety of
different psychotropic medications, it was not possible to examine whether there were
associations between medication status and the functional imaging changes found. Finally, the
study was carried out using a 1.5T scanner, which is less sensitive than the increasingly used
3T imaging.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The psychological profile of patients with borderline personality disorder (BPD), with impulsivity
and emotional dysregulation as core symptoms, has guided the search for abnormalities in specific brain areas such
as the hippocampal-amygdala complex and the frontomedial cortex. However, whole-brain imaging studies so far
have delivered highly heterogeneous results involving different brain locations.

METHODS: Functional resting-state and diffusion magnetic resonance imaging data were acquired in patients with
BPD and in an equal number of matched control subjects (n = 60 for resting and n = 43 for diffusion). While mean
diffusivity and fractional anisotropy brain images were generated from diffusion data, amplitude of low-frequency
fluctuations and global brain connectivity images were used for the first time to evaluate BPD-related brain
abnormalities from resting functional acquisitions.

RESULTS: Whole-brain analyses using a p = .05 corrected threshold showed a convergence of alterations in BPD
patients in genual and perigenual structures, with frontal white matter fractional anisotropy abnormalities partially
encircling areas of increased mean diffusivity and global brain connectivity. Additionally, a cluster of enlarged
amplitude of low-frequency fluctuations (high resting activity) was found involving part of the left hippocampus and
amygdala. In turn, this cluster showed increased resting functional connectivity with the anterior cingulate.
CONCLUSIONS: With a multimodal approach and without using a priori selected regions, we prove that structural
and functional abnormality in BPD involves both temporolimbic and frontomedial structures as well as their
connectivity. These structures have been previously related to behavioral and clinical symptoms in patients

with BPD.

Keywords: ALFF, Amygdala, BPD, Brain connectivity, Diffusion MRI, Resting state
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Borderline personality disorder (BPD) is a serious and chronic
mental disorder characterized by marked impulsivity, emotional
instability and interpersonal disturbances. With estimates of
5.9% prevalence in the general population, BPD is the most
common personality disorder (1). It is considered to be a
difficult-to-treat disorder, with severe functional impairment,
high costs to society, and associations with high rates of
comorbidity and suicide. Although BPD has been related to
the occurrence of childhood negative events (2), it has fairly high
heritability levels (65%-75%) as reported in twin studies (3).
The psychological profile of BPD, with disinhibition and
emotional dysregulation as core symptoms, suggests the
possible impairment of frontal and limbic structures and of
their connections (4). This suggestion has prompted the search
for abnormalities in specific brain locations, such as the
hippocampal-amygdala complex, potentially involved in the
prevalent negative emotions observed in the disorder. Volu-
metric studies of this complex, summarized in a meta-analysis
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(5), have shown consistent bilateral reductions in both amyg-
dala and hippocampus. However, such results have not been
replicated in the only two studies (6,7) that have carried out
whole-brain unbiased (in terms of not favoring preselected
areas) morphometric comparisons.

The medial frontal cortex, implicated in cognitive control
and regulation of emotions (8), has also been a target of BPD
studies, and although it has not been reported to be significant
in whole-brain morphometric comparisons, it has been found
to be abnormal in studies of function (9-12). The medial frontal
cortex has extensive connections with the medial temporal
cortex (including the amygdala and hippocampus) ensuring
the cognitive-emotional control of behavior (13). It has also
been shown that the experimental disruption of these con-
nections leads to behavioral patterns similar to those observed
in individuals with BPD (14). This evidence has led to the
performance of functional magnetic resonance imaging (MRI)
studies of connectivity in BPD, which also have reported
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significant alterations (15,16). However, similar to volumetric
studies, the scope of such connectivity results is restricted by
the prior selection of brain areas of interest. In that sense, the
discovery of intrinsic brain networks in the resting brain (17)
has allowed analyses with a much broader extent showing
various intranetwork and internetwork abnormalities (18,19).
Still, such results are relevant only to the specific networks
analyzed.

This limitation in the scope of connectivity results has been
overcome more recently with a set of methods that are able to
summarize the connectivity levels at each location of the brain,
delivering individual maps of global brain connectivity (GBC).
Voxels in these maps may contain the average correlation
with the remaining gray matter voxels (20), the number of
connections (edges) reaching the voxel defined by a binary
matrix (21,22) or values of global covariability in the frequency
domain (23,24). None of these methods have been applied so
far in patients with BPD.

Functional connectivity findings may be compared with
findings from structural or anatomic connectivity (derived from
diffusion MRI). However, apart from weak evidence of orbito-
frontal white matter deterioration in BPD (25-27), results with
this modality are still scarce. Alternatively, resting-state func-
tional MRl may be used to quantify the amplitude of blood
oxygen level-dependent fluctuations, which are usually
restricted to the low frequencies (e.g., .01-.1 Hz) and are
commonly known as analyses of amplitude of low-frequency
fluctuations (ALFF) (28). These values, which are taken as
indicators of spontaneous brain activity, have been linked to
physiologic states (29), to levels of cerebral blood flow (30),
and to local field potentials (31). Although functional connec-
tivity analyses such as the GBC quantify the levels of covari-
ability between areas of the brain, ALFF analyses are
concerned only with reporting the net activity levels at each
brain site, regardless of the activity in other brain areas (i.e.,
ALFF is not a type of connectivity analysis). So far, no study of
ALFF in BPD has been published.

In the present study, employing a large sample of patients
with BPD (n = 60 for resting functional MRI and n = 43 for
diffusion MRI) matched to equally sized samples of healthy
control subjects, we performed a whole-brain multimodal MRI
analysis of the disorder. Specifically, resting functional MRI is
used to 1) calculate GBC maps, in which each voxel contains
the mean correlation with each of the remaining gray mater
voxels, and 2) estimate images of ALFF; this is combined with
brain maps of mean diffusivity (MD) and fractional anisotropy
(FA) derived from diffusion MRI images, which are compared
between patients with BPD and healthy control subjects. We
hypothesize that the joint analysis of all these measures would
give us a coherent picture of the abnormal brain connectivity
patterns underlying this disorder. More specifically, we expect
to confirm frontolimbic abnormality without the need to set a
priori anatomic restrictions in the analyses.

METHODS AND MATERIALS

Sample

An original sample of 76 female outpatients with a diagnosis of
BPD was recruited from two Spanish BPD specialist units

2 Biological Psychiatry i, 2014; i:1-11 www.sobp.org/journal
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located in Barcelona (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau)
and Igualada (Consorci Sanitari de I’Anoia). The main reason
for selecting an all-female group was the high prevalence of
women (~90%) in the clinical samples attending both recruit-
ing units. Although a small subsample of men was available, it
was not included to avoid the potential effect of intergender
variability in the MRI images (32).

The diagnosis of BPD was established with the validated
Spanish versions of two semistructured questionnaires: the
Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis Il disorders (33),
which assesses personality disorders according to DSM-IV and
has shown an adequate interrater reliability and discrimination
among Axis Il personality disorders, and the Revised Diagnostic
Interview for Borderlines (DIB-R) (34), an instrument that provides
the diagnosis of BPD based on information from the last 2 years.
In addition to these diagnostic questionnaires, the Borderline
Symptom List-23 (BSL-23) (35), a 23-item self-rating instrument
used to assess the level of clinical severity in BPD, was also
applied to a subsample of the patients. Specifically, we used a
validated Spanish version with good psychometric properties (36).

Selected patients were right-handed and 18-55 years old.
Exclusion criteria included history of brain trauma, history of
neurological disease, presence of alcohol or substance abuse
or dependence in the previous 6 months, current comorbid
Axis | disorder (according to DSM-IV), and previous bipolar or
psychotic diagnosis (according to DSM-IV). Patients were
allowed to take pharmacologic treatment.

Only images that passed a set of quality control measures
described subsequently were kept for the study. These
included images of 60 patients for resting-state functional
MRI and of 43 patients for diffusion MRI. Following the same
general inclusion criteria, equally sized samples of control
subjects (women) were recruited from nonmedical staff work-
ing in the hospitals, their relatives and acquaintances, and
independent sources in the community. Potential control
subjects who reported a history of mental illness or treatment
with psychotropic medication were rejected. Healthy women
were recruited matching the sample of patients for age and
premorbid 1Q, which was estimated from two of the subtests
(Vocabulary and Matrix) of the Wechsler Adult Intelligence
Scale-lll. All participants gave written informed consent, and
the study was approved by the research ethics committee of
both recruiting institutions. Demographic and clinical traits for
the final samples are summarized in Table 1.

Magnetic Resonance Imaging Data Acquisition and
Processing

All subjects were scanned with a 1.5-tesla GE Signa scanner
(General Electric Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin)
located in the Sant Joan de Déu Hospital in Barcelona
applying parameters used in two previous studies (24,37)
and listed in Supplement 1. After several preprocessing steps
on the diffusion images (see Supplement 1), the dtifit function
implemented in the FMRIB Software Library (38) was used to
obtain the images of MD and FA for each subject (Figure 1).
While the analysis of MD included all brain parenchyma (both
gray and white matter tissues), the analysis of FA abnormal-
ities was restricted to the white matter tracts, characterized by
the tract-based spatial statistics procedure included in the
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Table 1. Main Demographic and Clinical Characteristics of Patients and Control Subjects Analyzed with the Two Magnetic
Resonance Imaging Modalities

Resting State Functional MRI

Patients (n = 60) Control Subjects (n = 60) p Value
Age (Years) 32.12 (7.16) 33.73 (12.8) .398
Gender All female All female NS
Estimated Premorbid 1Q* 96.7 (14.8) 98.5 (10.1) 466
DIB-R Total 7.76 (1.20) NA
BSL-23° 56.37 (25.84) NA
Diffusion MRI

Patients (n = 43) Control Subjects (n = 43) p Value
Age (Years) 31.55 (7.32) 32.40 (11.8) .694
Gender All female All female NS
Estimated Premorbid 1Q* 94.67 (12.5) 95.88 (9.74) 619
DIB-R Total 7.72 (1.16) NA
BSL-23° 55.72 (23.93) NA

Complementing mean values, standard deviations are provided inside parentheses. BSL-23, Borderline Symptom List-23; DIB-R, Revised
Diagnostic Interview for Borderlines; MRI, magnetic resonance imaging; NS, not significant.

?[(Wechsler Adult Intelligence Scale-lll Vocabulary) + (Wechsler Adult Intelligence Scale—lIl Matrix)] x 11/2.

Pp = 43 (available subsamples).

°n = 32 (available subsamples).

FMRIB Software Library (FMRIB Software Library—Tract-Based common preprocessing pipeline was applied to them
Spatial Statistics) (39) (see more details in Supplement 1). (Supplement 1). In the GBC calculations, following Cole

Resting-state images were used to calculate both GBC et al. (20), the correlation between each gray matter voxel
maps and the images of ALFF. Before their calculation, a and the remaining gray matter voxels was calculated, assign-

Figure 1. Simple visual explana-
tion of the four magnetic resonance
imaging quantities evaluated in this
study. While mean diffusivity and
fractional anisotropy are extracted
from diffusion images, global brain
connectivity and amplitude of low-
frequency fluctuations are calcu-
lated from resting-state functional
images. (A) Mean diffusivity mea-
sures the average diffusion of water
in the three orthogonal axes of
maximum diffusion in the voxels of
2 dI’>+d2*+d3* the brain parenchyma. (B) Fractional
anisotropy quantifies the amount of

(D) ALFF di_re_ctionality <_>f thfa diffugion_ (e§cen—
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aging its estimate of the power
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and is used as an indicator of the
spontaneous levels of brain activity of the voxel. ALFF, amplitude of low-frequency fluctuations; FA, fractional anisotropy; GBC, global brain connectivity;
L, length quantified by the number of Fourier coefficients in the interval; MD, mean diffusivity.
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ing the mean (of the absolute value) of these correlations to
that voxel. Such quantity is an indicator of the average levels
of functional connectivity of the voxel with the rest of the
brain (Figure 1C). For the ALFF images, which relate to the
levels of spontaneous brain activity occurring at each voxel,
periodograms (estimates of power spectra) were obtained
using the function spec.pgram implemented in the R stat-
istical package (40), and averages of these periodograms in
the .01-0.1 Hz interval were given as outputs (Figure 1D). See
Supplement 1 for a full description of GBC and ALFF
calculations.

Group Comparisons

For the four variables of interest (MD, FA, GBC, and ALFF),
images of the patient sample were compared with images of
controls by means of nonparametric permutation tests.
Specifically, the “randomise” FMRIB Software Library func-
tion (38) using the threshold-free cluster enhancement
method was used. To reduce the intrinsic levels of variability
and the residual movement effects in the GBC and ALFF
images, the average amount of movement and the average
value of each variable were considered as covariates in the
models. A threshold of p < .05 corrected for multiple
comparisons was applied in all statistical tests, and reported
p values were always corrected, with the exception of one
exploratory cluster shown in Figure 3.

Relation with Clinical Condition

To explore the potential relationship between imaging findings
and clinical traits, the intensity of brain abnormalities found in
the group analyses was correlated with several clinical
indexes. Specifically, in the sample of patients, mean values
of voxels with significant increases or decreases in MD, FA,
ALFF, and GBC were correlated with 1) the general measure of
clinical severity provided by the BSL-23; 2) emotion regulation
as registered in the DIB-R; and 3) impulsivity, also as recorded
within the DIB-R.

Evaluation of Cross-Modal Convergence

Finally, examination of convergence of abnormalities across
modalities was carried out through overlays of images includ-
ing significant clusters from the different modalities. While
logical intersections were used to detect “tight convergence”
(anatomic overlap between modalities), images of logical
unions (including nonoverlapping clusters) were visually
inspected to describe, in an informal way, brain anatomic
regions that contained anomalies from different modalities.

RESULTS

Diffusion

The comparison of MD images only showed increases in
patients with BPD relative to control subjects. These increases
were observed in 11 clusters, mainly located in the anterior
part of the brain, in areas with a considerable fraction of gray
matter (first row of Figure 2 and Table 2). These spanned
bilaterally from lateral orbitofrontal structures to both insulae
and up to precentral and postcentral cortices, also reaching
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the anterior part of the temporal lobes. In addition, a single
cluster of increased MD was located medially in the anterior
cingulate.

The analysis of FA, which was carried out in white matter,
only showed BPD-related reductions. These occurred in
tracts located frontally, with most extended alterations in
the genu and body of the corpus callosum but also involving
part of the corona radiata, external capsule (including unci-
nate fasciculus and inferior fronto-occipital fasciculus), and
other white matter structures (second row of Figure 2 and
Table 2).

Functional Resting State

Both BPD-related increases and reductions in functional
connectivity were shown in GBC comparisons. While abnor-
mally high GBC values were observed in a single cluster located
in the pregenual anterior cingulate, reduced GBC in patients
with BPD was found only in the right temporal lobe (third row of
Figure 2 and Table 2). Likewise, ALFF analyses also showed
both significant increases and reductions in amplitudes.
Increases were observed in a cluster partially involving the left
hippocampus and amygdala and in another cluster located in
the left putamen. Reductions were located posteriorly in the
occipital lobes, in the right precuneus, and in the dorsal-
posterior cingulate cortex (last row of Figure 2 and Table 2).

Relation to Clinical Condition

Results of correlations between levels of abnormality in MD, FA,
ALFF, GBC and clinical severity scores from the BSL-23,
emotion regulation and impulsivity (both from DIB-R) are shown
in Table 3. For the BSL-23, only the mean ALFF for areas with
increased amplitude in patients showed a moderate, but
significant, correlation with this measure of global clinical
severity. This correlation was in the expected direction (i.e.,
more ALFF, more severity). Results for MD, although at trend
level (p < .1), also point to a possible positive relationship with
clinical severity.

For the DIB-R, no imaging result was linked to impulsivity,
whereas only the area of reduced GBC in patients was
significantly correlated with emotion regulation. As expected,
this relationship was negative (more dysregulation linked to
lower GBC). All significant correlations reported here should be
taken as exploratory because they were moderate in magnitude
and did not stand a correction for multiple comparisons.

Convergence of Modalities and Follow-Up Seed
Analyses

A combined view from different modalities shows evidence of
an anatomic convergence of results in genual and perigenual
areas (a location frequently reported in previous BPD studies).
As shown in Figure 3, white matter FA abnormalities partially
encircled clusters significant in MD and GBC comparisons. In
contrast, the hippocampus-amygdala complex (also the focus
of many previous BPD studies) was significant only in the ALFF
analyses. To explore potential abnormalities in this complex
further, we took the significant cluster in the left hippocampus-
amygdala as a seed for a functional connectivity analysis, and
this seed showed only abnormal (high) correlations with a small
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cluster also located in the anterior cingulate (Figure 3). Finally,
we also performed a follow-up study taking the two significant
clusters from the GBC analysis as seeds for a functional
connectivity analysis (Figure S1 in Supplement 1).

DISCUSSION

In the present study, we combine resting-state and diffusion-
based brain maps to characterize abnormalities in patients
with BPD. Because the analyses we performed take a whole-
brain approach, not considering a priori regions, results are
not anatomically constricted as in some preceding studies. For
the first time, we also implement two resting-state measures
(ALFF and GBC) to evaluate BPD.

Although differences are present in various areas of the
brain, of special interest are the multimodal abnormalities
observed in frontomedial structures, which match previous
findings in BPD and, as stated at the beginning of this article,
may explain many of the behavioral traits of the disorder. The
specific perigenual location of the abnormalities overlaps with
areas shown to be actively involved in cognitive control,
impulsivity, reward, and modulation of emotions (8,41), all of
which are altered in BPD.

MEAN DIFFUSIVITY (MD)

Z=-20 Z=-15 Z=-9 Z=-3 Z=2 Z=6

FRACTIONAL ANISOTROPY (FA)

Z=45 Z=- z=3

Z=-20

GLOBAL BRAIN CONNECTIVITY (GBC)

@0.0000@0

=.24 =16 Z=

Z=12

From the structural point of view, reported white matter
frontal abnormalities agree with some of the previous studies
(25-27), but the observed bilateral increases in MD, mainly in
gray matter, are new. Changes in MD have been previously
related to gray matter changes (42) suggesting that the
increases in MD in our study are probably linked to reduction
in gray matter volumes in the same areas. However, there is
only one voxel-based morphometric study on BPD reporting
similar extensive bilateral alterations (43), and it used a lenient
uncorrected p value of .001.

Among other frontal white matter structures, decreases in
FA were observed in the uncinate and in the inferior fronto-
occipital fasciculi of the corona radiata. Similar reductions
have been observed in patients with psychopathy, which were
interpreted in terms of a possible decrease in connectivity in
the amygdala-orbitofrontal limbic network through the unci-
nate fasciculus (44). Another study has also showed reduc-
tions of FA in this region associated with reward and
punishment susceptibility (45), two aspects that are altered
in patients with BPD (46), while Joutsa et al. (47) reduced white
matter integrity in both fasciculi was observed in pathological
gamblers. The uncinate fasciculus is a ventral associative
pathway that connects the anterior temporal lobe with the

Figure 2. Group differences
between patients with borderline
personality disorder and control
subjects for the four variables ana-
lyzed. Significant increases in bor-
derline personality disorder are
shown in red, and significant reduc-
tions are shown in blue (all results
are based on a Poorrected < .05
threshold). Increases in mean diffu-
sivity are spread in anterior and
medial regions, whereas fractional
anisotropy shows reductions only in
frontal white matter. An increase in
global brain connectivity related to
borderline personality disorder was
found in the anterior cingulate, and
a decrease occurred in the right
temporal region. Finally, increases
in amplitude of low-frequency fluc-
tuations were found in left subcor-
tical and limbic structures (including
the amygdala), and reductions were
observed in occipital and medial
parietal regions. Left side of the
image is left side of the brain. Z
Montreal ~ Neurological  Institute
coordinates for the axial slices are
shown for each modality.

AMPLITUDE OF LOW FREQUENCY FLUCTUATIONS (ALFF)

K
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Figure 3. Converging genual and
perigenual abnormalities in border-
line personality disorder. An overlap
of several contrasts involving
medial-frontal  abnormalities are
shown in sagittal (A) and axial (B)
slices. White matter alterations in
fractional anisotropy shown in blue
enclose medial clusters of: 1)
altered mean diffusivity shown in
red, 2) abnormal global brain con-
nectivity shown in green, and 3) a
small region of increased connectiv-
ity with the left amygdala (cluster
of abnormal amplitude of low-
frequency fluctuations), which is
shown in purple (Ocorrected < -05)
with an enlarged version (Puncorrected
< .001) shown in yellow.

Table 2. Significant Clusters Found in the Comparison Between Patients with Borderline Personality Disorder and Control
Subjects for the Four Parameters Analyzed

Significant Clusters

MD (1.5 mm? Final Voxel Size)
BPD patients > control subjects

Control subjects > BPD patients
FA (1.0 mm® Final Voxel Size)

BPD patients > control subjects

Control subjects > BPD patients

GBC (4.0 mm?® Final Voxel Size)
BPD patients > control subjects
Control subjects > BPD patients

ALFF (2.0 mm® Final Voxel Size)
BPD patients > control subjects

Control subjects > BPD patients

Left insula and nearby cortex, left dorsal cingulate, left pre- and postcentral cortex; 3478 voxels; peak at
MNI —25.5, 4.5, 33 (o = .0154)

Right insula and nearby cortex, right medial and superior temporal cortex, part of right amygdala and hippocampus;
3276 voxels; peak at MNI 46.5, —13.5, —16.5 (p = .0158)

Right pre- and postcentral cortex; 791 voxels; peak at MNI 43.5, 0, 22.5 (p = .0254)

Right insula, right frontal inferior cortex; 341 voxels; peak at MNI 37.5, 18, 0 (p = .031)

Left middle and superior temporal cortex; 277 voxels; peak at MNI —49.5, —33, —9 (p = .0414)

Bilateral anterior cingulate; 174 voxels; peak at MNI 1.0, 40.5, 0 (p = .0394)

Other smaller clusters mainly in right temporal cortex

None

None

Body and genu of corpus callosum; bilateral anterior corona radiata; 2635 voxels; peak at MNI —15, 16, 23 (p = .0328)

Right external capsule (mainly uncinate fasciculus and inferior fronto-occipital fasciculus); 361 voxels; peak at MNI 24,
15, —6 (p = .0438)

Left anterior limb of internal capsule; 312 voxels; peak at MNI =22, 12, 9 (p = .0439)

Bilateral anterior cingulate; 21 voxels; peak at MNI —2, 46, 12 (o = .0482)
Right medial and inferior temporal cortex; 53 voxels; peak at MNI 50, —54, —4 (p = .036)

Left amygdala-hippocampus; 306 voxels; peak at MNI —26, —8, —24 (p = .0176)
Left putamen; 370 voxels; peak at MNI —20, 4, 10 (o = .0144)

Right precuneus and lingual, left and right cuneus and calcarine; other occipital regions, part of right cerebellum; 1662
voxels; peak at MNI 6, —72, 36 (p = .0078)

Left and right dorsal-posterior cingulate; 172 voxels; peak at MNI 0, —24, 26 (o = .0226)

Left lingual and cerebellum; 125 voxels; peak at MNI —10, —62, —12 (o = .0348)

Results reported always used a Peorrected < -05 for multiple comparisons.
ALFF, amplitude of low-frequency fluctuations; BPD, borderline personality disorder; FA, fractional anisotropy; GBC, global brain connectivity;
MD, mean diffusivity; MNI, Montreal Neurological Institute.
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Table 3. Correlations Between Mean Values of Significant
Voxels from the Four Imaging Analyses and Scores from the
BSL 23, Emotion Regulation and Impulsivity in Patients

Emotion Regulation Impulsivity
BSL-23 (DIB-R) (DIB-R)
MD
BPD patients > r = .308 r= —.099 r=.148
control subjects p = .0861° p = .526 p = .342
n =32 n =43 n =43
FA
Control subjects > r = .047 r=-.152 r= —.095
BPD patients p =.799 p =.329 p = .543
n =32 n =43 n =43
GBC
BPD patients > r= —.028 r=.143 r=.017
control subjects p = .858 p = .307 p = .905
n =43 n =60 n =60
Control subjects > r=.037 r= —.287 r=.029
BPD patients p = .810 p = .037° p = .839
n =143 n = 60 n =60
ALFF
BPD patients > r=.343 r=.032 r=-0.119
control subjects p = .024° p = 817 p = .396
n =143 n =60 n =60
Control subjects > r= —.083 r= —.047 r=.204
BPD patients = .595 p =.735 p = .142
n =43 n = 60 n =60

ALFF, amplitude of low-frequency fluctuations; BPD, borderline
personality disorder; BSL-23, Borderline Symptom List-23; DIB-R,
Revised Diagnostic Interview for Borderlines; FA, fractional anisotropy;
GBC, global brain connectivity; MD, mean diffusivity; MNI, Montreal
Neurological Institute.

ap < 1.

bp < .05.

medial and lateral orbitofrontal cortex (48,49) being implicated
in emotion and memory processing (50,51). Considering the
converging evidence across all these studies, such tracts
seem to be important for the regulation of impulsive and
reward-related behaviors, as would be the case in patients
with BPD.

We also found a reduction in white matter in the genu and
body of the corpus callosum. This result suggests a possible
alteration in interhemispheric structural connectivity in pre-
frontal regions, which is in congruence with several previous
studies in BPD (27,52) (but also see Zanetti et al. (53) for
contradictory evidence). Fibers connecting orbitofrontal and
ventral medial prefrontal cortex pass through the genu of the
corpus callosum (54). Disrupted connectivity in the corpus
callosum has also been observed in association with affective
dysregulation in bipolar disorder (55,56), which has a close
symptomatic overlap with BPD. Several studies have reported
a possible relationship between childhood abuse, trauma, and
reduced size of this structure (57,58), including the study by
Rusch et al. (52) carried out on patients with BPD. Further
research using tractographic tools will eventually be required
to characterize the scope and effects of corpus callosum
abnormalities on interhemispheric connectivity.

The hippocampal-amygdala complex, a frequent target in
earlier studies using regions of interest, has been shown to be
significant in the whole-brain analysis of ALFF. The abnormal-
ity observed in the left hippocampus and amygdala involves
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increased resting-state fluctuations in patients with BPD,
which may be interpreted as increased activity of these
structures at rest. At first glance, this finding may seem to
conflict with the meta-analysis by Ruocco et al. (12) reporting
less activation in the amygdala under negative stimuli, which
may be taken as an indication of the amygdala underreacting
in patients with BPD. However, because task-based functional
MRI studies are bound to compare brain activity in relation to a
baseline, we may conclude from our results that such under-
activation is probably due to the fact that the amygdala is
already overactive at rest. Such hyperactivity of the amygdala
is likely to be part of the neurobiological substrate for the
clinical emotional hyperreactivity typical of BPD.

In contrast, BPD-related reductions in ALFF occur far from
frontal and limbic regions. Although these results cannot be
easily related to previous BPD findings, a similar pattern of
ALFF reductions has been reported in schizophrenia (59,60),
depression (61), and obsessive-compulsive disorder (62), and
it is probably associated with nonspecific deficits occurring in
all these disorders.

The increase in GBC observed in the anterior cingulate is
relevant. It also agrees with the ancillary analysis showing
increased connectivity between the left hippocampus and
amygdala cluster (derived by ALFF) and a single small
frontomedial cluster. All of these findings agree with the study
by Cullen et al. (15), which observed increased connectivity
between a priori selected amygdala regions of interest and
perigenual cortex under overt fear stimuli. Increase in GBC in
the anterior cingulate is also relevant because this area is a
core node of the default mode network (63). This network is
active during resting periods and is associated with self-
reference evaluations, inward attention, and autobiographical
memory retrieval (64,65). Since patients with BPD experience
constant conflict owing to emotional dysregulation problems,
the observed increase in anterior cingulate connectivity may
be related to an overuse caused by constant internal thinking
and processing of internal conflict.

The observed left amygdala—anterior cingulate hypercon-
nectivity is also in agreement with the role assigned by
theoretical and animal studies to frontolimbic connections as
modulators of cognitive-emotional control of behavior (13,14)
and could also be the cause of the interferences reported in
functional MRI studies combining emotional and cognitive or
inhibition tasks (66-68). Overall, our results support the
theoretical model in which the amygdala, associated with
emotional processing, is modulated by frontomedial structures
controlling the complex manifestations and behavior derived
from these same emotions. In BPD, alterations of such
modulation (connectivity) would act as inducers of some of
its clinical traits.

Correlations found between levels of imaging abnormality
and registered clinical features give some further support for
the consistency of reported brain alterations. Higher levels of
clinical severity (BSL-23 scores) seem to be linked to both
abnormally increased fluctuations (greater ALFF) and larger
MD values in patients. Nevertheless, these relationships
should be taken as soft evidence because correlations are
moderate and do not survive correction for multiple compar-
isons. On the other hand, although a significant and interesting
relationship is observed between abnormally reduced levels of
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GBC and emotional dysregulation, the remaining comparisons
based on the DIB-R questionnaire are not significant. This
may be due to the fact that, the DIB-R is mainly a diagnostic
tool and not a rating scale designed for quantifying clinical
severity.

Finally, results from follow-up connectivity studies based on
the two significant GBC clusters (Figure S1 in Supplement 1)
also warrant comment. First, the lack of significant connec-
tivity abnormalities in the pregenual cluster (of increased GBC
in patients) may be seen as unexpected. Because the GBC is
an average of correlations with all gray matter voxels, the most
plausible explanation for such a result is that the increase in
pregenual GBC is induced by a moderate but consistent gain
in connectivity with a large set of different brain regions, none
of them individually reaching statistical significance. This set
would also include the GBC cluster in the right temporal lobe,
for which the seed analysis shows significantly larger con-
nectivity with the medial frontal cortex. However, because the
cluster in the right temporal lobe has reduced GBC in patients,
that result may look odd, having a plausible explanation only in
a moderate but generalized reduction in correlations with a
large set of other brain regions.

Our study has some methodologic limitations. First,
patients with BPD were taking medication, something that
could have potentially modified the results. Patients (and
control subjects) recruited were all women, and in a strict
sense, conclusions apply only to this gender. In addition,
MRI sequences used had some constraints; most notably,
functional MRI images were acquired with a wide slice
thickness of 7 mm (plus an interslice gap of .7 mm), which
was not optimal for detecting changes in small brain
structures. Also, although not a limitation, mean individual
values were entered as covariates in the ALFF and GBC
comparisons to reduce variability, and consequently results
reported for these parameters refer to differences from each
subject mean.

The usage of corrected p values throughout the analyses
and the above-mentioned whole-brain unbiased approach are
strengths of this work. We are aware that such an approach is
complementary to seed-based analyses, which, appropriately
focused on specific regions known to be related to BPD
symptoms, may convey very relevant information for the
disorder, otherwise overlooked by a whole-brain approach.
Lastly, the inclusion of other clinical aspects, such as the
potential role of previous trauma events on the imaging
modalities analyzed would have been highly informative.
Indeed, in a recent study based on voxel-based morphometry,
the specific effect of posttraumatic stress disorder is
described on a large sample of patients with BPD (7).

In conclusion, our results confirm that structural and
functional dysfunction in subjects with BPD involves both
temporolimbic and frontomedial structures and their con-
nectivity, which, in previous studies, have been extensively
related to behavioral and clinical symptoms in patients with
BPD. Nevertheless, the high rates of clinical remission shown
in more recent long-term follow-up studies (69,70) suggest
that such abnormalities may be reversible. Further research is
necessary to study changes in these structural and functional
abnormalities in patients before and after psychotherapeutic
interventions.
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5.DISCUSION

NOTA:
Debido al orden de produccion cientifica y el sentido de la combinacion de las diferentes modalidades de analisis, la discusion para
cada modalidad de analisis en neuroimagen estructural (MRI) y funcional (fMRI) se halla en los siguientes apartados:

Neuroimagen estructural (MRI):
- Analisis Voxel-Based Morphometry (VBM). ESTUDIO 1. (5.1.)
- Analisis basados en el proceso de difusién molecular (DTI). ESTUDIO 3. (5.3.)

Neuroimagen funcional (fMRI):

- fMRI y paradigma cognitivo. ESTUDIO 2. (5.2.)
- fMRI basada en imagenes en reposo (resting state). ESTUDIO 3. (5.3.)
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5. DISCUSION

5.1. Estudio 1. Neuroimagen estructural.

Abnormalities in gray matter volume in patients with borderline personality disorder and

their relation to lifetime depression: a VBM study.

En el analisis estructural mediante VBM en pacientes con TLP se han observado reducciones
de volumen en cortex dorsolateral prefrontal bilateral y en cértex frontal ventromedial,
especialmente en la porcion subgenual. En la exploracion de hipocampo y amigdala no se
replica la reduccion de volumen de estudios previos, sino que se ha hallado una tendencia al
agrandamiento de dichas estructuras.

No se han obtenido correlaciones entre los cambios en los volimenes cerebrales respecto a
controles en dichas areas ni con el antecedente de trastorno depresivo mayor ni respecto a la

medicacion antipsicotica.

Los estudios previos de VBM con pacientes diagnosticados de TLP reportan reducciones de
volumen de sustancia gris en diferentes regiones corticales y subcorticales, pero con resultados
dispares y heterogéneos (73,82). Esto puede ser debido a limitaciones metodolégicas como el
tamafio de las muestras, la falta de correccion por multiples comparaciones y, en algunos
estudios, los analisis dirigidos a regiones de interés previamente establecidas (ROI’s) en lugar
del andlisis de cerebro entero o whole-brain analysis.

Centrandonos en los resultados de la tesis, el hallazgo de la reduccion bilateral en el volumen
del cortex prefrontal dorsolateral podria tener relacion de forma consistente con algunos
sintomas TLP como la impulsividad y la inestabilidad emocional, propias de una disfuncién del
I6bulo frontal. Algunos estudios neuropsicolégicos y de neuroimagen funcional en el TLP
también abogan por una disfuncién fronto-limbica en este trastorno (191-193). Sin embargo,
esta disfuncion frontal es discutible puesto que otros estudios neuropsicolégicos (incluido un
meta-analisis) no hallaron ninguna evidencia sobre ninguna disfuncion de funciones ejecutivas

u otras funciones en el TLP (129).

Los estudios de neuroimagen funcional que utilizan tareas de control inhibitorio como el Stroop
o paradigmas Go-noGo, en su mayoria no han demostrado que los pacientes con TLP activen
menos el cortex prefrontal. Sin embargo, si que se ha demostrado la disminucién de la
activacion del cortex prefrontal al afiadir un componente emocional a la tarea (125). La
correlacién negativa hallada entre el volumen en la regién prefrontal dorsolateral y la

puntuacion de la escala BSL-23, también podria discutirse, ya que el resultado no resulté
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estadisticamente significativo al controlar por cociente intelectual. Esto iria en consonancia con

estudios que han aportado que el volumen de estas regiones se asocia con la inteligencia (87).

Respecto a los volumenes en estructuras subcorticales, los resultados de la tesis no indican
cambios en los volumenes de amigdala e hipocampo. Resulta comprensible puesto que, por
razones metodoldgicas, el analisis de cerebro entero en VBM (whole-brain analysis) es menos
sensible para la deteccidon de cambios volumétricos en estructuras subcorticales que en la
deteccion de cambios en estructuras corticales (194,195). Sin embargo, tampoco se detectd
una reduccién de volumen en amigdala e hipocampo al dirigir el analisis a ROI's. De hecho, en
este analisis se encontré un incremento en el volumen de la amigdala derecha en pacientes
afectos de TLP (aunque solo significativo sin correccidon por multiples comparaciones). Este
resultado difiere de los dos meta-analisis de estudios de ROI's (73,82). Esta discrepancia
puede deberse, entre otras explicaciones, al mayor tamarno de la muestra de nuestro estudio
en comparacion con los estudios previos. Los analisis VBM con mascara para hipocampo y
amigdala reflejan una tendencia al incremento de volumen de amigdala e hipocampo derechos.
Dicho agrandamiento se restringe a una pequefia area en ambas estructuras. Esta aparente
focalizacion del agrandamiento podria reflejar un aumento del tamafio de estas estructuras muy
localizado, o podria ser simplemente un reflejo del lugar donde un agrandamiento generalizado

del tamafio resulta mas significativo.

Respecto al antecedente de clinica depresiva en el pasado, es posible pensar que las
reducciones de volumen halladas en el estudio estén relacionadas con el antecedente de
depresion, la cual ha sido correlacionada en estudios previos con reducciones de volumen
tanto en diferentes regiones corticales como en hipocampo (196). En esta linea, el patron de
reduccién de volumenes corticales hallados en esta muestra TLP no es tan diferente del que se
halla en pacientes con depresion. En un meta-andlisis de estudios VBM en pacientes con
trastorno depresivo mayor de Bora et al (93) se reporta un unico cluster de reduccion de
volumen cortical en el cortex frontal medial. Este cluster en pacientes depresivos se encuentra
localizado mas rostral y cercano al genu del cuerpo calloso que el cluster hallado en los
pacientes con TLP de esta tesis. Con un nivel de analisis menos sensible, dicho cluster se
extendia hacia una localizaciéon mas rostral y hacia la porciéon subgenual del cingulado anterior;
apareciendo también un cluster adicional de reducciéon de volumen en el cortex dorsolateral
derecho. Otro estudio posterior en trastorno depresivo mayor replica los resultados de dicho

meta-analisis en cingulado anterior porciéon subgenual (197).

Una posible interpretacion de esta similitud en los resultados entre pacientes con TLP y
depresivos podria ser que algunas de las estructuras involucradas es estos pacientes estén
implicadas en la regulacion normal del humor. En este sentido, la revision tedrica de Price y
Drevets (198) aboga que el cortex orbitofrontal y frontomedial proyectan conexiones

anatomicas sobre la amigdala, el estriado ventral y el hipotalamo. Este modelo concuerda con
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cambios observados en neuroimagen funcional en dichas estructuras tanto en la depresién
mayor como en la tristeza normal. Price y Drevets sostienen que dichas regiones corticales
estan involucradas en la modulacién cerebral de las funciones viscerales en respuesta a
estimulos sensoriales 0 emocionales, algo que puede hacer pensar en el rol de estas regiones

en los trastornos emocionales y del animo.

Respecto al tratamiento psicofarmacolégico, no se encontraron diferencias en los resultados
entre los 11 pacientes que tomaban antipsicoticos y 56 los que no los tomaban. Si bien algunos
estudios han reportado posibles cambios atribuibles a la medicacion antipsicotica (199), resulta
dificil realizar un analisis estadistico debido al bajo niumero de pacientes bajo tratamiento
antipsicético, por lo que el estatus psicofarmacolégico de los pacientes debe ser considerado

como una limitacion del estudio.

5.2. Estudio 2. Neuroimagen funcional y paradigma n-back.
Evidence for Default Mode Network dysfunction in Borderline Personality Disorder.

Por lo que respecta a la neuroimagen funcional mediante realizacion de la tarea n-back, los
pacientes con TLP del estudio mostraron un fallo de deactivacion durante la realizacién de la
tarea en las dos regiones mediales de la Default Mode Network, asi como en cortex temporal
bilateral, regiéon parahipocampal, hipocampo y amigdala. Asi mismo, se detecté un aumento de
activacion bilateral en la cabeza del nucleo caudado en pacientes respecto a los controles
sanos. También se ha hallado una reduccion de la activacién unicamente presentes en el
contraste 2-back vs 1-back (relacionada con la memoria de trabajo y el nivel de complejidad de

la tarea) en el cortex prefrontal y el cértex parietal inferior izquierdo.

Ninguno de estos cambios ha mostrado relacion con el antecedente de clinica depresiva
(presente en la mitad de la muestra) ni con el tratamiento psicofarmacolégico con

antipsicéticos.

Los pacientes con TLP no mostraron reducciones en la activacién de ninguna region respecto a
los controles sanos durante la realizacion de la tarea; cosa que, si bien puede resultar
incongruente, no lo es por dos razones. En primer lugar, los pacientes no mostraron un peor
rendimiento que los controles sanos durante la realizacion de la tarea y tampoco eran
esperables por su patologia diferencias en los patrones de activacion. En segundo lugar, si
bien Ruocco y colaboradores (200) hablan de hiper e hipoactivaciones en el TLP durante la
realizacion de tareas en la fMRI, dichas tareas no eran puramente cognitivas, ya que incluian
paradigmas emocionales y paradigmas mixtos cognitivos-emocionales. Asi mismo, otros
estudios que evaluan el correlato funcional de la cogniciéon en el TLP no encontraron

diferencias en las activaciones respecto a controles (121,123,201,202).
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Por otro lado, los pacientes si que mostraron respecto a controles sanos un fallo de
deactivacién en determinadas regiones cerebrales durante la realizacion de la tarea que no
habia sido reportado en estudios previos. Unicamente un estudio de Minzenberg y
colaboradores (112), que evalta 12 pacientes y 12 controles sanos durante la visualizaciéon de
expresiones faciales (de miedo, rabia y neutral) habla de deactivaciones. Minzenberg reporta
un incremento de deactivacidn (contrario a nuestro fallo de deactivacion) en cingulado anterior
en la comparacion de la visualizaciéon de caras de miedo frente a caras neutras. Por otro lado,
Schulze (91) en su meta-andlisis de estudios con paradigmas emocionales y cognitivo-
emocionales reporta un incremento de activacion en el cingulado posterior. Es posible que
algunas de estas hiperactivaciones, como la del cértex cingulado posterior (un componente
clave de la Default Mode Network) sean en realidad fallos de deactivacion. Gusnard y Raichle
en 2001 (135) argumentaban que la hiperactivacion puede ser el resultado tanto de una mayor
activacion durante una condicion de interés comparada con el nivel basal de activacion, como
de una dificultad de deactivacion en la condicion de interés respecto al basal (143). Este mismo
argumento puede ser aplicado para las comparaciones entre los grupos con TLP y controles
sanos del estudio.

Por lo que respecta a las estructuras subcorticales, los resultados de la tesis muestran un fallo
de deactivacion en hipocampo y amigdala. Este fallo de deactivacion es bilateral en el
contraste 2-back vs baseline y unilateral izquierdo en el analisis 2-back vs 1-back. Si bien el
hipocampo se considera como parte de la Default Mode Network, |la amigdala no. A pesar de
ello, Price y Drevets (198) describen que la amigdala proyecta conexiones con el cortex frontal
medial, formando asi parte de un sistema que modula la funcion del cortex prefrontal y la
respuesta de este frente a estimulos sensoriales y/o emocionales. El hecho de hallar anomalias
funcionales en hipocampo y amigdala va en consonancia con las anomalias estructurales ya
mencionadas con anterioridad en dichas estructuras. Dos meta-analisis reportan reducciones
de volumen en las ROI's de amigdala e hipocampo (73,82) y varios estudios VBM han
replicado los hallazgos (88,203—-207), aunque otros no lo han hecho (196,208). De hecho en la
parte correspondiente al andlisis estructural mediante VBM de la presente tesis (209) no se
detectan cambios volumétricos en amigdala e hipocampo en el analisis whole-brain, pero si se
apunta a una tendencia al incremento del volumen en los andlisis de ROI's para dichas
estructuras.

También se han descrito en algunos estudios alteraciones de la Default Mode Network en
reposo. En su articulo, Visintin et al (165) recopilan datos de 3 estudios de actividad en estado
de reposo mediante PET en pacientes con TLP. Estos autores encontraron evidencia de un
aumento de actividad en reposo en el cértex prefrontal medial, precuneus derecho y cortex
cingulado posterior en pacientes, aunque con una heterogeneidad significativa en los
resultados. Existen otros cuatro estudios que examinan la conectividad en estado de reposo
mediante fMRI que van en la misma linea de estos hallazgos (154,167,168,210).
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Con todo ello, las reflexiones sobre la disfuncion de la Default Mode Network en el TLP podrian
ir en la siguiente linea. Si bien la mayoria de paradigmas cognitivos producen una deactivacion
de la DMN en sujetos sanos, algunas tareas activan algunas partes de la DMN (211). Estas
incluyen por ejemplo el recuerdo de memorias autobiogréficas (212), el pensamiento acerca del
futuro (213), la elaboracién de juicios sociales y emocionales sobre uno mismo y sobre los
demas (214), la elaboracion de juicios morales (215) y la ejecucion de algunas tareas

relacionadas con la teoria de la mente (216).

En definitiva, la DMN se encontraria activada durante procesos mentales relacionados con el
self (211) o durante la elaboracién de simulaciones e hipétesis mentales sobre el mundo (217),
todos ellos de relevancia evidente en los trastornos psiquiatricos. En este sentido, la alteracion
de la DMN en pacientes con TLP podria explicar sintomas como la alteracién de la identidad.
Sin embargo, la impulsividad y la disregulacion emocional (sintomas cardinales en el TLP) se
explicarian mejor por alteraciones en las conexiones fronto-limbicas (cortex prefrontal medial y

amigdala) descritas por Price y Drevets (198).

Parece que tanto las areas corticales prefrontales como las areas subcorticales (complejo
amigdala-hipocampo y el cuerpo estriado ventral) pueden ser claves en el proceso de
regulacién emocional, la cognicion y el comportamiento en pacientes con TLP (112,201,218).
Los pacientes con TLP presentan una disfuncién de la DMN, tal y como ocurre en otros
trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno afectivo mayor y el autismo (140—
143).

5.3. Estudio 3. Neuroimagen funcional en reposo y analisis de difusion.

Converging Medial Frontal Resting State and Diffusion-Bases Abnormalities in
Borderline Personality Disorder.

En este ultimo estudio de la tesis, se han combinado mapas creados a partir de las
modalidades fMRI en reposo (resting state) e imagenes de difusion de las secuencias
estructurales de la MRI. Se trata de un estudio de cerebro entero sin dirigir el analisis a unas
ROI's predeterminadas y que tiene como objetivo caracterizar de forma mas extensa las
anomalias en los pacientes con TLP. Se trata del primer estudio publicado que implementa las
medidas de resting state ALFF y GBC para evaluar pacientes con TLP.

Aunque las diferencias estan presentes en diversas areas del cerebro, resultan de especial
interés las alteraciones halladas mediante las diferentes técnicas de neuroimagen en
estructuras fronto-mediales. Estas anomalias coinciden con los hallazgos previos en el TLP de
otras modalidades de fMRI y podrian nuevamente explicar muchos de los rasgos de

comportamiento del trastorno, como se ha ido mencionado a lo largo de esta tesis.
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La localizacién perigenual de las anomalias halladas se superpone con las areas que se hallan
activamente involucradas en el control cognitivo, la impulsividad, la recompensa y la regulacién

emocional (219,220), todas ellas funciones alteradas en los pacientes con TLP.

Desde el punto de vista estructural en los analisis de difusién (DTI), las anomalias frontales en
sustancia blanca reflejadas en los resultados de este estudio concuerdan con algunos de los
estudios previos (100,101,221), pero el aumento bilateral observado en difusion media (MD),
principalmente en sustancia gris, representa un nuevo hallazgo. Los cambios en la difusién
media (MD) han sido relacionados en estudios previos con cambios en la sustancia gris (222),
lo que sugiere que el aumento de difusibn media hallado en nuestro trabajo esta
probablemente relacionado con una reduccién de volumen de sustancia gris en las areas
afectadas. Sin embargo, y al margen del analisis estructural de esta tesis, sélo hay un estudio
morfométrico mediante VBM en el TLP que reporta alteraciones bilaterales extensas y similares
(207), pero que utilizé un valor de p no corregido de 0,001.

Entre las estructuras de la sustancia blanca frontal, se observaron descensos en anisotropia
fraccional (FA) en el fasciculo uncinado y en el fasciculo fronto-occipital inferior de la corona
radiata. Existen alteraciones similares en los pacientes con psicopatia, que sugerian una
posible disminuciéon de la conectividad en la red limbica amigdala-orbitofrontal a través del
fasciculo uncinado (223). Otro estudio reporta también reducciones de FA en la misma region,
asociandose a la susceptibilidad a la recompensa y al castigo (224), dos aspectos que se
encuentran alterados también en pacientes con TLP (225). Ademas, Joutsa et al. (226)
reportaron una reduccion de la integridad de la sustancia blanca en los fasciculos uncinados en
pacientes jugadores patologicos. El fasciculo uncinado es una via asociativa ventral que
conecta el I6bulo temporal anterior con la corteza orbitofrontal medial y lateral (227,228)
implicada en la regulacién emocional y el procesamiento de la memoria (229,230). La
convergencia de los resultados en los diferentes estudios hace pensar que el tracto uncinado
desempefa un papel importante en la impulsividad, la recompensa y el control de la conducta
también en los pacientes con TLP.

En este tercer estudio también hemos observado una reduccién de la sustancia blanca en el
genu y el cuerpo del cuerpo calloso. Este resultado sugiere una posible alteracion en la
conectividad estructural interhemisférica entre las regiones prefrontales tal y como se ha
descrito en varios estudios previos en el TLP (101,221). Sin embargo, Zanetti et al (231)
aportan una evidencia contradictoria al respecto.

La conectividad andmala en el cuerpo calloso también se ha visto relacionada con la
desregulacion afectiva en el trastorno bipolar (232,233), siendo este ultimo un trastorno que
tiene una estrecha relacion sintomatica con el TLP. Varios estudios han reportado una posible
relaciéon entre el abuso infantil, el trauma y el tamano reducido del cuerpo calloso (234,235),
incluyendo el estudio de Rusch et al. (236) realizado en pacientes con TLP. Por todo ello, son
necesarios mas estudios mediante tractografia para averiguar la relevancia de las alteraciones

del cuerpo calloso y su efecto sobre la conectividad interhemisférica.
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Por lo que respecta a los analisis funcionales en reposo, a continuacion, se discuten los
hallazgos hallados en la ALFF y la GBC. El complejo amigdala-hipocampo, diana de interés en
estudios previos de TLP basados en ROI’s, ha resultado ser clave en nuestro estudio por su
relevancia en los resultados de los analisis ALFF en cerebro entero. La alteracion observada en
el hipocampo izquierdo y en la amigdala refleja un aumento de las fluctuaciones de ALFF en
reposo en los pacientes con TLP, lo que puede interpretarse como una mayor actividad durante
el reposo de estas estructuras. A primera vista, este hallazgo puede no parecer congruente con
el meta-analisis de Ruocco (124). Este meta-analisis reporta menos activacién en la amigdala
tras estimulos de valencia negativa, lo cual puede interpretarse como una menor reactividad de
la amigdala en pacientes con TLP. Sin embargo, debido a que los estudios de fMRI basados en
tareas comparan la actividad cerebral en relacion con una linea basal de actividad, se puede
concluir de nuestros resultados que tal hipoactivacion reportada por Ruocco y colaboradores
podria deberse probablemente a que la amigdala de los pacientes con TLP ya estuviera
hiperactivada en reposo. Es probable que esta hiperactividad amigdalar formase parte del
sustrato neurobioldgico para la hiperreactividad emocional propia del TLP.

En contraste, las reducciones en ALFF halladas en nuestro estudio se encuentran en regiones
distantes a las regiones frontal y limbica. Aunque estos resultados no pueden relacionarse
facilmente con los hallazgos previos en el TLP, se ha observado un patrén similar de reduccion
de ALFF en la esquizofrenia (237,238), la depresién (239) y el trastorno obsesivo-compulsivo

(240), y probablemente se asocie con déficits inespecificos de todos estos trastornos.

Por otro lado, cabe también destacar el aumento de la GBC observado en el cingulado anterior.
Este hallazgo esta en consonancia con el analisis adicional llevado a cabo en nuestro estudio y
que muestra una mayor conectividad entre el cluster de hipocampo-amigdala izquierdos
(derivados de la ALFF) y un anico cluster pequefio en la region frontomedial. Estos hallazgos
coinciden con el estudio de Cullen y colaboradores (116), que observé una mayor conectividad
entre las ROI's de la amigdala con la corteza perigenual bajo estimulos relacionados con el
miedo. El aumento en la GBC en el cingulado anterior es relevante también puesto que esta
region representa un nucleo importante de la Default Mode Network (133). Como ya se ha
explicado con anterioridad, esta red esta activa durante los periodos de reposo y esta asociada
con la realizacion de evaluaciones en referencia a uno mismo, la introspeccion y la
recuperacion de la memoria autobiografica (241,242). Considerando que los pacientes con TLP
experimentan conflictos constantes asociados a sus dificultades para la regulacién emocional,
parece que el aumento de conectividad del cortex cingulado anterior observado en nuestro
estudio podria tener relacion con un uso excesivo de dicha estructura, que se vincularia al
constante procesamiento del propio conflicto y al pensamiento interno en estos pacientes. La
hiperconectividad observada entre el cortex cingulado anterior y la amigdala izquierda

concuerda con la funcion definida por los estudios tedricos en animales sobre las conexiones
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fronto-limbicas. Estas conexiones actuarian como moduladores del control cognitivo-emocional
de la conducta (243,244) y podrian estar involucradas en las interferencias reportadas en
estudios fMRI en los que se combinan tareas emocionales, cognitivas o de inhibicion
(123,201,202,244). En general, los resultados del estudio apoyarian el modelo tedrico que
asume que la amigdala, durante el procesamiento emocional, esta modulada por estructuras
fronto-mediales que controlan el comportamiento asociado a estas mismas emociones. Las
alteraciones en esta capacidad de modulacion y conectividad actuarian como responsables de
algunos de sus rasgos clinicos y de conducta de los pacientes con TLP.

Las correlaciones halladas entre las alteraciones en la imagen y algunas variables clinicas
aportan solidez a los resultados. A mayor gravedad clinica (puntuaciones de BSL-23 mas
elevadas) parece existir tanto mayor ALFF como valores mayores de MD en los pacientes. Sin
embargo, estas relaciones deben tomarse con precaucién, puesto que se trata de correlaciones
moderadas y que no se mantienen tras la correccion por multiples comparaciones.

Por otro lado, aunque se observa una relacion significativa entre niveles anormalmente bajos
de GBC y los items de disregulacion emocional de la escala DIB-R, las comparaciones
restantes con el resto de los apartados de la DIB-R no son significativas. Esto puede deberse a
que la DIB-R es principalmente una herramienta diagnéstica y no una escala disefiada para
cuantificar la gravedad clinica.

Por dltimo, los resultados de conectividad de los dos clusteres de GBC significativos también
merecen una mencién. En primer lugar, la falta de alteraciones significativas de conectividad en
la region pregenual (que, de hecho, muestra aumento de GBC en sujetos con TLP) puede
resultar algo inesperado. Debido a que la GBC cuantifica un promedio de correlaciones con
todos los voxeles de materia gris, la explicacion mas plausible para ese resultado seria que el
aumento en la GBG pregenual resultase de un incremento moderado (aunque consistente) en
la conectividad de dicha regién con otras regiones cerebrales, alcanzando asi individualmente
un nivel de significacion estadistica. Este conjunto de regiones cerebrales incluiria el cluster de
GBC en el I6bulo temporal derecho, que muestra una conectividad significativamente mayor
con la corteza frontal medial. Sin embargo, debido a que el I6bulo temporal derecho presenta
una GBC disminuida en los pacientes, este resultado parece poco congruente. Una explicaciéon
factible podria ser una moderada pero generalizada reduccion de las correlaciones del I6bulo

temporal derecho con un gran conjunto de areas cerebrales diferentes.

Como conclusion, los resultados de este estudio confirman que la alteracién estructural y
funcional en sujetos con TLP afecta a estructuras temporo-limbicas y fronto-mediales y a su
conectividad. Estas estructuras ya han estado ampliamente correlacionadas con los sintomas
de los pacientes con TLP en estudios previos. Sin embargo, las altas tasas de remision clinica
a largo plazo que muestran estudios de seguimiento (245,246) sugieren que estas anomalias

podrian ser reversibles.
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6. CONCLUSIONES FINALES

115



116



Neuroimagen del Trastorno Limite de la Personalidad

6. CONCLUSIONES FINALES

La presente tesis doctoral ha consistido en la evaluacion de una muestra de pacientes
diagnosticados de TLP en comparacion con una muestra de controles sanos mediante: 1)
neuroimagen estructural (MRI) con analisis VBM y analisis de imagenes de difusion y 2)
neuroimagen funcional (fMRI) durante la realizaciéon de la tarea n-back y durante estado de

reposo.

Si bien se trata de la misma muestra de pacientes con 97 pacientes evaluados, las muestras
resultan diferentes en numero en funcion del nimero de imagenes validas obtenidas para cada
modalidad, resultando de la siguiente manera: 76 pacientes para la neuroimagen estructural
VBM, 67 pacientes para la neuroimagen funcional mediante la realizacién del paradigma
cognitivo n-back, 60 pacientes para el analisis de resting state de la neuroimagen funcional y

43 pacientes para el analisis de difusion.

El orden de obtencién de las secuencias MRI/fMRI fue siempre idéntico (ver diagrama 1, disefio
y fases estudio). Sin embargo, ya sea por factores de movimiento, anomalias técnicas durante
la adquisicion de imagenes o simplemente porque no aguantaron la duracién completa de la
MRI/fMRI por ansiedad, agorafobia o cansancio; algunos pacientes no disponen de alguna
modalidad de imagen. De ahi las disparidades en los tamafos de la muestra para cada

modalidad.

El analisis estructural mediante VBM muestra reducciones de volumen en pacientes respecto a
controles sanos en cortex dorsolateral prefrontal bilateral y en coértex frontal ventromedial,
especialmente en la porcion subgenual. En hipocampo y amigdala, regiones de interés de la
literatura previa, no se replica la reducciéon de volumen de estudios previos. De hecho, existe
una tendencia al agrandamiento de ambas estructuras. Los cambios no mostraron
correlaciones respecto a controles ni con el antecedente de trastorno depresivo mayor ni con la
medicacion antipsicotica.

El analisis estructural con analisis de difusién (DTI) muestra alteraciones en la difusividad
media (MD). Como medida de evaluaciéon de la integridad de la sustancia gris, la MD se
encuentra aumentada en el TLP respecto a controles en regiones anteriores especialmente de
sustancia gris incluyendo el cértex orbitofrontal medial bilateral, la insula bilateral, el cértex pre
y postcentral, el polo anterior de los I6bulos temporales y el cingulado anterior. También se
pone de manifiesto alteraciones de la anisotropia fraccional (FA). Como medida de evaluacién
de la integridad de la sustancia blanca, la FA se encuentra disminuida en el TLP respecto a

controles en el genu y cuerpo del cuerpo calloso, parte de la corona radiata, la capsula externa
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(incluyendo el fasciculo uncinado y el fronto-occipital inferior) entre otras estructuras de
sustancia blanca. No se observaron correlaciones significativas con los dominios de regulacion
emocional e impulsividad de la escala DIB-R. Las areas de aumento de MD en los pacientes
mostraron una tendencia (aunque no significativa) hacia una correlacion positiva con las

puntuaciones de la escala de severidad BSL-23 (a mayor severidad, mayor MD).

El analisis funcional durante la tarea n-back puso de manifiesto un fallo de deactivacion
durante la realizacion de la tarea en los pacientes con TLP respecto a controles en las dos
regiones mediales de la Default Mode Network, asi como en cortex temporal bilateral, la regién
parahipocampal, hipocampo y amigdala. Se observé también un aumento de activacion
bilateral en la cabeza del nucleo caudado en pacientes respecto a los controles sanos. Por
ultimo, se hallé una reduccién de la activacion unicamente presente en el contraste 2-back vs
1-back (relacionada con la memoria de trabajo y el nivel de complejidad de la tarea) en el
cortex prefrontal y el cértex parietal inferior izquierdo. Los cambios no mostraron relacién ni con
el antecedente de trastorno depresivo mayor ni con la medicacion antipsicotica.

El analisis funcional en reposo (resting state) muestra alteraciones en la conectividad cerebral
global (GBC). Como medida de la conectividad en reposo de cada véxel con el resto de las
regiones cerebrales, la GBC se ha encontrado: 1) aumentada en el TLP respecto a controles
en la zona frontal medial (cingulado anterior pregenual), lo que traduciria un fallo de
desconexion en reposo de esa zona; 2) disminuida en pacientes respecto controles en Iébulo
temporal derecho. También se hallaron alteraciones en la amplitud de las fluctuaciones de baja
frecuencia (ALFF). Como medida de la actividad espontanea en reposo, la ALFF se ha hallado:
1) aumentada en el TLP respecto a controles en hipocampo, amigdala y putamen izquierdos; 2)
disminuida en pacientes respecto a controles en Iébulos occipitales, en precuneus derecho y en
cortex cingulado posterior dorsal.

En un analisis de segundo nivel, la amigdala izquierda (una de las regiones de aumento de
ALFF) mostré una mayor conectividad con la zona frontal medial en los pacientes respecto a
los controles. Las areas de reducciéon de GBC en los pacientes mostraron una correlacion
negativa con el dominio de la regulacion emocional de la DIB-R (a mas disregulacion
emocional, menor GBC), no asi con el dominio de la impulsividad. Las areas con incremento en
la ALFF en los pacientes mostraron una correlacién positiva con las puntuaciones de la escala

de severidad BSL-23 (a mayor severidad, mayor ALFF).

Tomando los hallazgos de los tres articulos en su conjunto, parece existir una confluencia de
todas las alteraciones de neuroimagen estructural y funcional en la zona frontal medial de
sustancia blanca y gris, asi como en estructuras subcorticales, principalmente amigdala e
hipocampo. Las alteraciones estructurales y funcionales halladas en los tres estudios podrian
explicar de alguna manera la conducta observada en los pacientes con TLP. En primer lugar,
todas las alteraciones descritas parecen apuntar hacia una disfuncion del circuito fronto-

limbico-basal, dando soporte al correlato clinico-anatomico del TLP, donde la disregulacién
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emocional, la impulsividad, las distorsiones cognitivas y las dificultades de las relaciones
interpersonales de los pacientes cobrarian sentido.

El fallo de deactivacion hallado en el cértex frontal medial en los pacientes con TLP, asi como
la evidencia de los cambios de conectividad en estado de reposo, puede ayudar a una mejor
comprension del TLP. Por un lado, los hallazgos deberian afiadir al TLP a la lista de trastornos
psiquiatricos —entre otros la esquizofrenia, el trastorno afectivo mayor y el autismo— que
parecen caracterizarse también por una disfuncion en la Default Mode Network. Asi mismo,
seria posible especular que la disfuncién en la Default Mode Network tuviera relacién con la
dificultad que tienen los pacientes con TLP para redirigir su atencion, frecuentemente
focalizada en pensamientos y juicios internos generalmente de valencia negativa, hacia la

resolucion de las tareas que acontecen en el medio.
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7. LIMITACIONES, PUNTOS FUERTES Y LINEAS DE FUTURO

Existen algunas limitaciones en los estudios llevados a cabo. En primer lugar, se debe tener en
cuenta que algunos pacientes estaban bajo tratamiento antidepresivo y antipsicoético, algo que
puede afectar a la estructura y funcionalidad cerebral, especialmente en relacién con el posible
efecto de los farmacos antipsicoticos. De cara a comprobar este punto, se han realizado los
analisis pertinentes de la submuestra que tomaba antipsicéticos en el analisis estructural y n-
back. No se han observado diferencias entre paciente tratados y no tratados con farmacos

antipsicéticos, si bien el numero de sujetos en cada submuestra era bajo.

En segundo lugar, el TLP se asocia con un gran numeros de trastornos comodrbidos como el
trastorno depresivo mayor (entidad para la que también se reportan cambios estructurales), asi
como el consumo de sustancias (247,248) y el trastorno por estrés post-traumatico, si bien esta
ultima asociacién no esta claramente definida (88,249). Aunque la muestra tenia un tamafio
considerable, puede que las submuestras con y sin antecedentes de depresion mayor no
hayan sido suficientes para detectar diferencias debidas a la presencia de este antecedente.
Por otro lado, aunque se excluyeron los pacientes con abusos de sustancias durante los 6
meses previos al estudio, no se realizé evaluacién acerca del trastorno por estrés post-
traumatico. Ademas, y en contraste con algunos estudios previos con VBM, no se evaluaron a
los controles sanos en cuanto a la existencia de trastornos del eje Il de forma sistematizada,

Unicamente mediante una entrevista clinica por parte de psiquiatras y psicélogos clinicos.

Cinéndonos a la neuroimagen funcional, las secuencias de MRI utilizadas tenian algunas
limitaciones; especialmente por el hecho de que se obtuvieron imagenes de MRI funcionales
con un amplio grosor de corte de 7 mm (mas un intersticio de 0,7 mm), lo cual no resulta 6ptimo
para detectar cambios en las estructuras cerebrales mas pequefias. Ademas, aunque no es
una limitacién, los valores individuales medios se introdujeron como covariables en las
comparaciones de ALFF y GBC para reducir la variabilidad y, consecuentemente, los
resultados en estos parametros se refieren a diferencias en relacion con la media de cada

sujeto.

Como ultima limitacién hay que considerar el uso de un escaner de MRI de 1.5 Teslas para la
adquisicion de todas nuestras imagenes, ya que en la actualidad ya se encuentran disponibles

maquinas de MRI de mayor definicion y resolucién con un campo magnético de 3 Teslas.

Como puntos fuertes de los tres estudios y la tesis en general, caben destacar el tamaio de la

muestra, el esfuerzo y el predominio de los analisis de cerebro entero (aunque se hayan
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realizado algunos analisis mediante ROI’s preseleccionadas por los hallazgos en la literatura

previa) asi como el uso de valores de p corregidos por multiples comparaciones.

Teniendo todos los aspectos en cuenta, los estudios presentados pueden ayudar a comprender
mejor el Trastorno Limite de la Personalidad en todas sus dimensiones. Adicionalmente,
futuros estudios dirigidos al abordaje psicofarmacoldgico y psicoterapéutico pueden aportar

mas claridad si cabe al enfoque clinico-terapéutico y a una mejor comprensién del trastorno.
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