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RESUMEN

La vida cotidiana nos confronta con la necesidad de seleccionar respuestas rapidas entre
opciones apropiadas al contexto, basadas en reglas complejas. El diazepam (DZ) es un farmaco
importante en la practica clinica que reduce el estado de alerta y puede interferir con los procesos
cognoscitivos que subyacen a la implementacion de reglas complejas. Existe evidencia
experimental de las diferencias cerebrales anatomicas y funcionales entre hombres y mujeres que
llevan a plantear un efecto sexualmente dimoérfico del DZ asociado al seguimiento de reglas
complejas.

Se estudiaron los efectos del DZ, en comparacion con placebo (PL), en la ejecucion y la
respuesta cerebral (BOLD), utilizando Resonancia Magnética funcional, durante la
implementacion de reglas complejas en hombres y mujeres.

En 18 sujetos saludables (9 mujeres) se midi6 la actividad BOLD durante la ejecucion de
una tarea de seguimiento de reglas complejas con DZ y PL administrados de manera
contrabalanceada en dos sesiones diferentes.

Una dosis de 10 mg de DZ fue suficiente para incrementar los tiempos de reaccion y
reducir la precision en la tarea de seguimiento de reglas pero no en una tarea de control motor
que contenia el mismo tipo de estimulos. Las mujeres cometieron mas errores en la ejecucion de
la tarea que los hombres bajo DZ. En todos los participantes, la implementacion de reglas
complejas con PL activo regiones frontales incluyendo el giro del cingulo. Bajo DZ un mayor
nimero de areas fueron reclutadas durante la tarea en comparacion con PL, especialmente la
region parieto-occipital y el giro temporal medial. Las mujeres en comparacion con los hombres
con PL mostraron un decremento en las regiones activas durante la tarea. Con DZ, se observo
una reduccion de actividad en regiones prefrontales en las mujeres, mientras que los hombres
reclutaron un mayor nimero de areas en la region posterior del cerebro.

Estos hallazgos indican que el DZ podria alterar la actividad neural necesaria para la
implementacion de reglas complejas, apoyando la nocidn que la influencia del DZ en la conducta
va mas alld de los aspectos motores y compromete las funciones cognoscitivas complejas. El
efecto negativo del DZ mas acentuado en las mujeres que en los hombres advierte la importancia

de generar tratamientos farmacoldgicos basados en las diferencias sexuales.



ABSTRACT

Every day life confronts us with the need to select rapid responses between contextually
appropriate choices, based on the combination of sensory cues and complex rules. Diazepam
(DZ), a clinically important drug, reduces alertness and can interfere with the cognitive processes
underlying the implementation of complex rules. Experimental data have shown anatomic and
functional brain differences between men and women that lead us to expect sexual dimorphic

effects of the DZ associated to behavioural guided by complex rules.

We studied DZ effects, compared to placebo (PL), on performance and brain responses
(BOLD), using functional Magnetic Resonance Imaging, during rule implementation, in men and

women.

BOLD activity was measured in 18 healthy subjects (9 women) during a rule-guided task

with DZ and PL administered in two different counterbalanced sessions.

A 10 mg dose of DZ was sufficient to increase reaction times and to reduce accuracy in a
rule-guided task but not in a motor task containing the same stimuli type. Women committed
more errors in the task performance than men under DZ. In all participants with PL,
implementing arbitrary rules activated frontal regions including the cingulate gyrus. Under DZ
more brain areas were recruited during the task compared to PL, especially parieto-occipital
regions, and medial temporal lobe. Women in comparison to men with PL showed a decrease in
active regions during the task. With DZ, a reduction in activity was observed in prefrontal

regions in women, while men recruited more areas in the posterior region of the brain.

These findings indicate that DZ might disrupt the neural activity necessary to implement
complex rules, supporting the notion that DZ influence on behaviour goes beyond motor aspects
that can potentially compromise complex cognitive functions. The negative effect of DZ more
evident in women than in men denote the importance to develop pharmacological treatments

based on sex differences.
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1.INTRODUCCION

Las teorias modernas del procesamiento de la informacion explican las funciones
cognoscitivas en términos del acoplamiento de una gran poblacion de neuronas que se unen
dindmicamente en su actividad (Gray 1999; Singer 1999; von der Malsburg 1999; Wolfe & Cave
1999). Diferentes trabajos experimentales sefialan que la actividad coherente de multiples areas
corticales distribuidas desempefia un papel crucial en las funciones cognoscitivas (Silberstein et
al. 2004; Tononi & Edelman 1998) y en el nivel de consciencia (Corsi-Cabrera et al. 2006; Imas
et al. 2006). Se sugiere que poblaciones neuronales especificas desempefian operaciones
elementales, mientras que las funciones complejas requieren de la integracion de diferentes
operaciones en toda la corteza cerebral (Tononi & Edelman 1998; Nunez 2000; Fingelkurts
2001). Este complejo dinamismo de interconexiones neuronales obliga a que el sistema tenga un
patron muy preciso tanto temporal como espacial en las respuestas celulares inhibidoras y
excitadoras. Si se rompe el balance entre excitacion e inhibicion las redes neuronales se
modifican y cambian su actividad, lo cual puede verse reflejado en la conducta. Existen

diferentes técnicas que nos dan informacion de la actividad cerebral.

Una de las técnicas que ha permitido estudiar la funcion del cerebro en humanos es la
Resonancia Magnética funcional (RMf). Esta técnica de neuroimagen no es invasiva, lo que
permite acceder a la actividad neural de personas saludables y no hay restricciones en cuanto al
namero de estudios que se pueden llevar a cabo en una misma persona, permitiendo un disefio de
investigacion en el que el mismo sujeto sea su propio control. A través de la RMf se mide la
respuesta asociada al nivel de oxigeno en la sangre (BOLD: Blood Oxigen Level Dependent),
debido a que las células requieren de oxigeno para su funcionamiento, los cambios en el nivel de
oxigeno indican la region o regiones cerebrales que incrementaron o disminuyeron su actividad.
Diversos farmacos utilizados actualmente, como las benzodiacepinas, ejercen un efecto directo

en la actividad neural.

Las benzodiacepinas (BZDs) son un grupo de farmacos ampliamente utilizado en la
practica clinica (Alldredge et al. 2001) y de manera no prescrita (Mccabe 2005; Paredes et al.
2008). El diazepam (DZ) es un fdrmaco de la familia de las BZDs que facilita la accioén del
GABA (4cido gamma-aminobutirico), aumentando la inhibicion neuronal. El1 DZ produce un

efecto ansiolitico, aunque también tiene efectos como hipnotico y sedante reduciendo el nivel de



vigilia, lo que puede llevar a efectos colaterales como lentitud de los movimientos y disminucién
de la coordinacion psicomotora (Lucchesi et al. 2003; Greenblatt et al. 2005). También se han
reportado efectos no deseados en diversas funciones cognoscitivas como en la memoria (Mintzer
& Griffiths 1999; Pompéia et al. 2004; Pompéia et al. 2008), la atencion (Carter et al. 1998;
Mintzer & Griffiths 1999; Snyder et al. 2005; Mufioz-Torres et al. 2011), y tareas complejas
(Pompéia et al. 2007) aunque no queda claro si este deterioro cognoscitivo se debe a un efecto
sobre las estructuras involucradas en el nivel de alerta o en redes neuronales que comandan

funciones cognoscitivas complejas.

La vida cotidiana demanda seguir reglas arbitrarias diferentes para cada escenario o
segun el contexto. Muchas veces la conducta que se emite va en contra a lo ya aprendido y se
requiere frenar una respuesta automatizada. Existen situaciones que plantean un conflicto y se
debe inhibir una respuesta habitual. Por ejemplo, si vamos manejando un automovil y perdemos
el control la respuesta automatica es frenar, pero si estamos en un terreno con nieve esa respuesta
no es la adecuada, se necesita acelerar para volver a tener el control del automoévil. Se debe
responder de manera contraintuitiva. En ocasiones el escenario demanda que una conducta

automatica se suspenda o incluso se revierta.

Uno de los principales objetivos de la presente investigacion es conocer como se afecta la
implementacién de reglas complejas que demandan una respuesta contraintuitiva asi como
explorar los correlatos neurales asociados a esta actividad cognoscitiva con placebo (PL) y bajo

los efectos del DZ mediante la técnica de RMf.

La mayoria de las investigaciones se enfocan en estudiar s6lo hombres y en especies
inferiores, machos; asumiendo que ocurre lo mismo en el cerebro femenino. Aunque existe
mayor cantidad de informacion concerniente a lo que ocurre en el cerebro masculino que en el
cerebro femenino, cada vez mas se han desarrollado investigaciones dirigidas a estudiar las
diferencias entre hombres y mujeres en todos los niveles: genético, molecular, celular, sistémico
y conductual, y en dreas como la cognicion, las emociones y la organizacion funcional cerebral
(para una revision ver Corsi-Cabrera et al. 2007). Se sabe que el efecto de las hormonas sexuales
no se limita a la conducta sexual sino que tiene implicaciones en diferentes condiciones como la
actividad locomotora (Copeland et al. 2004; Lightroot 2008), diferentes tareas cognoscitivas
(Solis-Ortiz et al. 2004; Solis-Ortiz & Corsi-Cabrera 2008), la respuesta a condiciones



estresantes (Fernandez-Guasti et al. 1999; Kajantie & Phillips 2005) y la prevalencia de
desérdenes psiquidtricos (Naninck et al. 2011). Esto lleva a plantear un segundo objetivo:
comparar el efecto del DZ entre hombres y mujeres tanto en la actividad neural como en la

ejecucion durante una tarea guiada por reglas complejas.

La investigacion cientifica ha demostrado que las diferencias sexuales tienen un impacto
en el desarrollo del sistema nervioso y en el riesgo de presentar enfermedades
neurodegenerativas, en desordenes psiquiatricos y afectivos, en enfermedades neurologicas y en
la respuesta a diversas drogas. Conocer las diferencias sexuales permite desarrollar tratamientos
especificos que reduzcan los efectos colaterales dependiendo de los diferentes mecanismos de
accion que se activan en hombres y mujeres y ofrece informacion esencial desde un punto de
vista tedrico que permitird un conocimiento mas profundo para el entendimiento del cerebro y la

conducta humana.



2. ANTECEDENTES
2.1 Seguimiento de Reglas Complejas

La vida diaria nos confronta con la necesidad de seguir reglas complejas y seleccionar la
respuesta apropiada entre respuestas competitivas inmersas en un ambiente cambiante. Las reglas
son constructos que podemos aprender de manera explicita como las sefiales de transito o
implicitas como las aprendidas en la interaccion social. Las reglas pueden estar basadas en

asociaciones sencillas de estimulo-respuesta o en esquemas abstractos de mayor complejidad.

Las reglas complejas las podemos definir como el conjunto de instrucciones que van a
guiar la conducta a una meta y que contienen diferentes planes de accion que deben ser ajustados
a un contexto cambiante, en contraste con las reglas simples, que s6lo dejan un plan de accion

sin tomar en cuenta el contexto para seleccionar la respuesta apropiada.

Para seguir una regla son necesarios diferentes procesos cognoscitivos como el
aprendizaje de la regla, el almacenamiento a largo plazo, la recuperacion, el mantenimiento de la
informacion necesaria y finalmente, su implementacion. A continuacion, se exponen diferentes
estudios neuropsicologicos en pacientes con lesion cerebral, estudios de neuroimagen con sujetos
sin alteracion cerebral y estudios electrofisiologicos realizados en monos en los que se han visto
implicadas diferentes redes cerebrales en los distintos procesos cognoscitivos del seguimiento de
reglas. En la Fig. 2.1 se puede ver un esquema que resume los principales sitios corticales

asociados con cada uno de los procesos que subyacen al seguimiento de reglas.

2.1.1 Aprendizaje de la regla

Los primeros estudios dirigidos a estudiar la funcion de la region lateral de la corteza
prefrontal fueron desarrollados en monos y relacionaron esta region con dos aspectos centrales
de la memoria de trabajo: el almacenamiento por un corto tiempo y la manipulacion de la
informacion (Jacobsen 1936). Experimentos posteriores mostraron que las neuronas de la corteza
prefrontal lateral incrementan su tasa de disparos durante el periodo de espera en diferentes
tareas de memoria de trabajo (Fuster & Alexander 1973; Kojima & Goldman-Rakic 1984). Las
propiedades de disparo de estas neuronas mostraron ser selectivas para memorizar claves

especificas de los estimulos (Constantinidis et al. 2001). Estos patrones de disparo se



interpretaron como la “representacion neuronal” de las claves, ya que la actividad neuronal
parece representar la clave, puesto que se encuentra activa aunque la clave ya no esté presente en
el ambiente. Para el aprendizaje del procedimiento de una regla se ha visto implicado
principalmente el neoestriado que comprende el caudado y putamen (Thorn et al. 2010). La
region medial del 16bulo temporal se ha relacionado con la memoria declarativa de la adquisicion

de las reglas (Poldrack et al. 2001).

También la corteza prefrontal lateral se ha implicado en el aprendizaje de reglas tanto en
humanos (Toni et al. 2001) como en primates no humanos (Murray et al. 2000).
Especificamente, las lesiones de la corteza prefrontal ventro-lateral en monos muestran un
deterioro del aprendizaje en tareas asociativas visuomotoras, que requieren que los sujetos usen
una de varias reglas arbitrarias de asociacion entre los estimulos visuales y la respuesta. Estas
lesiones deterioran tanto la habilidad de usar reglas arbitrarias aprendidas antes de la lesion como
la habilidad de aprender nuevas asociaciones (Bussey et al. 2001). El papel de la corteza
prefrontal ventro-lateral en el aprendizaje de asociaciones estimulo-respuesta y estimulo-
estimulo, en parte estd mediado por sus conexiones con la corteza temporal inferior. También se
ha encontrado que monos con lesiones en la corteza prefrontal ventro-lateral presentan un déficit
en el aprendizaje de reglas de igualacion a la muestra (Toni et al. 2001). Lo que sugiere que la
corteza prefrontal ventro-lateral no solo participa en asociaciones simples sino que también en el

aprendizaje de reglas complejas.

Distintos estudios de neuroimagen muestran que las tareas que demandan usar reglas
abstractas activan el polo frontal, la regiéon mas anterior del l6bulo frontal (drea de Brodmann 10,
en el Anexo 1 se muestran las areas de Brodmann (BA)). Christoff y colaboradores (2000; 2009)
observaron un patréon de activacion prefrontal relacionado con el nivel de abstraccion de las
reglas a seguir. Las regiones posteriores de la corteza prefrontal se activaron con informacion
concreta, la informacidon con un nivel moderado de abstraccion reclutd regiones mas anteriores, y
la informacion con un alto nivel de abstraccion se asocid con la activacion del polo frontal.
Encontraron este mismo patron independientemente de la dificultad de la tarea e incluso cuando

los participantes no fueron capaces de llegar a una solucion.



2.1.2 Almacenamiento a largo plazo

El l6bulo temporal ha sido implicado en el almacenamiento a largo plazo de asociaciones
semanticas y no semdanticas (Bussey et al. 2001). Los datos arrojados en un estudio de
neuroimagen en humanos en el que se les instruyd con una clave verbal o no verbal mantener
una regla especifica por un periodo, para luego responder dependiendo de una regla compuesta
conformada por un grupo de contingencias (i.e. “presiona el boton izquierdo si las condiciones
son semejantes y el botoén derecho si no son semejantes”) o una regla simple que contenia un solo
plan de accion (i.e. “presiona el botén izquierdo al final de ensayo”), sugieren que la region
posterior del 16bulo temporal interviene en el significado de las reglas mientras que el trabajo en
conjunto de las cortezas prefrontal ventro-lateral y temporal asociado en la recuperacion del
significado de la regla (Bunge et al. 2003). Apoyando estos hallazgos, se encuentra que
utilizando simbolos de transito conocidos y otros arbitrarios, el 16bulo temporal posterior
izquierdo esta fuertemente modulado por el conocimiento del significado de las reglas (Donohue
et al. 2005). En contraste, la corteza prefrontal ventro-lateral izquierda se ha encontrado
relacionada con la complejidad de la regla durante la presentacion de la clave para seguir una

regla especifica (Bunge et al. 2003).

2.1.3 Recuperacion de la regla

En las tareas cognoscitivas, al final del ensayo los sujetos tienen que tomar decisiones
dependiendo de las reglas en relacion a un estimulo o a un conjunto de estimulos. Para desplegar
la respuesta correcta tendrian que recuperar la regla a seguir. La corteza prefrontal ventro-lateral
ha sido consistentemente involucrada en la recuperacion de la regla. Como en el estudio de
Bunge y colaboradores (2003), mencionado anteriormente, en el que los sujetos deben mantener
la regla por un periodo mientras esperan dar la respuesta, o en estudios en los que examinan la
relacion de los cambios metabdlicos asociados con el aprendizaje de la regla (Toni et al. 2001)
comparando la recuperacion de reglas bien aprendidas con otras reglas aprendidas

insuficientemente (Donohue et al. 2005).

2.1.4 Mantenimiento de la informacion

La corteza prefrontal también se ha relacionado con el mantenimiento de las reglas a lo

largo de la tarea. Sin embargo, la localizacion especifica de la region implicada ha sido diferente



entre varios estudios de neuroimagen. Entre los factores que influyen en las discrepancias entre
estudios es el tipo de regla que tiene que ser mantenida, también si la regla es mantenida
activamente en la memoria de trabajo o si se renueva en cada ensayo cuando aparece el estimulo

“blanco” (Johnson et al. 2003).

2.1.5 Implementacion de la regla

Finalmente, para seleccionar y emitir la respuesta mas adecuada de acuerdo a reglas
arbitrarias y en direccion a una meta se ha visto que la corteza prefrontal ventral juega un papel
central en la seleccion de las acciones en conjunto con el giro del cingulo anterior y las cortezas
motoras suplementaria, premotora y motora primaria las cuales participan en la emision de las

respuestas.

Hoshi (2008) examina los mecanismos neuronales de la interaccion entre la
representacion de una regla con el sistema motor y encuentra una organizacion jerarquica con el
l16bulo prefrontal para el control motor, al comparar la actividad neuronal de las cortezas motora
primaria, premotora y prefrontal lateral. Las neuronas de la corteza prefrontal lateral codifican
las reglas de la tarea, en tanto que las neuronas de las cortezas premotora y motora primaria,

estan involucradas en la planeacion y la ejecucion del movimiento, respectivamente.

La mayoria de las tareas empleadas presentan estimulos visuales por lo que se espera la
participacion de la corteza occipital para codificar las caracteristicas de los elementos. Un gran
numero de evidencias apuntan a distinguir dos vias neuronales principales en la corteza visual: la
via ventral y la via dorsal (Mishkin & Ungerleider 1982). La via ventral proyecta de la corteza
visual a la corteza temporal inferior e interviene en la identificacion de los objetos. En contraste,
la via dorsal proyecta de la corteza visual a la corteza parietal y participa en la localizacion de los
objetos. La corteza temporal inferior tiene conexiones con la corteza prefrontal, en especial con
la region ventro-lateral (Petrides & Pandya 1984). En cambio, la corteza parietal proyecta tanto a
las cortezas premotora y motora primaria como a la corteza prefrontal dorsolateral (Petrides &
Pandya 1984). Los datos anatdmicos muestran que la corteza prefrontal dorsolateral envia
proyecciones directamente al lobulo parietal y a las areas motoras (premotora y motora

suplementaria) (Petrides & Pandya 1999); cerrando el ciclo de percepcion de estimulos,



seguimiento de una regla o conjunto de reglas; y accion, desplegando la respuesta motora

previamente decidida.

g Aprendizaje
0 Almacenamiento
A Recuperacion
$3 Mantenimiento

+Imp|emontacién

Fig. 2.1 Principales sitios corticales relacionados con los diferentes pasos del seguimiento de
reglas en diferentes experimentos (ver la seccién 2.1 del texto), esquematizados en una vista
lateral de los hemisferios derecho e izquierdo y una vista basal del cerebro.

2.2 Inhibicion de Respuestas

Las reglas a seguir pueden requerir la inhibicidon de respuestas motoras orientadas a algiin
objetivo especifico. Resulta central en el control de la planeacion y ejecucion de una conducta
orientada por una meta, la habilidad para seleccionar acciones apropiadas que sean ventajosas
conductualmente asi como la supresion de acciones que sean inapropiadas en un contexto
especifico, o innecesarias porque interfieren con otra meta cognoscitiva y/o motora o porque se
trata de respuestas impulsivas o automaticas. En otras palabras, la inhibicién de una respuesta es
un proceso cognoscitivo y motor para cancelar una accion planeada o suprimir acciones

inapropiadas o respuestas impulsivas.

Los pacientes con lesion en la corteza frontal han mostrado un deterioro en la inhibicion
de sus respuestas. Especificamente, la region medial del giro superior (Picton et al. 2007,

Simmonds et al. 2008) y el giro frontal inferior derecho (Aron et al. 2003; Aron & Poldrack



2006; Chambers et al. 2007) se han visto consistentemente involucrados en la inhibicion de
respuestas. Asi como una red que abarca regiones de los 16bulos temporal y parietal (Rubia et al.

2001; Aron & Poldrack 2006; Cai & Leung 2009).

Uno de los paradigmas principales para medir la inhibicion de respuestas es Go/No-go, el
cual demanda responder a un estimulo presentado frecuentemente y no responder a los estimulos
poco frecuentes, generalmente la relacion es de 3:1 entre los estimulos frecuentes e infrecuentes
y se han utilizado estimulos visuales y auditivos. La tarea se centra en el estimulo Go, generando
una inercia a responder e incrementando el esfuerzo necesario para inhibir la respuesta en lo

estimulos No-go.

En diversos estudios se ha visto que pacientes con lesiones en los 16bulos frontales
presentan mads errores en los estimulos No-go en comparacidon con pacientes que tienen lesiones
en otra region cortical (Drewe 1975a; 1975b; Décary & Richer 1995; Picton et al., 2007). Al
analizar mas a detalle el tipo de errores y la regién frontal especifica de la lesion Picton y
colaboradores (2007) encuentran que los pacientes con lesiones en la region medial superior de
los 16bulos frontales, en particular en la porcion superior del area 6 de Brodmann, incluyendo
areas motoras suplementaria y premotora del hemisferio izquierdo tuvieron un incremento en el
numero de falsos positivos; mientras que los pacientes con lesion de la region anterior del giro
del cingulo (BA 24 y 32) o en la corteza prefrontal ventro-lateral (BA 44, 45 y 47) del hemisferio

derecho respondieron mas lentamente y con mayor variabilidad en sus tiempos de reaccion.

En investigaciones utilizando RMf donde evaliian la diferencia en activacion entre una
tarea Go/No-go y otra tarea Go muy simple encontraron un incremento bilateral del giro del
cingulo y diferentes regiones del prefrontal (Casey et al. 1997); aunque no ha habido
consistencia en cuanto a si la activacion es mayor en el hemisferio derecho (Kawashima et al.
1996) o el izquierdo (Rubia et al. 2001). Los estudios con fMRI también indican que la
inhibicién de respuestas esta asociada con la activacion difundida en regiones prefrontales.
Buchsbaum y colaboradores (2005) elaboraron un meta-analisis con 18 estudios Go/No-go.
Encontraron grupos de activaciones (clusters) en 14 regiones cerebrales diferentes. Los clusters
mas grandes correspondian a regiones frontales como los giros frontales medio e inferior (BA 44
y 46), el giro frontal medial (BA 6), y el giro del cingulo derecho (BA 39 y 40). En otro meta-

analisis, llevado a cabo de sus propios estudios, Garavan y colaboradores (2006) encontraron un



incremento de actividad en la corteza prefrontal dorsolateral derecha (BA 9, 10, 44 y 46) y en el
giro del cingulo anterior derecho (BA 32) durante la ejecucion del paradigma Go/No-go, aunque

también se vieron involucradas areas de la corteza prefrontal izquierda (BA 6, 9 y 46).

Otro paradigma utilizado, para medir la inhibicién de respuestas, es la tarea de sefial de
alto (stop-signal task) que requiere responder al estimulo frecuente y suprimir la respuesta
ocasionalmente, cuando el estimulo “blanco” es precedido por la sefal de alto. Se ha reportado
un serio deterioro en la ejecucion de esta tarea en pacientes que presentan lesiones en el giro
frontal inferior derecho (Aron et al. 2003). Incluso, la ejecucion de esta tarea disminuyo
temporalmente en sujetos sanos a quienes se les aplico estimulacidon magnética transcraneal,
método utilizado para inhibir las neuronas del giro frontal inferior derecho, mientras que la
estimulacion de la corteza contralateral no ejercié el mismo efecto conductual (Chambers et al.
2007). Sin embargo, Li y colaboradores (2006) encontraron relacionada la eficiencia en la
inhibicion de respuestas con activacion del giro frontal superior (BA 8) y el giro precentral (BA

9) izquierdos.
2.3 Benzodiacepinas y Sistema GABAérgico

Las benzodiacepinas (BZDs) son un grupo de farmacos ampliamente utilizado en la
practica clinica (Alldredge et al. 2001) y de manera no prescrita (Mccabe 2005; Paredes et al.
2008), tienen efectos ansioliticos, aunque también presentan efectos como hipnoticos, relajantes
musculares, anticonvulsivos y se utilizan de manera complementaria con anestésicos generales
(Rang et al. 2001). Para que un farmaco actue es necesario que llegue al sitio de accion
atravesando distintas barreras orgdnicas como la barrera hematoencefalica. Las BZDs son
farmacos con una alta liposolubilidad por lo que llegan facilmente al cerebro. Se absorben
completamente por via oral y alcanzan su concentracion maxima en sangre de 1 a 4 horas, con
variaciones que dependen de: la BZD administrada, la via de administracion y las caracteristicas

individuales. En la Tabla 2.1 se muestran las caracteristicas farmacocinéticas de algunas BZDs.
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Tabla 2.1 Caracteristicas farmacocinéticas de algunas benzodiacepinas.

Ejemplos de BZDs Tmax oral (h) T% (h) Union a Liposolubilidad
proteinas (%)

DE ACCION

CORTA/RAPIDA

Midazolam 0.3 1.3-3.2 96 1.54

Triazolam 1.2 2.2 77 0.64

DE ACCION

INTERMEDIA

Bromazepam 1 10-20 70 0.24

Flunitrazepam 1 15-30 78 0.31

Lorazepam 1.2 9-22 85 0.48

DE ACCION

LARGA

Clorazepato 0.9 24-60 82

Clordiazepéxido 1-4 6-28 94-97

Flurazepam 1 40-100 96

Diazepam 1 20-100 96-98 1.0

Tmax oral = concentracidn maxima en sangre por via oral, T' = vida media del farmaco
9 2

h = reportado en horas (Modificado de Moro & Lizasoain 2003).

El mecanismo de accion de las BZDs se lleva a cabo en el sistema del acido gamma-
aminobutirico (GABA), el principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro de los mamiferos
(Sivilotti & Nistri 1991). Las BZDs ejercen su accion en el receptor GABA,, al unirse a ¢él,
producen un cambio en la conformacién de las subunidades permitiendo que los iones de cloro
(CI') extracelular fluyan al interior de la neurona, alejandola del umbral de disparo. En bajas
concentraciones las BZDs incrementan la frecuencia de apertura del canal de Cl° (Martin et al.
1993). Se estima que aproximadamente el 40% de las sinapsis en el sistema nervioso central

(SNC) son GABA¢érgicas (Christensen & Fonnum 1992).

2.3.1 Sistema GABAérgico

El GABA es sintetizado a partir del glutamato por medio de la enzima glutamato

descarboxilasa (GAD), es liberado a la hendidura sindptica y su accion acaba al ser recapturado
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por el transportador (GAT) localizado en la presinapsis o en la célula glial, donde es
metabolizado a glutamato y posteriormente a glutamina para liberarse y entrar a la neurona e
inicie de nuevo la sintesis de GABA. Se han descrito 3 clases diferentes de receptores a GABA,

los receptores GABA,, GABAg y GABAC.

Los receptores GABA4 son proteinas transmembranales que conforman un canal i6nico
por el que fluye el CI'; los receptores GABAg estan acoplados a la proteina G con lo que se
activan cascadas de segundos mensajeros en el interior de la célula. Los receptores GABA¢
también son ion6foros de CI, pero a diferencia del receptor GABA, son insensibles a las
benzodiacepinas, los barbituricos y el baclofeno. El sistema GABAérgico es de gran importancia
ya que juega un papel central en la regulacion de la excitabilidad del cerebro, y muchas
sustancias importantes como las BZDs, los barbituricos, el etanol, algunos neuroesteroides,
anticonvulsivantes y anestésicos generales interactuan con los receptores a GABA para ejercer su
efecto farmacoldgico. Existen datos de modelos sindpticos que sugieren que el receptor GABA 4

trabaja en el SNC como modulador y sincronizador de redes neurales (Jedlicka & Backus 2006).

2.3.2 Subunidades del receptor GABA,

El receptor GABAA es un ensamble pentamérico derivado de la combinacion de
diferentes subunidades, el cual se expresa en el SNC y el SN periférico. Entre las unidades
identificadas en el cerebro de mamiferos estan: a;-as, B1-B3, Y1-¥3, 0, € Ty p1- p3 (Olsen & Tobin
1990; Burt & Kamatchi 1991; Davies et al. 1997). Aunque se ha investigado la distribucion de
las principales subunidades en diferentes regiones cerebrales (Wisden et al. 1992) resulta
complicado esclarecer los ensambles presentes en el cerebro ya que desde el punto de vista

teorico se podrian formar numerosos tipos de combinaciones.

Existen reportes que indican que las subunidades a;, B3 y y2 coexisten en diferentes
receptores (Pritchett & Seeburg 1991; Benke et al. 1994) y que la combinaciéon de subunidades
mas abundante incluye dos o, dos y y una 3 (Backus et al. 1993) o dos a, dos B y una y (Chang
et al. 1998). Existen estudios dirigidos a localizar el sitio de union de diversas sustancias en los
receptores GABA,. El sitio de las BZDs esta localizado en la entre las subunidades o y y
(Zezula et al. 1996). Asi, el receptor que contiene dos isoformas de la subunidad a y dos y

contiene dos sitios en los que se unen las BZDs (Khan et al. 1996). Los diferentes tipos de
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receptores GABA,4 con los que interaccionan las BZDs se han asociado con diferentes aspectos
farmacoldgicos producidos por estos farmacos. Por ejemplo, el subtipo con subunidades a; esta
asociado con sedacion (McKernan et al. 2000) mientras que los subtipos a, y a3 median los

efectos ansioliticos (Dias et al. 2005).

2.3.3 Distribucion del Receptor GABA,4

En animales se ha estudiado tanto la distribucion como la afinidad que tienen diferentes
drogas con los receptores GABA, utilizando autoradiografia y animales knockout, (ver Korpi et
al. 2002). En humanos es posible visualizar y cuantificar los receptores a BZDs in vivo con dos
técnicas de medicina nuclear: SPECT (single-photon emission computed tomography) y PET
(positron emission tomography). Con SPECT se puede detectar la recaptura y el enriquecimiento
regional de radiotrazadores marcados con is6topos que emiten protones de baja energia y el PET
permite cuantificar dindmicamente la distribucion cerebral por regiones de radio-farmacos

marcados con is6topos que emiten positrones (Ollinger & Fessler 1997).

El flumazenil fue el primer antagonista potente al sitio de las BZDs marcado para
utilizarlo con PET (Hantraye et al. 1984; Maziere et al. 1984). Poco después, se marco el
iomazenil para usarlo en el SPECT (Beer et al. 1990). Ambos compuestos presentan tasas de
unién altamente especificas lo que representa la distribucién de los receptores a BZDs en el
cerebro. Griinder y colaboradores (2001) encuentran la expresion de estos receptores en orden
decreciente en la corteza occipital, la corteza temporal, el cerebelo, el tdlamo y el puente. En otro
estudio se encontrd que el sitio con mayor unidon del flumazenil fue la corteza occipital medial
seguida de la corteza frontal, el cerebelo, el tdlamo, el estriado y el puente (Persson et al. 1985).
También se ha reportado la presencia de los receptores a BZDs en el giro del cingulo, en el
estriado, el hipocampo y en la corteza insular (Abadie et al. 1992; Abi-Dargham et al. 1994;
1995; Abadie et al. 1996; Maeda et al. 2003; Salmi et al. 2008). Como se puede ver, la amplia
distribucion de receptores a BZD no so6lo en estructuras relacionadas con sus efectos terapéuticos
sino en circuitos importantes para los procesos cognoscitivos sugiere un detrimento en la
actividad cerebral que pudiera verse reflejado en la ejecucion de tareas cognoscitivas cuando se

administran compuestos agonistas al GABA como el diazepam.
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2.4 Efectos Cognoscitivos de las Benzodiacepinas

Al reducir el nivel de alerta las BZDs pueden generar efectos no deseados como
somnolencia y afectar la ejecucion en una gran variedad de tareas, que van desde aquellas que
tienen una carga cognoscitiva pequefa, como oprimir un boton repetidamente lo mas rapido
posible (finger tapping) (Curran et al. 1998; Mintzer et al. 2001) y movimientos oculares
(Masson et al. 2000) hasta otras que involucran cargas cognoscitivas mayores. Por ejemplo, las
tareas atencionales que se han reportado que se afectan con las BZDs incluyen: atencion
selectiva (Preston et al. 1988; Mintzer & Griffiths 1999; Coull et al. 2004; Boucart et al. 2007),
mecanismos de orientacion atencional (Carter et al. 1998), atencidn sostenida y dividida (Preston
et al. 1988; Snyder et al. 2005; Hindmarch et al. 2005) y la ejecucion de tareas que demandan
funciones psicomotoras como cancelacion de digitos o letras y sustitucion de simbolos
psicomotora (Lucchesi et al. 2003; Greenblatt et al. 2005), ejecucion en simulaciones de manejo
automovilistico (Leutkens et al. 2007) y el aprendizaje motor de una tarea de escritura con

teclado (Cunha et al. 20006).

El efecto adverso de las BZDs en la memoria ha sido ampliamente documentado con
diversas tareas presentadas en computadora y de l4piz y papel. Se ha encontrado un decremento,
relacionado a la dosis de DZ administrada, en el recuerdo libre de estimulos presentados al
principio, mientras que los estimulos presentados al final se vieron menos afectados (Ghoneim &
Mewaldt 1990) lo cual sugiere una mayor resistencia en los mecanismos que intervienen en la
memoria a corto plazo (ver también Frith et al. 1984; Hennessey et al. 1991; Robbins et al.
1997). De igual manera, la memoria semdantica se ha encontrado conservada en diferentes
estudios (Curran 1991; Fluck et al. 1998). Entre otros aspectos deteriorados con dosis clinicas de
BZDs estan: la memoria de reconocimiento (Green et al. 1996; Mintzer & Griffiths 1999), la
memoria prospectiva (Rich et al. 2006), la memoria de trabajo (Coull 1999; Pompéia et al. 2007)
y la memoria episodica con tareas de recuerdo de palabras (Ghoneim & Mewaldt 1990), de
historias (Gorissen & Eling 1998) y de imagenes (Legrand et al. 1995). En menor medida se han
explorado procesos cognoscitivos mas complejos. Coull y colaboradores (1999) encontraron un
deterioro al ordenar alfabéticamente arreglos de letras que no es secundario a los efectos del DZ
en la memoria episddica; también se encontr6 un deterioro en la planeacién de movimientos en

la tarea Torre de Londres con DZ (Deakin et al. 2004) y un enlentecimiento en el razonamiento
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deductivo de premisas sin afectar la precision en las respuestas (Pompéia et al. 2007; Rusted et

al. 1991).
2.5 Resonancia Magnética

Existen técnicas basadas en imagenes que mapean la actividad cerebral en el tiempo y en
el espacio como la tomografia por emision de positrones (PET por sus siglas en inglés), la
tomografia por emision de un solo positréon (SPECT) y la resonancia magnética funcional (RMf).
Estas tres técnicas ofrecen un mapa cerebral relacionado con medidas metabolicas asociadas con
la oxigenacion o con el consumo de glucosa de las células neurales. A continuacion se describen

los principios generales de la RMf por ser la técnica empleada en la presente investigacion.

El propdsito resonancia magnética funcional RMf es realizar una localizacion de las redes
anatomicas que participan en un proceso funcional. Sin embargo, no es la actividad neuronal per
se lo que se mide con RMf, sino mas bien las demandas metabodlicas suplidas por el flujo
sanguineo. Antes de describir el proceso metabolico medido con RMf se expondran de manera

general los principios basicos de la formacion de imagenes en resonancia magnética (RM).

2.5.1 Principios fisicos

La RM es un fendémeno que se relaciona con campos magnéticos y ondas
electromagnéticas de radiofrecuencia (RF). La informacién obtenida en RM proviene de las
propiedades magnéticas de los atomos. La base fisica de este fendmeno estd dada por la
existencia de dos tipos de movimientos de los ntcleos atdmicos: el movimiento giratorio o spin
(alrededor de su eje) y el movimiento de precesion (alrededor del eje gravitacional) (ver Fig.

2.2).

Dichos movimientos generan un campo magnético alrededor de cada ntcleo,
especialmente de los atomos que poseen un nimero impar de protones y neutrones. En éstos
predominan las cargas positivas y en consecuencia, adquieren mayor actividad magnética. El
campo magnético generado se representa como un vector que posee magnitud y direccion y esta

constituido por el total de protones y neutrones.
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Fig. 2.2 Esquema de los tipos de movimiento de los nicleos atémicos, derecha movimiento de
rotacion, izquierda movimiento de precesion.

Dado que el hidrogeno es el atomo mas abundante en los tejidos organicos y su nucleo
s6lo tiene un proton contribuye de manera importante a la sefial de RM. En ausencia de un
campo magnético intenso, los spins de los protones de hidrogeno estan orientados al azar y
tienden a cancelarse entre si, la suma de todos los momentos magnéticos de los spins en
diferentes orientaciones generalmente llamada magnetizacion neta, es muy pequefia en
condiciones normales (Fig. 2.3a). Sin embargo, al introducir un campo magnético (B0) de alta
intensidad los nucleos de hidrogeno se alinean en paralelo o antiparalelo con el campo magnético

incrementando asi el vector de magnetizacion neta (Fig. 2.3b).

La sefial de resonancia magnética es el resultado de la excitacion individual de protones
magnetizados por irradiacién con energia de radiofrecuencia a frecuencias especificas, LA
absorcion de esta energia causa un desplazamiento de los momentos magnéticos fuera de su
equilibrio, dando como resultado un sistema excitado que tiende a regresar a su punto inicial y al
hacerlo emite energia proporcional al nimero de protones excitados y es el componente de la

sefial detectada de resonancia magnética.
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Fig. 2.3 Esquema de los protones de hidrégeno. Las flechas pequefias marcan la direccién de los
momentos magnéticos. a) los protones con spins orientados al azar b) campo magnético (B0)
aplicado que alinea los protones en paralelo o antiparalelo.

La resonancia ocurre cuando la energia de un pulso de radiofrecuencia es la precisa para
generar una transicion entre las direcciones de protones en paralelo y antiparalelo. En el caso de
los protones magnetizaos los spins orientados en forma paralela, al campo magnético aplicado
externamente, tiene baja energia mientras que los que los orientados de manera antiparalela
tienen alta energia. El sistema puede absorber energia cuando los spins de baja energia cambian
a alta energia y solamente cuando la energia exacta es aplicada toma lugar la transicion. La
frecuencia especifica de los pulsos de RF debe corresponder a la precesion de los spins. La

amplitud y duracion del pulso de RF determinan el nimero de ntcleos que cambian de direccion.
2.5.1.1 Relajacion Longitudinal

La sefial de RM creada después de un pulso de excitaciéon decae a través del tiempo,
generalmente en segundos. Este fendmeno fue llamado relajacion del spin. Tiene dos
mecanismos primarios: la relajacion longitudinal (T1) es la constante de tiempo que mide la

conversion de spins en direccion antiparalela a paralela.
2.5.1.2 Relajacion Transversa

Por otro lado, esta la relajacion transversa (T2) la cual representa la interaccion entre
spins que causa la pérdida de la coherencia de fase cuando estan en el plano transverso por un
pulso de excitacion ademds puede influir otros factores como la movilidad del liquido local. T2

ocurre después de un pulso de excitacion de 90° que envia la magnetizacion al plano transverso.

17



En un campo magnético perfecto con una muestra ideal todos los nucleos experimentarian la
misma intensitas del campo magnético y exhibirian la fuerza, la coherencia y la rotaciéon en la
frecuencia de Larmor o la frecuencia de giro hasta que ocurriera el proceso de T1. En una

muestra real se observa un decaimiento.
2.5.1.3 Relajacion T2*

El tiempo de relajacion T2 estrella (T2*) es el mas importante para la RMf. En presencia
de un campo magnético extrinseco no homogéneo el decaimiento de T2 es mas rdpido, este
proceso se le conoce como T2*. La pérdida de la magnetizacion transversa ocurre en decenas de

ms, mientras que la muestra excitada regresa en segundos al equilibrio.

El decaimiento de T2* es distinto que el de T2 ya que este Ultimo es resultado de las
fluctuaciones aleatorias de las frecuencias de Larmor a nivel molecular, mientras que el primero
es producto de una variacion en la aplicacion del campo magnético estitico. Hay distintas
posibilidades para generar variaciones en el campo, la primera es que el campo magnético no sea
totalmente homogéneo, esta tiene un minimo efecto. Por otro lado, la geometria y composicion

de la muestra tienen una repercusion mayor en las inhomogeneidades.

En la cabeza humana, por ejemplo, hay regiones que tienen grandes variaciones en la
susceptibilidad magnética. Eso significa que si un campo magnético estatico perfecto es aplicado
a la cabeza, los &tomos que la componen no responderan de la misma manera. Esto es notorio en
el borde entre los distintos componentes como es el aire y los tejidos, también en los vasos
sanguineos donde los niveles de desoxihemoglobina producen una diferencia en el campo
magnético a lo largo del tejido lo que conduce a un decaimiento rapido de T2*, esto constituye la

base del contraste BOLD.

Cada tejido, segun su abundancia de protones y el tiempo que tarda en relajarse luego de
ser estimulado, emite una sefial de mayor o menor intensidad que es captada por los receptores
del equipo. Esta sefal se cuantifica en valores numéricos y finalmente se transforma en una

escala de tonos de gris que es la imagen anatomica que vemos.
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2.5.2 Resonancia magnética funcional

En 1936 Linus Pauling y Charles Coryell realizaron investigaciones sistematicas sobre la
estructura de la hemoglobina. Ellos descubrieron que la molécula de hemoglobina tiene

propiedades magnéticas que varian dependiendo si la molécula esta unida o no al oxigeno.

La hemoglobina oxigenada es diamagnética, presentando entonces una débil repulsion
ante un campo magnético. La hemoglobina sin oxigeno, por otro lado, es paramagnética, y es
atraida a un campo magnético. La hemoglobina desoxigenada tiene un 20% de mayor
susceptibilidad magnética. Esto significa que presenta una mayor magnetizacion cuando es

colocada en un campo magnético.

Se requieren de fuertes campos magnéticos para poder apreciar el contraste basado en la
concentracion de oxigeno en el flujo sanguineo cerebral, y se deben utilizar secuencias de RM
sensibles a T2*. La sangre altamente oxigenada muestra mayor sefial, y la desoxigenada menor

sefial de RM.

A principios de 1990 Ogawa y colaboradores investigaron el flujo sanguineo cerebral
manipulando las concentraciones de O2 y CO2 en roedores con potentes campos magnéticos de
mas de 7 teslas. En condiciones de aire y mds aun en anoxia, se observaron finas lineas
perpendiculares a la superficie cerebral cortical de los roedores. Este grupo de investigadores
postul6 que dichas lineas eran resultado de un aumento en la susceptibilidad magnética dada por
la hemoglobina desoxigenada, que es paramagnética, dentro de los vasos sanguineos corticales.
Esta interpretacion fue corroborada por el mismo grupo al estudiar tubos de ensayo con sangre
oxigenada y desoxigenada. Se demostrd una disminucion de la sefial T2* en los tubos con sangre

desoxigenada en comparacion a la sefial generada por la sangre oxigenada.

Este efecto fue llamado contraste dependiente del nivel de oxigeno en la sangre (BOLD
Blood Oxigen Level Dependent), que puede medir cambios funcionales de la actividad del

cerebro.

El contraste BOLD ocurre no porque la hemoglobina oxigenada aumenta, sino porque la

hemoglobina desoxigenada suprime la intensidad de la sefial de RM, y al ser desplazada por el
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flujo de sangre con mayor concentracion de hemoglobina oxigenada, permite la obtencién de una

mayor sefial de RM.

La sefial BOLD es asociada a eventos Unicos. La mayor amplitud se registra de 4 a 6
segundos luego del evento, y esto es parte de las limitaciones de especificidad temporal de la
RMTf. La sefal disminuye de nuevo cuando el flujo disminuye pero el volumen permanece
aumentado, fendmeno conocido como “under shoot”, resultado del nuevo aumento de la

concentracion de hemoglobina desoxigenada.

La técnica RMf nos ofrece imagenes de la actividad cerebral asociada a los cambios
metabolicos. Especificamente, la variante BOLD se sustenta en los cambios de oxigenacion en la
hemoglobina. Debido a que las células requieren de oxigeno para su funcionamiento, los
cambios en el nivel de consumo de oxigeno indican la region o regiones cerebrales que
incrementaron o disminuyeron su actividad, resultando una medida indirecta de la actividad

neuronal.

Existen estudios en monos (Logothetis et al. 2001) y en humanos (Huettel 2004) en los
que comparan medidas electrofisioldgicas y metabolicas de RMf, estos estudios reportan que la
actividad de campo local predice mejor los cambios vistos en la actividad BOLD en comparacion

con la actividad multiunitaria y la actividad de una sola neurona.

Las imagenes cerebrales obtenidas mediante RMf tienen dos ventajas principales: se
obtienen de manera no invasiva y proveen una vista dinamica de ciertos cambios metabolicos en

estructuras corticales y subcorticales.
2.6 Cambios Cerebrales Relacionados con las Benzodiacepinas

2.6.1 Electrofisioldgicos

El analisis cuantitativo de la actividad electroencefalografica (EEG) ha demostrado ser un
método efectivo para determinar los efectos de drogas psicotropicas, como las BZDs. Entre las
medidas utilizadas para el andlisis de la actividad eléctrica cerebral se encuentran las que estan
en el dominio de la frecuencia. Estas se derivan del espectro de frecuencias del EEG, el cual se
puede obtener transformado la sefial de voltaje (LV), desplegada en el tiempo (seg) en potencia

(uV2), en funcion de la frecuencia (Hz). De estas medidas las mas exploradas con EEG
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cuantitativo son la potencia absoluta y el acoplamiento temporal, las cuales estdn relacionadas

entre si.

La potencia absoluta es un indice de la cantidad de energia que existe en una banda de
frecuencia determinada, mientras que el acoplamiento temporal es un indice del grado en que dos
areas cerebrales diferentes muestran cambios correlacionados en diferentes bandas de frecuencia.

Por lo que refleja el grado de asociacion funcional entre areas cerebrales.

Diversos estudios han identificado un patrén eléctrico asociado a las BZDs. En estado de
reposo se ha observado un incremento de la actividad beta y un decremento de alfa y theta
(Ansseau et al. 1984; Greenblatt et al. 1989; 2005; Mandena et al. 1992; Urata et al. 1996; Bauer
et al. 1997; Romano-Torres et al. 2002; Lucchesi et al. 2003).

Sin embargo, este patron EEG no siempre se ha encontrado. Fingelkurts y colaboradores
(2004) registrando simultdneamente EEG y magnetoencefalografia (MEG), no encuentran que
aumente la potencia de las frecuencias rapidas con la administracion de lorazepam. Llevan a
cabo un analisis espectral con bandas mas estrechas que las convencionales, y reportan un mayor
nimero de segmentos con una gran mezcla de actividad de subpoblaciones neuronales que tienen
su propio modo de disparo, actividad que han llamado poliritmica. Los autores sugieren que el
aumento en beta encontrado en otras investigaciones podria ser el resultado de promediar los

segmentos EEG con gran actividad poliritmica.

Cuando hay una demanda cognoscitiva tampoco se observo este patron EEG. En un
estudio previo (Mufioz-Torres et al. 2011, ver anexo 2) que llevamos a cabo para explorar los
cambios eléctricos cerebrales durante una tarea de atencion sostenida, bajo el efecto de una dosis
de 5 mg de DZ en comparacidn con placebo y en comparacion con la linea base, se encontr6 una
disminucién de la potencia de todas las bandas registradas: delta, theta, alfa y beta. Lo cual
podria indicar que la ejecucion de una tarea de atencidn sostenida neutraliza el incremento de la
actividad rapida observado en reposo sin afectar el tipico decremento observado en las bandas

delta, theta y alfa.

Se ha observado un efecto negativo de las BZDs en los componentes electrofisiologicos
relacionados a eventos indicando una reduccion de la atencion y del analisis de las caracteristicas

de los estimulos (van Leewen et al. 1995; Bauer et al. 1997; Unrug et al. 1997; Jaédskelédinen et
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al. 1999; Lucchesi et al. 2003). Diferentes trabajos experimentales sefialan que el acoplamiento
temporal de multiples areas corticales distribuidas desempefia un papel crucial en las funciones
cognoscitivas (Corsi-Cabrera et al. 1993; Detsche et al. 1998; Silberstein et al. 2004; Tononi &
Edelman 1998) y en el nivel de consciencia (Corsi-Cabrera et al. 2006; Imas et al. 2006). Pocos
estudios han cuantificado la similitud funcional de dos sitios cerebrales bajo el efecto de las
BZDs. En reposo se ha reportado un aumento en el acoplamiento temporal de delta y theta entre
regiones frontales y un decremento de theta entre regiones parieto-occipitales y de alfa entre
regiones fronto-centrales del hemisferio derecho, adicionalmente a un incremento en el
acoplamiento temporal de beta entre regiones homoélogas de los hemisferios cerebrales tras la

administracion de DZ (Romano-Torres et al. 2002).

El aumento en el acoplamiento temporal se ha visto confirmado con otras BZDs y
métodos de andlisis (Fingelkurts et al. 2004; Sampaio 2007). Durante la ejecucion de una tarea
de atencion sostenida se observo un incremento del acoplamiento temporal en el hemisferio
derecho en la banda alfa la segunda vez que ejecutaron la tarea de atencidon en comparacion a la
primera vez con placebo. Aunque la dosis administrada de DZ (5 mg) no redujo el acoplamiento
temporal de alfa en el hemisferio derecho, si impidi6 el incremento observado en la condicion
placebo, que podria estar relacionado con el proceso atencional con el que se ha involucrado el
hemisferio derecho (Posner & Raichel 1997) y con el incremento del acoplamiento temporal
visto durante el procesamiento cognoscitivo (Corsi-Cabrera et al. 1993: Detsche et al. 1998;

Tononi & Edelman 1998; Silberstein et al. 2004).

Durante una tarea de integracién sensoriomotora se encontré un mayor acoplamiento
temporal entre regiones centrales del hemisferio derecho y la linea media con una dosis
moderada de bromazepam (3 mg) en comparacioén con placebo y con el doble de la dosis (Minc

et al. 2010).

2.6.2 Metabdlicos

La RMf y el PET se han utilizado para conocer el efecto de las BZDs en la actividad
metabolica cerebral. Matthew y colaboradores (1995) utilizando PET observaron una reduccion
dosis dependiente del flujo sanguineo cerebral (FSC) en voluntarios normales a quienes se les

administr6 intravenosamente lorazepam. El nivel de FSC regreso al nivel basal al administrar el
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antagonista de BZDs flumazenil. El grupo de Volkow reporta una disminucion del FSC en las
cortezas occipital, frontal, parietal y temporal, en cerebelo, ganglios basales y en el tilamo
(Volkow et al. 1995; Wang et al. 1999). Al normalizar los valores del metabolismo regional con
todo el cerebro, el tdlamo y la corteza occipital fueron las regiones mas sensibles y estos cambios
metabdlicos se correlacionaron positivamente con la evaluacién subjetiva de cansancio y la
sensacion de suefio. En contraste, la corteza temporal bilateral mostr6 un incremento de actividad
al normalizar los datos (Volkow et al. 1995). La administracion de una dosis de DZ impidi6 que
la sefal BOLD, registrada en RMf{, incrementara como ocurri6 tanto con un estimulante como

con el placebo (Kleinschmidt et al. 1999).

A dosis mayores de DZ, pero no sedantes, se ha reportado una disminucién de la
actividad metabolica global del cerebro (de Witt et al. 1991) predominando en el 16bulo frontal
(Mathew et al. 1985). Otras BZDs como el alprazolam y el midazolam redujeron el FSC global
(Roy-Byrne et al. 1993; Veselis et al. 1997; Streeter et al. 1998), con una disminucién del FSC
regional, dosis dependiente, en el giro del cingulo, la insula, la corteza prefrontal, el talamo y las
cortezas de asociacion parietal y temporal. Adicionalmente, se observd un incremento del FSC
relativo en areas occipitales (Veselis et al. 1997). También se ha encontrado una disminucion del
FSC de manera dosis dependiente en corteza la prefrontal dorsolateral izquierda, la corteza
orbito-frontal bilateral, el giro temporal medio y el hipocampo derecho. Estas regiones se han
involucrado con el procesamiento semantico, la memoria de trabajo y con la codificacion de
informacion verbal y de memoria; por lo que los autores sugieren que este efecto podria
relacionarse con el deterioro observado en tareas cognitivas presentadas posteriormente (Reinsel

et al. 2000).

Las investigaciones anteriores se llevaron a cabo en estado de reposo. El efecto de las
BZDs durante la ejecucion de tareas ha sido escasamente explorado. El grupo de Coull (1999)
investigd el efecto funcional del DZ mediante PET en una tarea de memoria y en otra de
planeacion. Encuentra que el DZ decreci6 la actividad bilateralmente en las cortezas prefrontal y
temporal, especificamente, la corteza dorsal prefrontal izquierda se atenud durante la
codificacion de la informacion en la tarea de memoria, mientras que la regidon opercular
prefrontal se atenu6 durante la planeacion. Sin embargo, este mismo grupo utilizando RMf,

encuentra un aumento de la activacion durante una tarea de deteccion de estimulos visuales en
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presencia de ruido blanco, en el nucleo mediodorsal talamico, el putamen y el mesencéfalo, bajo
los efectos del midazolam. En un estudio enfocado a medir el efecto del DZ en medidas
clinicamente relevantes con RMf no encuentran cambios significativos en la actividad BOLD
tras la administracion de 5 mg de DZ en comparacion con PL durante tres tareas diferentes:
motora, generacion de palabras y de memoria de trabajo (Ragnehed et al. 2007). Algunos
estudios recientes se han enfocado en medir la actividad cerebral asociada el procesamiento

emocional bajo el efecto de alguna BZD.

En general, por efecto de las BZDs, se ha reportado una disminucion de la actividad en la
amigdala (Paulus, et al. 2005; Anderson et al. 2007; Del-Ben et al. 2010), y en la insula (Paulus,
et al. 2005) aunque hay estudios que reporta un incremento de actividad en estas estructuras
dependiendo del estimulo emocional (Arce et al. 2007). Se ha reportado una disminucion BOLD
en la corteza orbitofrontal derecha, aunada a un incremento de activacion en la region anterior

del giro del cingulo (Del-Ben et al. 2010).
2.7 Diferencias entre Hombres y Mujeres

A partir de trabajos como el de Levine (1966) en el que describe las diferencias en la
conducta sexual en ratas machos y hembras sefialando la influencia de las hormonas sexuales y
la participacion exclusiva del hipotdlamo, la investigacion de las diferencias sexuales en el
cerebro estuvieron centradas en la conducta y las hormonas sexuales y el hipotadlamo. En los
ultimos afios se han venido desarrollado investigaciones dirigidas a estudiar las diferencias
sexuales en todos los niveles: genético, molecular, celular, sistémico y conductual en dreas como
memoria, emocidn, procesamiento de rostros, percepcion del dolor, navegacion, actividad
locomotora, vision, escucha, niveles de neurotransmision, accion hormonal y desordenes

mentales, asi como diferencias en la organizacion de la funcional cerebral.

La conducta emerge gradualmente a medida que el cerebro se desarrolla. Al principio el
desarrollo cerebral esta bajo el control de programas genéticos. Las influencias del ambiente
empiezan a ejercer su efecto in itero volviéndose centrales luego del nacimiento. Existen datos
neurofisioldgicos y clinicos que llevan a plantear un efecto diferencial del DZ entre hombres y

mujeres.
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2.7.1 Efectos organizadore de los esteroides sexuales

La hipotesis de los efectos organizadores sefiala que los androgenos de las primeras
etapas del desarrollo del sistema nervioso alteran permanentemente el desarrollo del cerebro
causando un funcionamiento masculino en la edad adulta. Es decir, la diferenciacion del sistema
nervioso y consecuentemente del comportamiento, estd guiada por las mismas senales
esteroideas que rigen la diferenciacion sexual del cuerpo. Estos efectos organizadores de los
esteroides, alteran de manera permanente el desarrollo del sistema nervioso, en contraste con los

efectos activadores de los esteroides, que influyen transitoriamente en el cerebro adulto.

Los esteroides de los testiculos ejercen una influencia masculinizante en el cuerpo
durante el primer trimestre del embarazo. Después de ese periodo los androgenos se vuelven
menos efectivos, en el adulto los esteroides ejercen un efecto modesto sobre las estructuras con
receptores a androgenos. Se propone que el sistema nervioso también es sensible al efecto

masculinizante de los andrégenos por un breve tiempo conocido como periodo critico.

Se ha visto que la administracion de estrégeno a ratas machos adultos castrados no
feminiza todas las funciones del SNC, asi como los andrdégenos en hembras adultas
ovarectomizadas no masculinizan totalmente la funciéon del SNC debido a que hay cambios
permanentes, originados de una organizacidon cerebral especifica para cada sexo durante el
desarrollo. El concepto tradicional de la diferenciacion sexual del cerebro sefiala que una vez que
se forman los testiculos en el feto por medio del gen Sry (region del cromosoma Y que determina
la formacion de testiculos), el proceso de diferenciacion sexual depende de las hormonas

(Arnold& Gorski 1984; Morris et al. 2004; Simerly 2005; McCarthy 2008).

El factor clave son los efectos masculinizante y desfeminizante de la testosterona,
producidos por activaciones transitorias de los testiculos durante un periodo critico en el
desarrollo (Zuloaga et al. 2008). La testosterona entra libremente al cerebro y en ciertas regiones
su eficacia para moldear el cerebro masculino se basa principalmente en su conversiéon a

estradiol a través de la enzima local aromatasa (Zuloaga et al. 2008).

Los receptores a estrogeno influyen en procesos como neurogénesis, apoptosis y
migracion con lo que imprimen diferencias sexuales en el nimero de células y en su distribucion

en nucleos especificos. Adicionalmente, influyen en la extension de las neuritas, la
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sinaptogénesis y el establecimiento de un patréon neuroquimico que determina diferencias
sexuales en las vias de proyeccion, la densidad de inervacidn, la conectividad y el control de
neurotransmisores en regiones cerebrales especificas (Simerly 2005; Wilson & Davies 2007;

Forger 2009; Tobet et al. 2009).

Como resultado, los cerebros masculino y femenino se desarrollan en ambientes
hormonales muy diferentes; consecuentemente, se cree que sin la exposicion a la testosterona, el
cerebro de animales y humanos seguiria lineas de desarrollo femeninas. El cerebro del adulto
sexualmente caracterizado podria ser diferenciado por las acciones activadoras de los esteroides
sexuales. Las diferencias sexuales podrian generarse por la testosterona perinatal, pero no
necesariamente se manifiestan funcionalmente sino hasta la pubertad, cuando los circuitos
cerebrales preformados pertinentes, se activan por el cambio en el ambiente de las hormonas

gonadales.

La implicacién principal de las diferencias que permanecen en el tejido nervioso de
machos y hembras es una organizacion estructural diferente y que va a verse reflejada en una
organizacion funcional sexualmente dimorfica. A continuacion se mencionan algunos ejemplos
de las estructuras cerebrales en las que se han encontrado diferencias entre hombres y mujeres

que pueden deberse al efecto organizador de los esteroides sexuales.
2.7.1.1 Dimorfismo en la estructura cerebral

Estudios anatomicos postmortem y de neuroimagen han revelado diferencias sexuales
estructurales y ultraestructurales en la organizacion cerebral del ser humano en sistemas neurales
involucrados en la cognicion. Estas diferencias morfoldgicas proporcionan un substrato diferente
en la organizacion cerebral lo que puede estar relacionado con las diferencias conductuales

observadas entre sexos.

El cerebro de machos y hembras no sélo difiere en el tamafio y peso, corregido con la
proporcion del peso corporal y tamafio de la cabeza, sino en estructuras cerebrales que no estan
directamente relacionadas con la conducta reproductiva. Los hombres presentan mayor volumen
intracraneal (Filipek et al. 1994; Allen et al. 2003) y lobulos mas grandes que las mujeres
(Nopoulos et al. 2000), mientras que la frecuencia de los surcos y los giros en las regiones

frontales y parietales es menor en hombres que en mujeres (Luders et al. 2004). Los hombres
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presentan mayor volumen en cerebelo (Filipek et al. 1994) y en la corteza de asociacion parietal
(Davatzikos & Bryan 2002), estructuras relacionadas con la habilidad motora y espacial,
mientras que las mujeres presentan mayor volumen cortical (Goldstein et al. 2002) y en el nucleo
caudado (Filipek et al. 1994). La amigdala (Goldstein et al. 2002), el hipotdlamo y la region
frontomedial (Goldstein et al. 2002) relacionadas con el procesamiento emocional son mas
grandes en hombres, mientras que otras areas involucradas con la emocién como la corteza
orbitofrontal (Gur et al. 2002) y la regién paralimbica medial asi como el hipocampo (Filipek et

al. 1994) son mas grandes en mujeres (Goldstein et al. 2002).

Se sabe que los hemisferios cerebrales no son simétricos, independientemente del sexo.
Esta asimetria cerebral también difiere entre hombres y mujeres. En general, los cerebros
masculinos tienen una mayor asimetria que los femeninos. Las asimetrias del lado izquierdo son
mas grandes en hombres en el planum temporal (Good et al. 2001), el giro temporal superior
(Kovalev et al. 2003) el lobulo parietal inferior (Frederikse et al. 1999), el tdlamo y la regioén
posterior del cingulo (Kovalev et al. 2003). Sin embargo, hay datos contradictorios que revelan
que la asimetria izquierda del planum temporal sélo se presenta en las mujeres (Knaus et al.

2004).

El dimorfismo sexual anatémico se extiende a la composicion del tejido cerebral. La
proporcion materia gris/materia blanca es mayor en mujeres que en hombres (Filipek 1994;
Luders 2004), especialmente en la corteza dorsolateral prefrontal y el giro frontal superior
(Schlaepfer et al. 1995). Las comisuras interhemisféricas difieren entre hombres y mujeres; el
cuerpo calloso es mayor en mujeres que en hombres especialmente en el esplenio (Dubb et al.
2003), en el istmo (Gadea et al. 2002) y en la region posterior (Salat et al. 1997; Gadea et al.
2002). La comisura anterior también es mayor en mujeres y la presencia de la adherencia
intertalamica es mas frecuente en mujeres que en hombres (Allen & Gorski 1991). Aunque hay
estudios en los que no encuentran diferencias (Bishop & Wahlsten 1997) o que los hombres

presentan un cuerpo calloso mas grande, especialmente en la rodilla (Dubb et al. 2003).

La asimetria hemisférica se ha visto correlacionada con el tamafio del cuerpo calloso en
hombres pero no en mujeres, lo que sugiere un decremento en la conectividad interhemisférica

con un incremento en la asimetria hemisférica dependiente del sexo (Dorion et al. 2000).
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2.7.1.2 Dimorfismo en la organizacion funcional cerebral

Los cambios observados en la anatomia cerebral pueden verse reflejados en la
organizacion funcional del cerebro dando como resultado un probable patrén conductual

diferente entre hombres y mujeres.

Se han observado asimetrias funcionales en la organizacion cerebral entre hombres y
mujeres con PET y SPECT en la exploracion de la tasa metabdlica cerebral y el flujo sanguineo
cerebral en estado de reposo (Rodriguez et al. 1988; Gur & Gur 1990; Gur et al. 1995; Kastrup et
al. 1999; Li et al. 2004). De manera general, estas investigaciones sugieren que las mujeres
tienen un flujo sanguineo cerebral mayor que los hombres (Kastrup et al. 1999). Estudios de
imagenes funcionales incluyendo estudios con RMf han investigado la influencia del sexo en los

cambios de la actividad cerebral durante la presentacion de estimulos.

Las tareas de rotacién mental, estimulacion visual, reconocimiento emocional,
procesamiento verbal y construccion de objetos muestran patrones de activacion diferenciales
entre sexos (Shaywitz et al. 1995; Levin et al. 1998; Cowan et al. 2000; Ragland et al. 2000;
Speck et al. 2000; Georgopoulos et al. 2001; Weiss et al. 2003; Fischer et al. 2004; Lee et al.
2002, 2005). Se han observado cambios en la actividad cerebral dependientes del sexo en la
insula y el talamo (Lee et al. 2002, 2005), la corteza occipital y el giro del cingulo (Fischer et al.
2004; Lee et al. 2002), regiones frontales (Lee et al. 2002), parietales (Weiss et al. 2003) y
temporales (Ragland et al. 2000), asi como una lateralizacion hemisférica (Shaywitz et al. 1995;
Levin et al. 1998; Speck et al. 2000; Georgopoulos et al. 2001; Lee et al. 2002). A pesar del
consenso general que sugiere diferencias entre hombres y mujeres, no todos los estudios

encuentran diferencias sexuales (Schlosser et al. 1998).

Estudios cognoscitivos con RMf sefialan que las mujeres tienen mayor activacion
bilateral durante tareas de lenguaje fonoldgico (Shaywitz et al. 1995), y mayor especializacién
del hemisferio izquierdo durante tareas de memoria de trabajo (Speck et al. 2000).
Adicionalmente, las mujeres han mostrado mayor activacion frontal comparada con una
activacion parietal en hombres, durante tareas de rotaciéon mental (Weiss et al. 2003); los
hombres han mostrado una preferencia de activacion del hemisferio derecho, mientras que las

mujeres del hemisferio izquierdo durante tareas que requieren hacer un juicio de todo el objeto
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desde sus partes (Georgopoulos et al. 2001). Finalmente, las mujeres han demostrado mayor
flujo sanguineo cerebral bilateral en regiones del 16bulo temporal durante la ejecucion de la tarea

de recuerdo libre de la escala de memoria Wechsler (Ragland et al. 2000).

Aunque existen algunas discrepancias entre los hallazgos, posiblemente se deban a
diferencias en metodologia, estimulos, tareas y técnicas de registro, la evidencia con
neuroimagen muestra datos en la organizacion funcional del cerebro en reposo y durante tareas
cognoscitivas, consistentes con evidencia conductual y clinica. Emergen tres patrones principales
de diferencias sexuales en la organizacion funcional cerebral, los hombres presentan mayor
lateralizacion hemisférica y asimetria cerebral que las mujeres, las mujeres activan redes mas
extensas que los hombres, y finalmente, hombres y mujeres utilizan sistemas neurales diferentes
para ejecutar las mismas tareas y en muchos de los casos para llegar a los mismos resultados

conductuales.

No todas las diferencias entre hombres y mujeres se explican por el efecto organizador de
los esteroides sexuales. A continuacion se presenta la influencia de cambios transitorios
relacionados con los esteroides sexuales que pueden influir en el funcionamiento cerebral y en la

conducta.

2.7.2 Efectos activadores de los esteroides sexuales

Los efectos activadores de los esteroides sexuales se pueden definir como la ocurrencia
de una respuesta conductual especifica en presencia de una hormona definida. Son acciones

transitorias de las hormonas, generalmente en el cerebro adulto.

Las hormonas sexuales predominantes después de la pubertad son los estrogenos en las
hembras y la testosterona en los machos. Las diferencias sexuales también pueden explicarse por
el resultado de las diferencias en los niveles de hormonas gonadales que prevalecen en los
adultos. Por ejemplo, en humanos y en especies animales utilizadas en investigacion, la
administracion de androgenos a hembras induce aspectos conductuales tipicos de los machos que
regresan a la normalidad una vez que termina el tratamiento hormonal; se sabe que el aspecto
ciclico de las hormonas ovaricas influye en diferentes conductas (Kelly et al. 1999; Halpern &
Tan 2001; Cahill 2006; Wilson & Davies 2007; Goldstein et al. 2010) como se vera en la

siguiente seccion. Estos efectos son llamados activadores (Arnold & Breedlove 1985; Williams
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1986) o respuestas moduladas hormonalmente (McCarthy & Konkle 2005), las cuales dictan

diferencias sexuales en un nivel molecular, celular y funcional.
2.7.2.1 Ciclo menstrual

Aunado a las diferencias entre hombres y mujeres, la produccion de hormonas sexuales
durante el ciclo menstrual ha sido implicada en diferencias funcionales del SNC. Se sabe que el
efecto de las hormonas sexuales no se limita a la conducta sexual sino que tiene implicaciones en
diferentes condiciones como en la actividad locomotora (Copeland et al. 2004; Lightroot 2008),
en diferentes tareas cognoscitivas (Solis-Ortiz et al. 2004; Solis-Ortiz & Corsi-Cabrera 2008), en
la respuesta a condiciones estresantes (Fernandez-Guasti et al. 1999; Kajantie & Phillips 2005) y
en la prevalencia de desordenes psiquiatricos (Naninck et al. 2011). Numerosos estudios clinicos
revelan que las mujeres padecen con mayor frecuencia de desdrdenes de ansiedad y depresion
que los hombres, y que la respuesta neuroendocrina al estrés y en situaciones de reto difiere

también para cada sexo (Pigot 1999).

Un considerable nimero de mujeres reporta experimentar cambios transitorios en la
eficiencia intelectual y en el estado de 4&nimo asociados al ciclo menstrual, lo cual es apoyado por
datos experimentales. Las habilidades cognoscitivas asociadas a las diferencias de género oscilan
en funcion del ciclo menstrual. Las habilidades favorecidas en las mujeres como la coordinacion
motora fina, la fluencia verbal y la memoria espacial muestran un mejoramiento durante el
periodo periovulatorio o la fase lutea temprana cuando los niveles de estrdgeno y progesterona
son altos, mientras que al mejorar la ejecucion en tareas de habilidad espacial, las habilidades
verbal y manual se deterioran (Hampson 1990). La atencion espacial también cambia a lo largo
del ciclo hormonal; se observa una lateralizacién mayor durante la fase menstrual, mientras que
predomina un patrén bilateral en la fase lutea intermedia, cuando aparecen los niveles mas altos
de progesterona (Hausmann & Gurtunkun 2000). El componente atencional y la memoria de
trabajo en tareas visuoespaciales se ve favorecido por la presencia de estrogeno en la fase

ovulatoria (Beaudoin & Marrocco 2005).

Son pocos los estudios que exploran las funciones del l6bulo frontal durante diferentes
fases del ciclo menstrual. Se ha reportado una peor ejecucion durante la fase premenstrual en la

generacion de numeros aleatorios correlacionada con los sintomas premenstruales reportados

30



(Brugger et al. 1993), y en la tarea de Stroop en la que hay interferencia en el procesamiento de
los estimulos (Lord & Taylor 1992), mientras que durante la fase folicular se ha encontrado una
mejor ejecucion de esta tarea (Kennan et al. 1992). En un experimento con registro simultdneo
de la actividad EEG y la ejecucion de la tarea de Wisconsin Card Sorting Test, que demanda la
participacion de funciones prefrontales especificas, se encontr6 una mejor ejecucion en la fase
lutea temprana cuando la progesterona tiene niveles altos y durante la fase menstrual cuando los
niveles hormonales son los mas bajos asociada con una reduccion de la potencia de alfa, y una
peor ejecucion durante la fase lutea tardia asociada con una disminucion en la potencia de las

oscilaciones rapidas (Solis-Ortiz et al. 2004).

Explorando la actividad metabolica con PET durante esta misma tarea, los sujetos
presentaron una tendencia a ejecutar mejor durante la administracion de progesterona o
estrogeno asociada con activacion de areas involucradas en el procesamiento cognoscitivo como
la corteza dorsolateral prefrontal, el l6bulo parietal inferior y la region posterior del lobulo
temporal inferior, en contraste con el patron de activacion atenuado observado en las mismas
areas cuando se administré un nanopéptido sintético para suprimir la secrecion de esteroides

gonadales (Berman et al. 1997).

Los datos experimentales mencionados anteriormente sumados al reporte subjetivo que
las mujeres expresan dificultad para iniciar actividades y afrontar situaciones de reto o
problemas, el aumento de distraccion y la falta de concentracion en la fase premenstrual,
sugieren cambio transitorios en las funciones ejecutivas de la corteza frontal, probablemente

relacionada con la influencia de esteroides sexuales en esta region cortical.

Durante el ciclo menstrual también se han observado cambios en el estado de animo y
sintomas afectivos como ansiedad, depresion e irritabilidad (Kennan et al. 1992; Rubinow &
Schmidt 2006). Ciertas oscilaciones EEG se correlacionan con el auto-reporte del nivel de
ansiedad a lo largo del ciclo menstrual; niveles altos de ansiedad se asocian con incremento de la
actividad alfa, lo cual es consistente con lo reportado después de la administracion de BZDs
(Kinoshita et al. 1994) y con estimulos estresantes (Gauthier et al. 1980; Ramos & Corsi-Cabrera
1989); mientras que niveles bajos de ansiedad se asocian con actividad theta y acoplamiento

temporal bajos, especialmente en el hemisferio derecho (Solis-Ortiz & Corsi-Cabrera 2002).
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En la neuroquimica también se han encontrado fluctuaciones. El nivel de GABA en la
corteza visual medido con espectroscopia decae de la fase folicular a las fases lutea intermedia y
tardia (Epperson et al. 2002), mientras que el nivel de GABA medido en plasma aumenta de la

fase folicular media a la lutea tardia (Halbreich et al. 1996).

2.7.3 Esteroides sexuales en el cerebro

En el SNC los esteroides sexuales tienen un efecto gendmico incrementando la
transcripcion de genes especificos y otro no genémico al modular la neurotransmision actuando
directamente en la membrana de los receptores, como las progestinas (Majewska 1992), o
interactuando indirectamente, como en el caso del estrogeno, con segundos mensajeros, factores
de transcripcion (McEwen 2001; Olesen & Auger 2005) y vias rapidas de sefializacion (Pawlak
& Beyer 2005). Los esteroides sexuales podrian afectar la estructura neuronal y la conectividad
por acciones gendmicas y alterar la conectividad funcional modulando la excitabilidad neural por

sus acciones no genomicas.

En diversas investigaciones dirigidas a conocer el mecanismo de accion de las hormonas
esteroideas se han identificado procesos celulares y moleculares especificos en diferentes
regiones cerebrales ligados a funciones especificas. Estos procesos incluyen transduccion de
sefales (Kow et al. 1994); plasticidad estructural involucrando sinaptogénesis (Carrer & Aoki
1982), retraccion y expansion de dendritas y espinogénesis (Mukai et al. 2011), muerte neuronal
y neurogénesis (Gould & McEwen 1993) y la regulacion hormonal de la expresion de genes de

neuropéptidos (Harlan 1988; Akesson & Micevych 1995)

La progesterona se considera una hormona sexual femenina por producirse en el cuerpo
luteo del ovario, principalmente en la segunda mitad del ciclo menstrual (Amado & Florez
2005). Esta hormona se sintetiza a partir del colesterol y su funcion més conocida es la
reproductiva. Sin embargo, la progesterona y sus metabolitos también son sintetizados en el
cerebro por las células gliales (Jung-Testas et al. 1996) y en el SNP por las células de Schwann

(Baulieu et al. 1996).

Se ha mostrado que neuronas de la corteza cerebral, el estriado, el septum, la amigdala, el
hipotalamo y la amigdala también sintetizan progesterona (Majewska et al. 1986; Nabekura et al.

1986; Tsutsui & Yamazaki 1995; Baulieu et al. 1996; Mensah-Nyagan et al. 1999). Los
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receptores a progesterona se han descrito en el hipotalamo, el septum, el estriado, el hipocampo y
la amigdala (Hagihara et al. 1992; Shughrue et al. 1992), en la substancia nigra, en el nicleo
supraquiasmatico y en la corteza cerebral (Shughrue et al. 1992), se han encontrado mas
expresados en la corteza frontal y son mas abundantes en la hembra adulta (Maggi & Zucchi
1987), estando presentes desde el séptimo dia postnatal (Kato & Onouchi 1981), lo que sugiere
un amplio espectro de la actividad bioldgica de la progesterona vinculada con diversos patrones

conductuales, como se verd mas adelante.

En la fase folicular la pregnenolona formada a partir del colesterol en el ovario sigue otra
via formando 17a-hidroxipregnenolona, deshidroepiandrosterona, androstenodiona 'y
testosterona para finalmente convertirse en el estrogeno 17B-estradiol (Amado & Florez 2005).
En la fase folicular la hormona foliculo estimulante detona la secrecion de 17B-estradiol.
También en los testiculos se secretan estrogenos en pequefias cantidades por aromatizacion de la

testosterona (Ravizza et al. 2003).

Los receptores a estrogenos se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro, tanto
en las neuronas como en la célula glial y no estan restringidos a regiones relacionadas con las
funciones reproductivas. La naturaleza de estos receptores y su posible mecanismo de accién que
intervienen en el dimorfismo sexual en la conducta reproductiva han sido ampliamente
estudiados (ver McEwen 2001; Gilles & McArthur 2010). Los receptores a estrogenos
localizados en las neuronas, se expresan tanto en el nucleo celular en donde afectan la expresion
de ciertos genes, como en el citoplasma fuera del nucleo donde pueden influir en diversos

eventos celulares y modular la neurotransmision.

La expresion de receptores a estrogenos en roedores se ha detectado en la corteza cerebral
(Simerly et al. 1990) incluyendo areas de asociacion como la corteza prefrontal en primates
(Panek & Dixon 1986) y las cortezas dorsolateral prefrontal y parietal en humanos (Perlman et
al. 2005); también se han encontrado en redes que controlan el movimiento (Ravizza et al. 2003);
en regiones del sistema limbico y memoria (Simerly et al. 1990; Blurton-Jones et al. 1999;
Ravizza et al. 2003); en las vias dopaminérgica y serotonérgica (Creutz & Kritzer 2002; Sheng et

al. 2004); entre otras regiones.
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En resumen, los receptores a estrogenos se encuentran estratégicamente ubicados para
influir en los procesos cognitivos, memoria, emocién, motivacion y en la activacion cerebral

global.
2.7.3.1 Interaccion de los esteroides sexuales y el GABA

Diversas lineas de investigacion han mostrado interacciones de los esteroides sexuales
con el sistema GABA¢érgico. El estradiol y la progesterona incrementan el nimero de sitios en
los que se une el muscimol (agonista a GABA,) en diferentes éareas cerebrales de ratas
ovarectomizadas (Maggi & Perez 1984; Perez et al. 1988). En contraste, la administracion de
estrogeno no produjo un cambio sustancial en los receptores a GABA en machos castrados, lo
que sugiere un dimorfismo sexual en la sensibilidad del sistema GABAérgico a las hormonas
esteroideas (Perez et al. 1986). Hay evidencia que sugiere que los estrogenos interactiian con la

GAD (enzima esencial para la sintesis de GABA).

Se ha descrito que la pregnanolona (30-hidroxi-5B-pregnano-20-ona) y la
alopregnanolona (3a-hidroxi-5a-pregnano-20-ona), metabolitos de la progesterona, tienen
diversos efectos similares a los producidos por las BZDs y los barbitlricos tales como:
anestésicos (Norbeg et al. 1999), hipnogénicos (Lancel 1996) anticonvulsivos y ansioliticos
(Beyer & Gonzélez-Mariscal 1991; Bitran et al. 1991; 1993; Rodriguez-Sierra et al. 1984; Picazo
& Fernandez-Guasti 1995; Puia et al. 1990). Estos metabolitos pueden modular las acciones
inhibidoras del GABA y de las BZDs potenciando los efectos GABAérgicos al aumentar la
entrada de Cl a través de los receptores ionotropicos GABA, y al incrementar la union de ciertas
BZDs como el flunitrazepam (Majewska et al. 1992; Picazo & Fernandez-Guasti 1995; Gee et al.
1998).

El efecto anestésico en ratas es potenciado por la pregnanolona (Norbeg et al. 1999) y la
sensibilidad al triazolam se incrementa por la administracion de progesterona en mujeres
(Kroboth & McAuley 1997). Se ha reportado que el efecto ansiolitico producido por la
progesterona y la alopregnanolona es bloqueado por antagonistas GABAérgicos como: el
flumazenil, la picrotoxina y la bicuculina (Fernandez-Guasti & Picazo 1995; Britan & Dowd

1996).
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La produccién de alopregnanolona se observa en ambos sexos luego de la administracion
de dosis fisiologicas de progesterona (Corpechot et al. 1993). Los niveles tanto de progesterona
como de alopregnanolona se incrementan dramaticamente en ambos sexos luego de exponerlos a
estimulos estresantes (Schulz et al. 1996; Purdy et al. 1991; Vallée et al. 2000; Barbaccia et al.
2001). Los niveles cerebrales de alopregnanolona en el macho se ven incrementados de un nivel
que en las hembras equivale al diestro a niveles que corresponden al proestro en las hembras

(Purdy et al. 1991).

Finalmente, el sindrome de abstinencia generado cuando se retiran los neuroesteroides se
caracteriza por un incremento en la susceptibilidad a crisis convulsivas (Frye & Bayon 1998;
Smith et al. 1998a; Reilly et al. 2000), incremento en la ansiedad (Gallo & Smith 1993; Smith et
al. 1998a) y desde el punto de vista farmacologico un decremento en la sensibilidad a las BZDs

(Moran et al. 1998; Smith et al. 1998a; Smith et al. 1998b).

2.7 4 Influencias hormonales versus genéticas

Por muchos afios, se pens6 que el unico factor bioldgico para determinar la diferenciacion
sexual en el cerebro y otros tejidos eran las influencias organizadoras y activadoras de los
esteroides sexuales, como se explico anteriormente. Evidencia reciente muestra que los factores
genéticos tienen que ser tomados en consideracion, especialmente la influencia de genes sexuales
especificos en los cromosomas sexuales (De Vries et al. 2002; Arnold et al. 2003, 2009; De
Vries 2004; De Vries & Sodersten 2009). Los efectos de los cromosomas sexuales podrian
deberse a la accion directa de los genes del cromosoma Y o una expresion diferencial de los
genes del cromosoma X que puede surgir de diferencias de la produccion del gen ya que no
todos los genes del segundo cromosoma X de las hembras son completamente silentes, o a
diferencias sexuales en la impronta gendémica de los genes del cromosoma X (Federman 2006;

van Nas et al. 2009).

Se han encontrado diferencias sexuales antes de la diferenciacion de las gonadas, o antes
de que el nivel de testosterona en sangre sea sexualmente dimorfico (Renfree & Short 1988;
Dewing et al. 2006). Por lo que algunos investigadores (De Vries et al. 2002; Arnold et al. 2003,
2009; De Vries 2004; De Vries & Sodersten 2009) han retomado la idea de que las diferencias
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genéticas intrinsecas a las células cerebrales de machos y hembras podrian ser el origen de

algunas diferencias sexuales en el fenotipo.

El primer estudio en identificar que el gen Y tiene un efecto directo en el fenotipo del
cerebro utiliz6 un modelo en roedores en el cual se redujo la expresion del gen Sry, lo que
disminuy6 la expresion de tirosina hidroxilasa (enzima critica para la sintesis de catecolaminas
como la dopamina) en las células dopaminérgicas de la sustancia nigra y el estriado,

interfiriendo con la funcién motora (Dewing et al. 2006).

Hay datos que apoyan la nocion de que ciertas diferencias sexuales existen para preservar
funciones cerebrales criticas que tienen una ventaja evolutiva (De Vries et al. 2002; Arnold et al.
2003; 2009; De Vries 2004). Por ejemplo, se han encontrado diferencias sexuales en los
patrones cerebrales sin encontrar diferencias en la ejecucion (Shaywitz et al. 1995; Grabowski et
al. 2003; Piefke et al. 2005). Esto no seria inesperado si consideramos que en ambos sexos, el
cerebro se esfuerza por lograr una ejecucion Optima en las funciones cognoscitivas, pero esto
tiene que suceder en ambientes genéticos y hormonales muy diferentes, tanto durante el
desarrollo como en la adultez, que tiene que existir para asegurar la sobrevivencia de la especie.
El dimorfismo sexual que subyace a las funciones no reproductivas podria habilitar al organismo
a lograr las mismas metas pero por medio de mecanismos cerebrales diferentes en machos y

hembras (De Vries et al. 2002).

2.7.5 Efecto de las benzodiacepinas en la funcion cerebral

La mayoria de los estudios encaminados a investigar el efecto diferencial de las BZDs en
hombres y mujeres se centran en la farmacodinamia y farmacocinética (Yonkers 1992;
Greenblatt et al. 2000; 2004). No se han encontrado diferencias sexuales en la absorcion, pero si
en la eliminacion, siendo mas corta en los hombres que en las mujeres (Yonkers 1992;
Greenblatt et al. 2000; 2004; ain después de normalizar los datos con el peso corporal
(Greenblatt et al 2000), resultados atribuidos a las diferencias encontradas en las enzimas CYP

encargadas de metabolizar diversos farmacos psicotropicos (Thummel & Wilkinson, 1998).

Conductualmente se ha reportado un deterioro psicomotor (Palva 1985), y una afectacion
en la estimacioén temporal y en los tiempos de reaccion (Sierra 1997) mayor en mujeres que en

hombres bajo los efectos de una dosis de diazepam. Las mujeres mostraron un deterioro mayor
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en la ejecucion de la tarea de substitucion de digitos tras la administracion de lorazepam, en

comparacion con hombres (Jackson et al. 2005).

En dos estudios doble ciego administrando diazepam via oral y placebo de manera
contrabalanceada se registrd el EEG en reposo (Romano-Torres et al. 2002) y durante una tarea
de atencion sostenida (Mufioz-Torres 2005). Se analiz6 el espectro de potencia y los espectros de
actividad inter e intrahemisférica o actividad acoplada en la condicion de reposo con ojos
abiertos en un experimento y en el otro experimento 1 segundo previo a la aparicion del estimulo

al que tenian que responder.

Durante reposo con ojos abiertos solo las mujeres mostraron un decremento de la
potencia de theta y alfa 2. Esta disminucion de theta encontrada en mujeres y no en hombres
concuerda con los datos encontrados en ratas hembras gonadectomizadas sin tratamiento
hormonal y en ratas hembras gonadectomizadas recibiendo progesterona pero no entre los
machos (Ugalde et al. 1998). En contraste, la correlacion interhemisférica se vio mas afectada en
los hombres, quienes mostraron un decremento de la correlacion interhemisférica de alfa 1. Estos
datos sugieren que el ritmo theta es mas sensible al diazepam en mujeres, mientras que el efecto
del DZ en el acoplamiento temporal entre regiones homologas del cerebro es mayor en hombres
que en mujeres. El ligero efecto observado en el acoplamiento temporal en mujeres puede
relacionarse a las diferencias sexuales en la organizacion funcional y anatomica del cerebro. Las
mujeres tienen la comisura anterior (Allen & Gorski 1991) y el cuerpo calloso (Salat et al. 1997,
Gadea et al. 2002; Dubb et al. 2003) mas grandes y mayor correlacion interhemisférica
(Beaumont et al. 1978; Corsi-Cabrera et al. 1989, 2003; Ramos et al. 1993) en comparacion con
los hombres en condiciones normales. La mayor interconectividad entre los dos hemisferios
cerebrales podria resultar en un acoplamiento funcional mayor en mujeres que en hombres, como
ocurre luego de la privacion de suefio; la correlacion interhemisférica decrece en los hombres,
mientras que en las mujeres se observa atenuado el efecto en la correlacion interhemisférica

(Corsi-Cabrera et al. 1989; 2003).

El analisis de la actividad EEG durante una tarea que demanda atencion sostenida bajo
los efectos del diazepam en hombres y mujeres revelo, que el efecto dimodrfico del diazepam
observado en la actividad theta en mujeres se mantiene durante la ejecucion de la tarea,

exclusivamente las mujeres mostraron un decremento de la potencia de theta y alfa. El efecto
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selectivo en el hemisferio derecho del acoplamiento temporal intrahemisférico durante reposo, se
observo durante la ejecucion de la tarea s6lo en las mujeres, mientras que en los hombres

decreci6 globalmente la actividad intrahemisférica.

En resumen, las BZDs tienen un efecto diferencial en hombres y mujeres que necesita ser
mas explorado, correlacionandolo con el funcionamiento cerebral para entender mejor los
mecanismos cerebrales que subyacen al cambiar la neuroquimica del sistema nervioso. Resulta
fundamental entender la interaccion entre las BZDs y los mecanismos cognoscitivos complejos
que exige la vida cotidiana, asi como el efecto diferencial que ocurriria entre hombres y mujeres
por tener una organizacion estructural y funcional del cerebro diferente. El conocimiento de los
mecanismos cerebrales involucrados va a permitir desarrollar estrategias terapéuticas mas
congruentes con el funcionamiento de un cerebro masculino y femenino, y por lo tanto mas
efectivas. Desde el punto de vista tedrico permite tener un entendimiento mas completo de la

funcion cerebral que subyace a la conducta.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante los procesos cognoscitivos complejos el SNC requiere integrar la informacion
proveniente de multiples entradas sensoriales obligando al sistema a responder con patrones muy
precisos tanto temporal como espacialmente en las respuestas inhibidoras y excitadoras. Las
funciones cognoscitivas complejas, especificamente el seguimiento de reglas en un contexto
cambiante, demanda la participacion de regiones en las que se expresan receptores a BZDs. Las
BZDs como el diazepam (DZ) se unen al receptor postsindptico GABA, incrementando la

inhibicion a través del flujo de los iones de CI al interior de la neurona.

La mayoria de los estudios que exploran los efectos cognoscitivos de las BZDs no
registran la actividad cerebral asociada al incremento de la inhibicion a través del sistema
GABA¢érgico; o registran los cambios que ocurren en el cerebro bajo el efecto de estas
sustancias, pero en condiciones de reposo. Debido a que una demanda cognoscitiva genera un
patron de actividad cerebral completamente diferente al estado de reposo y requiere de un control
mas preciso de la actividad neural, sobre todo cuando se implementa un conjunto de reglas
complejas que demandan inhibir una respuesta motora impulsiva, resulta central conocer como

se afectan estos procesos con estos farmacos que son ampliamente utilizados.

Es evidente que existen influencias sexuales en todos los niveles del sistema nervioso,
desde el genético hasta el conductual. Las diferencias estructurales y funcionales entre hombres y
mujeres reportadas en los circuitos neuronales necesarios para el procesamiento de informacion,
la influencia de los esteroides sexuales en el sistema GABAérgico y el dimorfismo genético que
pudiera estar interviniendo en las diferencias sexuales apuntan a diferentes organizaciones
funcionales del cerebro por lo que resulta importante conocer las similitudes y diferencias de su

expresion tanto a nivel conductual como neural.
3.1 Objetivos

1) Explorar si una dosis ansiolitica (10 mg) de DZ, afecta la capacidad para seguir reglas

complejas.

2) Identificar los correlatos neurales relacionados con el efecto del DZ durante la

implementacion de reglas complejas.
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3) Comparar el efecto del DZ entre hombres y mujeres durante el seguimiento de reglas
complejas tanto a nivel conductual como a nivel de la actividad cerebral mediante resonancia

magnética funcional.
3.2 Hipétesis

La ejecucion de la tarea de seguimiento de reglas complejas bajo el efecto del diazepam

sera menos eficiente que con placebo.

El incremento de la actividad inhibidora, debido a 10 mg de diazepam, reducird la
actividad de la red cerebral implicada en la ejecucion de la tarea que demanda seguir reglas
complejas. Especificamente, el diazepam inhibird 4areas corticales de asociacion como las
regiones prefrontal y temporo-parieto-occipital, las cuales son esenciales para la implementacion

de reglas.

Los cambios cerebrales y conductuales seran mas acentuados en las mujeres que en los

hombres.
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4.METODO
4.1 Sujetos

Participaron 20 voluntarios (10 mujeres) entre 21 y 35 afios de edad (media = 25.5 afios)
con un indice de masa corporal de 23.4 £ 2.9 kg/m2 (media + desviacion estdndar) y un
porcentaje de grasa corporal normal (del 12 a 21%). Los participantes reportaron haber
completado de 14 a 21 afos de educacidn, sin diferencias en el nivel de educacion entre hombres
y mujeres. A partir de la historia clinica y de una entrevista personal se eligieron a los
participantes que no tuvieran historia de neurocirugia, de traumatismo craneo-encefalico, de
enfermedad mental o drogadiccion, y que no ingirieran sustancias que afectaran el sistema
nervioso o el metabolismo del DZ; en el caso de las mujeres, adicionalmente se buscd, que
tuvieran ciclos hormonales estables y que no consumieran sustancias que alteraran los niveles de
hormonas sexuales, como pildoras anticonceptivas. A todos los sujetos se les pidi6 abstenerse de
ingerir cualquier bebida alcoholica o medicamento 72 hrs antes de las sesiones experimentales.

Se les aplico una prueba de lateralidad (Annett 1967) para asegurar que fueran diestros.

A todos los participantes se les informo por escrito las condiciones del estudio y los que
estuvieron de acuerdo en participar firmaron una carta de consentimiento. Los participantes
sabian en una de las sesiones se les darian 10 mg de DZ y en otra PL, mientras ejecutaban una
tarea cognoscitiva dentro del escaner de resonancia. Se les explico los efectos del farmaco, asi
como las condiciones del estudio de resonancia funcional. La investigacion fue aprobada por el

comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autéonoma de México.
4.2 Procedimiento

En la sesion de entrevista se llevaron a cabo las mediciones para asegurar que los
paticipantes cumplian con los criterios de inclusion. La estimacion del porcentaje de grasa
corporal se obtuvo a partir del método de pliegues subcutaneos. Con un plicometro Lange se
midieron 4 pliegues: bicipital, tricipital, subescapular y supraciliaco; los cuales representan la
grasa de las extremidades y del tronco superior e inferior. Estos pliegues varian de hombres a
mujeres, debido a la predisposicion natural de cada género para acumular grasa en ciertas zonas

por lo que se consultaron tablas nutrimentales especificas para cada sexo (Gibson 1990).
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En dos sesiones experimentales diferentes, con un intervalo de 3 a 4 semanas entre ellas,
se administré de manera contrabalanceada, una capsula via oral ya sea con 10 mg de DZ o con
placebo (PL) como control, los sujetos no sabian si el contenido de las capsulas era PL o DZ. Se
registrd la actividad metabdlica cerebral, a través de iméagenes de Resonancia Magnética
funcional (RMf), de 2 a 5 hrs después de la administracion de la cépsula, periodo en el que la
distribucion del DZ se encuentra estable (Friedman et al. 1985); durante la realizacion de una
tarea que demanda seleccionar respuestas al implementar reglas arbitrarias bajo el efecto del

compuesto (PL o DZ).

A las mujeres se les escaneo entre el 3ro y 5to dia del ciclo menstrual, se midieron los
niveles séricos de progesterona y estradiol para asegurar que sus niveles de hormonas sexuales

correspondieran al inicio de la fase folicular.

A todos los sujetos se les tomd una muestra sanguinea antes o después del estudio de
RMf{, de manera contrabalanceada, para determinar las concentraciones de DZ por medio de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y de progesterona y estradiol en el caso de las
mujeres. Los estudios clinicos fueron realizados en el Laboratorio y Banco de Sangre del
Hospital Angeles del Pedregal. A los participantes se les llevo a su casa al finalizar el estudio

para evitar que manejaran bajo los efectos del DZ.

Los datos de 2 sujetos (una mujer y un hombre) fueron excluidos de los andlisis debido a
que se presentaron problemas técnicos asociados a la presentacion de estimulos o captura de sus

respuestas en alguna de las sesiones.
4.3 Tarea Cognoscitiva

Durante la adquisicion de las imagenes metabolicas cerebrales los sujetos ejecutaron una

tarea guiada por reglas complejas disefiada originalmente en el laboratorio.

La tarea consiste en la presentacion de un punto de fijacion, en el centro de una pantalla y
dos cuadros laterales equidistantes, uno a cada lado. Aparece una flecha blanca al centro de la
pantalla por 500 ms la cual puede apuntar al lado derecho o al izquierdo, seguida por el estimulo
“blanco”, el cual es una cruz verde o roja que aparece por 100 ms en cualquiera de los cuadros

mientras la flecha permanece en el centro. En la figura 4.1a se muestra el ejemplo de un ensayo.
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La tarea requiere que los sujetos seleccionen entre 2 respuestas diferentes, presionar 2 veces el
boton de respuesta (doble click) o una vez (inhibir 1 click) con el dedo indice derecho tan rapido

como les fuera posible, dependiendo del conjunto de reglas a seguir:
- Si la flecha apunta al lugar en el que aparece la cruz y ésta es verde: dar 2 clicks
- Si la flecha apunta al lado opuesto a la cruz y es verde: dar 1 click, pero
- Si la flecha apunta al lugar en el que aparece la cruz y es roja: dar 1 click y
- Si la flecha apunta al lado opuesto a la cruz y es roja: dar 2 clicks.

Son cuatro estimulos con diferencias en su congruencia y por lo tanto, en la
automaticidad y predominio de la respuesta. Se esperan respuestas mas rapidas cuando la flecha
esta apuntado al estimulo “blanco” que cuando apunta al lado contrario y una facilitacion en la
respuesta hacia los estimulos verdes que a los rojos, en base al significado tradicional de estos
colores: avanzar (verde) y alto (rojo). Asi, el ensayo con la flecha apuntando hacia la cruz verde
es congruente en sus dos dimensiones (totalmente congruente: CC), el ensayo con la flecha
apuntando hacia la cruz roja es incongruente en la dimension color (CI), el ensayo con la flecha
apuntando al lado opuesto de la cruz verde es incongruente en la direccion (DI) y el ensayo con
la flecha opuesta a la cruz roja es incongruente en sus dos dimensiones (totalmente incongruente:
IT). Los ensayos totalmente congruente e incongruente requieren de un doble click, mientras que

los parcialmente incongruentes demandan inhibir uno de los clicks (Fig. 4.1b).

Los estimulos se presentaron pseudo-aleatoriamente con la restriccion de que no mas de
tres estimulos del mismo tipo aparecieran consecutivamente. La tarea contiene 4 bloques de 40
estimulos (10 de cada tipo). Adicionalmente, se presentaron cuatro ensayos “vacios” en los que
no se presenta el estimulo “blanco” (la cruz) sino que luego de la presentacion de la flecha
cambia al punto de fijacion para comenzar de nuevo otro ensayo, por lo que no se requiere
seleccionar una respuesta, se presentaron para lograr una distribucion estocastica de la
presentacion de los estimulos y contar con una linea base de activacion entre los estimulos. El
intervalo entre estimulos es de 4000 ms. La tarea se corrid dentro del escaner con el programa E-
Prime (Psychology Software Tools, Pittsburgh, Pennsylvania). Las respuestas fueron adquiridas

con una botonera compatible con la resonancia magnética.
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Fig. 4.1 (a) Ejemplo de un ensayo con la duracién en milisegundos de cada escena de la tarea,
(b) ilustracién del tipo de estimulos, el nombre dependiendo de la regla y la respuesta
requerida.

4.4 Tarea Motora

Con el proposito de medir el efecto del DZ en la actividad motora, los sujetos ejecutaron
previamente a la tarea de seguimiento de reglas, una tarea control disefiada con el objetivo de
medir el aspecto motor ya que esta tarea contenia las mismas caracteristicas sensoriales de los
estimulos que la tarea cognoscitiva previamente descrita, pero requeria responder con un doble
click tan rapido como fuera posible cada vez que apareciera el estimulo “blanco” (la cruz),
independientemente de su color o localizacion en relacién a la flecha, es decir, siguiendo un solo

plan de accidon y con una carga cognoscitiva minima.

Los participantes recibieron las instrucciones de las tareas en el monitor de una
computadora y practicaron la tarea fuera del escaner antes de cada sesion de RMf para evitar
posibles efectos de memoria a largo plazo y para asegurar que las instrucciones para cada regla
eran comprendidas correctamente. La practica consistié de 1 bloque con 20 estimulos, 5 para
cada tipo de regla; si los sujetos tenian mas de 2 respuestas incorrectas de uno de los tipos de
regla repetian un segundo bloque completo. Unicamente 3 de los 18 sujetos necesitaron un

segundo bloque para lograr este criterio.
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Tanto la tarea cognoscitiva como la motora se usaron previamente en un grupo
independiente con un mayor nimero de participantes (n=39). Los resultados demostraron
tiempos de reaccion (TRs) significativamente mas lentos para la tarea cognitiva que para la tarea
motora, y TRs mas rapidos para los estimulos totalmente congruentes en comparacion con los
otros, los estimulos que tenian al menos un componente incongruente no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. Basados en estos datos, y para reducir el nimero de variables, los
estimulos se dividieron en congruentes (o facil) e incongruentes (o dificiles) para los analisis de

RMT.
4.5 Adquisicion de las Imagenes de RM

Los datos de RM funcional se adquirieron un sistema General Electric de 1.5 Tesla en el
departamento de resonancia magnética del Hospital Angeles del Pedregal. Para cada sujeto y
cada sesion, se adquirieron 240 volimenes de imagen eco-planar (8 cortes axiales de 6 mm de
espesor; TR=3s: TE=27ms; espacio inter-corte de 4mm; FOV: 24x24cm; matriz: 128x128), en
cuatro corridas de 60 escaneos con tres escaneos “dummies” que fueron descartados antes del
analisis debido a efectos de saturacion en T1. Previamente a las corridas funcionales, se obtuvo
una imagen anatomica T1 de alta definicion (TR=18.4ms, TE=4.2ms, tamano del voxel:

0.47x0.47x3mm’).

Los 8 cortes fueron situados sobre regiones de interés como los 16bulos frontal, parietal,
el tdlamo, los nucleos basales y el hipocampo (Fig. 4.2). El tercer corte se ubicd paralelo a la
linea bicomisural con 2 cortes por arriba y 3 por debajo. El corte mds bajo incluyd la region basal
de la corteza orbitofrontal, el mesencéfalo, la region superior del cerebelo (culmen) y la corteza
visual. El corte mas dorsal abarco el giro frontal superior, los giros pre- y postcentral y la region
superior del 16bulo parietal. En la Fig. 4.3 se puede observar el curso del tiempo del experimento

acoplado la toma de imagenes de RMf.
4.6 Analisis de Datos

4.6.1 Datos Conductuales

Tanto el tiempo de reaccién como el porcentaje de respuestas correctas se sometieron a

un andlisis de varianza (ANDEVA) de tres vias para medidas repetidas con dos niveles de tarea
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(cognitiva/motora), dos niveles de droga (PL/DZ) y cuatro estimulos (CC/CI/DI/II). Para
comparar las diferencias sexuales se llevo a cabo un ANDEVA mixto de tres vias, por separado
para cada tarea, con dos niveles de sexo (hombres/mujeres), dos de droga y cuatro de estimulos.

Se realizaron los analisis post-hoc de Tukey para identificar la fuente de las diferencias
estadisticamente significativas entre condiciones. El nivel de significancia fijado fue de p < 0.05
para comparaciones estadisticas. Los tiempos de reaccion para las respuestas que requerian un

doble click se calcularon para el primer click registrado.

Fig. 4.2 Imagenes anatomicas en las que se muestra la localizacion de los 8 cortes en una vista
sagital y parasagital (arriba), y la vista axial de cada uno de los cortes (abajo).
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Fig. 4.3 Esquema que muestra el curso del tiempo de la tarea asociado a la adquisiciéon de
imagenes de resonancia magnética funcional.

4.6.2 Datos de RMf

Los datos funcionales se pre-procesaron siguiendo procedimientos estandar utilizando el
programa SPM2 (www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/spm2). Las imagenes funcionales para
cada sujeto se realinearon a la primera imagen de cada sesion para corregir los movimientos de la
cabeza entre escaneos y fueron corregidas por diferencias en el tiempo de adquisicion del corte.
Posteriormente, las imagenes se normalizaron espacialmente a un espacio estandar (Talairach &
Tournoux 1988) utilizando la plantilla del Instituto Neurologico de Montreal (Evans et al. 1994).
Por ultimo, las imagenes fueron suavizadas espacialmente utilizando un filtro kernel Gaussiano
de 8 mm FWHM (Full-Width at Half-Maximum). Los datos se modelaron como eventos
coincidiendo con la presentacion del estimulo “blanco”, con el modelo de respuesta

hemodinamica sintética.

Las respuestas cerebrales asociadas con cada condicion experimental se estimaron de

acuerdo al modelo general lineal para un disefio de eventos para cada voxel (Friston et al. 1995).
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Para identificar las regiones asociadas con la ejecucion de la tarea de seguimiento de reglas y
para comparar estos resultados con reportes previos de neuroimagen durante la conducta dirigida
por reglas, primero se analizo la actividad cerebral bajo condiciones normales (placebo). Se

calcularon dos contrastes para cada sujeto:
1) Las cuatro reglas versus los ensayos vacios.
2) Los ensayos incongruentes versus el congruente.
3) Los ensayos en los que inhiben un click versus los ensayos con doble click.

Con el proposito de contrabalancear los contrastes en los que se compararon 3
condiciones contra una, se multiplicd esa condicion por 3. A estos contrastes se les aplicd una
prueba t de Student en un segundo nivel. El umbral para los mapas estadistico se fij6 a p <0.001

no corregido, con un umbral por cluster (agrupacion de activaciones) de p < 0.05.

Para conocer la influencia del DZ en la actividad cerebral en funcion de la tarea guiada
por reglas, se aplicaron pruebas t pareadas comparando los contrastes anteriores entre las
condiciones DZ y PL. Finalmente, se aplicaron pruebas post-hoc a los parametros estimados en

los casos en que las interacciones resultaron significativas para conocer el sentido del efecto.

Para investigar las diferencias entre hombres y mujeres se llevo a cabo una t
independiente para comparar la actividad entre hombres y mujeres por separado para PL y DZ de
los tres contrastes anteriores. Se realizaron pruebas post-hoc de los pardmetros estimados para

conocer €l sentido del efecto de cada condicion.
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5.RESULTADOS
5.1 Niveles Séricos

La media del nivel plasmatico de DZ fue de 170 mcg/ml (DE 55.7), este nivel se

encuentra dentro del rango de una dosis clinicamente efectiva (Rang et al. 2001).

Las mujeres presentaron el nivel hormonal correspondiente a la fase folicular temprana:

estradiol 41.2 mcg/ml, (DE 36.3); progesterona 1.33 mcg/ml, (DE 3.2).
5.2 Resultados Conductuales

5.2.1 Tiempos de Reaccion

La media de los tiempos de reaccion de las variables experimentales: tarea, droga y
estimulos se muestra en la Fig. 5.1. Los efectos principales de farea y droga fueron
estadisticamente significativos: los sujetos fueron mas lentos en la tarea de seguimiento de reglas
que en la tarea motora (p < 0.0001) y ejecutaron la tarea mas lentamente bajo el efecto de DZ en
comparacion con PL (p < 0.0001), este efecto del DZ sobre los tiempos de reaccion soélo se
observo en la tarea de seguimiento de reglas (p < 0.01 post-hoc) y no en la motora (p > 0.2) (Fig.
5.1a). En el efecto principal de estimulos se encontré una tendencia (p = 0.06) junto con una
interaccion de tarea por estimulos (p < 0.03), debida a los tiempos de reaccion mas lentos para
los ensayos incongruentes en comparacion con el congruente, exclusivamente en la tarea de
seguimiento de reglas (p < 0.01 post-hoc) (Fig. 5.1b). La interaccion de droga por estimulos no

alcanzo un nivel estadisticamente significativo (p =0.1).

Para conocer si el aprendizaje ejerce un efecto en la tarea, se hicieron dos andlisis con los
tiempos de reaccion uno entre sesiones (primera y segunda sesion) y otro dividiendo la tarea en
mitades (primera y ultima mitad). No se encontraron diferencias entre mitades (p = 0.91) ni
interacciones con DZ (p = 0.8) o con estimulos (p = 0.7). Si bien se observo un efecto de
sesiones (p < 0.001), debido a los tiempos de reaccion mas rapidos en la segunda sesion que en la

primera, no se encontraron interacciones con droga o estimulos (p = 0.9).

49



Tiempos de Reaccién

900 -
g 750 ) —
E
E 600 A I 1
0
G T
E 450 - oPL
[ mDz
-
w 300 -
(=]
E
g 150 -
E
0 T
MT TSR
Tiempos de Reacién por Estimulo
900 -
& 750 -
E .
= -
. 4 [ [
o . ! = 2
2 450 - S & = B e
P .« *+ o . ad
« 300 -
] on
a
5 150 -
=
D | 1
MT TSR

Fig. 5.1 Efectos significativos obtenidos del andlisis de los datos conductuales. Medias y errores
estandar de los tiempos de reacciéon en milisegundos de las tareas motora (MT) y de
seguimiento de reglas (TSR). a) en funcién de droga, placebo (barras blancas) y diazepam
(barras negras); b) en funciéon de estimulos, CC = Totalmente Congruente, DI = Direccion
Incongruente, CI = Color Incongruente, II = Totalmente Incongruente. Las lineas indican
diferencias estadisticas entre condiciones. Los simbolos indican diferencias entre los estimulos
de la tarea motora y el estimulo correspondiente de la tarea de seguimiento de reglas. (p’s <
0.05).
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5.2.1.1 Diferencias Sexuales

El ANDEVA mixto de tres vias (sexo x droga x estimulos) de la tarea de seguimiento de
reglas arroj6 diferencias estadisticas para los tiempos de reaccion en el efecto principal droga (p
< 0.008) resultando tiempos de reacciéon mas lentos con DZ que con PL. En el efecto principal
estimulos también se observaron diferencias estadisticas (p < 0.0009), como puede verse en la
Fig. 5.2a. Los tiempos de reaccion resultaron menores para el estimulo CC, el totalmente
congruente, en comparacion con los otros tres estimulos incongruentes (CI, DI, II); los tiempos
de reaccion de los estimulos CI y DI, en los que tienen que inhibir una respuesta, también fueron
mayores que los del estimulo II. No se encontraron diferencias en el efecto principal sexo (p =
0.1). La interaccion entre los factores droga y estimulos resultd estadisticamente significativa (p
<0.48) (Fig. 5.2b). El anélisis post-hoc para comparaciones multiples mostré que los tiempos de
reaccion con tanto con PL como con DZ son menores para el estimulo totalmente congruente
(CC) en comparacion con los tres incongruentes (DI, CI e II). Adicionalmente, con DZ los
tiempos de reaccion del estimulo II (totalmente incongruente) resultaron mas rapidos que los
tiempos de reaccion de los estimulos en los que inhiben una respuesta (DI y CI). Comparando
entre PL y DZ el tiempo de reaccion bajo el efecto del DZ es mayor en los estimulos: DI, CI e 11
en comparacion a todos los estimulos con PL, mientras que el tiempo de reaccion del estimulo
CC con DZ es mas lento que el presentado en los estimulos en los que dan una doble respuesta

(CCe1Il) en la condicion PL.
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Fig. 5.2 Efectos significativos obtenidos del analisis de los datos conductuales. Medias y errores
estandar de los tiempos de reaccién en milisegundos de la tarea de seguimiento de reglas. a) en
funcién de estimulos; b) interaccién de droga y estimulos, CC = Totalmente Congruente, DI =
Direccién Incongruente, CI = Color Incongruente, II = Totalmente Incongruente. Las lineas
indican diferencias estadisticas entre condiciones. Los simbolos indican diferencias entre los
estimulos con diazepam (DZ) y placebo (PL). (p’s < 0.05).
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5.2.2 Aciertos

Para el porcentaje de aciertos se realizaron los mismos analisis estadisticos que con los
tiempos de reaccion. El efecto principal de rarea fue estadisticamente significativo (p < 0.0001)
con mas respuestas correctas en la tarea motora que en la de seguimiento de reglas (Fig. 5.3a). El
efecto principal de droga también fue estadisticamente significativo (p < 0.001); los sujetos
cometieron mas errores con DZ que con PL. Al igual que con los tiempos de reaccion, se
observo una tendencia del efecto principal de estimulos (p = 0.06), junto con una interaccion de
tarea por estimulos (p < 0.03) (Fig. 5.3b). Las comparaciones post-hoc mostraron que se
cometieron mas errores significativamente (p < 0.01) para el ensayo totalmente incongruente
comparado con el congruente (II), solo durante la tarea de seguimiento de reglas. Se observo una
interaccion significativa (p < 0.0006) de droga por tarea con mas respuestas correctas en la tarea
motora que en la de seguimiento de reglas con PL y DZ, sin embargo los efectos del DZ en la
tarea de seguimiento de reglas se reflejaron en un mayor nimero de errores cometidos en

comparacion con PL.
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Fig. 5.3 Efectos significativos obtenidos del andlisis de los datos conductuales. Medias y errores
estandar del porcentaje de aciertos de las tareas motora (MT) y de seguimiento de reglas (TSR)
a) en funcién de droga, placebo (barras blancas) y diazepam (barras negras); b) en funcién de
estimulos, CC = Totalmente Congruente, DI = Direccidn Incongruente, CI = Color Incongruente, 11
= Totalmente Incongruente. Las lineas indican diferencias estadisticas entre condiciones. Los
simbolos indican diferencias entre los estimulos de la tarea motora y el estimulo
correspondiente de la tarea de seguimiento de reglas. (p’s < 0.05).
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5.2.2.1 Diferencias Sexuales

En la tarea de seguimiento de reglas se encontro que el efecto principal droga arrojo
diferencias significativas (p < 0.03) resultando mayor el porcentaje de aciertos con PL que con
DZ. El efecto principal estimulos resultd significativo (p < 0.01). Se observé un menor el
porcentaje de aciertos para el estimulo totalmente incongruente (II) en comparaciéon con el
totalmente congruente (CC); el efecto principal sexo no mostré diferencias significativas (p =
0.2). La interaccion entre los factores sexo, droga y estimulos arrojé diferencias estadisticas (p <
0.03). Las pruebas post-hoc para comparaciones multiples mostraron que el porcentaje de
aciertos con DZ fue mayor para los hombres que para las mujeres en las decisiones CC e 1I, las
dos decisiones en las que emiten doble respuesta (Fig. 5.4). Como puede verse en la Fig. 5.5, el
porcentaje de aciertos en el grupo de mujeres fue menor con DZ en comparacion a PL en las
decisiones CC, CI e II, mientras los hombres no presentaron diferencias en este sentido;
adicionalmente, el porcentaje de aciertos fue mayor para la decision IV en comparacion con la IR

exclusivamente en el grupo de mujeres bajo el efecto del DZ.
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Fig. 5.4 Medias del porcentaje de aciertos de la tarea de seguimiento de reglas para hombres y
mujeres de cada estimulo, CC = Totalmente Congruente, DI = Direccién Incongruente, CI = Color
Incongruente, II = Totalmente Incongruente, con placebo (izquierda) y diazepam (derecha). Los
asteriscos junto a los estimulos CC e Il de la condicién DZ muestran diferencias estadisticas (p <
0.05) entre hombres y mujeres.

55



Aciertos de Hombres

100
i
- ~— ’
£ - _
w g5 _-'_"_-f:—‘
g x - —t—CC
1]
5 -o=DI
0 90
2 e Cl
H
2 [
2 g5
)
[+4
80 r )
PL Dz

Respuestas Correctas (%)

100 +

95 +

85 -

Aciertos de Mujeres

- ——(C
= -9
=& DI
=—tr—C|
I
PL Dz

Fig. 5.5 Medias del porcentaje de aciertos de la tarea de seguimiento de reglas con placebo (PL)
y diazepam (DZ) de cada estimulo, CC = Totalmente Congruente, DI = Direccién Incongruente, CI
= Color Incongruente, II = Totalmente Incongruente, para hombres (izquierda) y mujeres
(derecha). Los asteriscos junto a los estimulos CC, DI e II del grupo de mujeres muestran
diferencias estadisticas entre PL y DZ; la linea indica diferencias entre los estimulos CC e I en la

condicién DZ. (p’s < 0.05).

5.3 Resultados de Resonancia Magnética funcional

5.3.1 Tarea de Seguimiento de Reglas Bajo Placebo

En la Fig. 5.6 se muestran las activaciones significativas para el contraste de las cuatro

reglas menos los ensayos vacios bajo PL. La seleccion de la respuesta de acuerdo al seguimiento

de reglas arbitrarias produjo activacion del giro frontal medio izquierdo (area de Brodmann (BA)

46); la region anterior del giro del cingulo derecho (BA 24, 32), la porcidn superior del 16bulo

parietal izquierdo (BA 40), y de manera bilateral el giro lingual (BA 18), la precufia (BA 7 y 19)

y el cerebelo. En la Tabla 5.1 se muestran todas las activaciones significativas. Al final de la

seccion de resultados se encuentran las tablas de los contrastes realizados.

5.3.1.1 Incongruentes vs Congruente

El contraste entre los ensayos incongruentes versus el congruente, mostrd que la

actividad cerebral increment6 con los ensayos incongruentes en la region anterior del giro del

cingulo derecho (BA 32) y el giro frontal medio (BA 9), mientras que no se observaron

decrementos significativos asociados con estos estimulos (Fig. 5.7 y Tabla 5.1).
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Fig. 5.6 Activaciones del contraste de estimulos vs. ensayos vacios para la condicién placebo en
los planos anterior, posterior, laterales, basal y dorsal del cerebro (izquierda); mapas
estadisticos de activacién que muestran algunas regiones representativas.

5.3.1.2 Doble respuesta vs Inhibicion

Comparando la inhibicion de una respuesta versus la doble respuesta se observd mayor

activacion en el giro frontal medio (BA 46) derecho. El area que presentd menor activacion

cuando se trata de inhibir la respuesta en comparacion a la doble respuestas fue la region dorsal

del giro del cingulo (BA 31/24) izquierdo (Fig. 5.8 y Tabla 5.1).

Girodel Cingulo
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- ;\.i"”J/ AT P
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Fig. 5.7 Activaciones del contraste de los estimulos incongruentes vs. el congruente para la
condicién placebo en los planos anterior y lateral del cerebro (izquierda); mapa estadistico de
activacidn en un corte parasagital (derecha). En la Tabla 5.1 se muestran las caracteristicas de

esta activacion.
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Fig. 5.8 Diferencias estadisticas del contraste inhibicién vs doble respuesta para la condicion
placebo a) regidon con incremento de activacidon para los estimulos que demandan inhibir una
respuesta b) reduccion de la actividad asociada a la inhibicién de la respuesta. En la Tabla 5.1 se
muestran las caracteristicas de este contraste.

5.3.2 Efectos del Diazepam

Se encontraron activaciones significativas asociadas a la seleccion de respuestas de las
cuatro reglas versus los ensayos vacios bajo los efectos de DZ en comparacion con PL, en las
regiones inferior (BA 40) y superior (BA 7) del 16bulo parietal derecho, la precufia derecha (BA
7), las regiones posteriores del lobulo temporal derecho como el giro fusiforme y el giro
temporal inferior (BA 20) y mas rostralmente el giro temporal superior (BA 22 y 38); regiones
profundas del 16bulo temporal izquierdo como el giro parahipocampico (BA 34 y 36), el uncus

(BA 28) y el giro temporal medio (BA 37). Otras activaciones se encontraron en la insula y el
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claustrum izquierdos; el putamen de ambos hemisferios y en los giros medio e inferior del lo6bulo

occipital derecho (BA 18 y 19) (Fig. 5.9 y Tabla 5.2).

No se encontraron areas con mayor activacion para PL que para DZ con el umbral
estadistico establecido. Sin embargo, debido a que el DZ ejerce una influencia inhibidora en las
neuronas se espera una reduccion de la actividad metabodlica por lo que se llevo a cabo un
analisis exploratorio con un umbral estadistico mas bajo (p < 0.01 no corregido). Se observo una
disminucion de la actividad con DZ en los giros frontales inferior (BA 9), medio (BA 10) y
superior (BA9) del lado derecho, en el giro frontal inferior izquierdo (BA 45), en el giro
precentral derecho (BA 6), la insula izquierda (BA 13), el giro del cingulo anterior derecho (BA
24) y de manera bilateral el 16bulo parietal en su porcion inferior (BA 40) incluyendo al giro

supramarginal (Fig. 5.9 y Tabla 5.3).
5.3.2.1 Incongruentes vs Congruente

La prueba t pareada entre PL y DZ para los ensayos incongruentes versus los congruentes
reveld diferencias significativas en la region retroesplenial del lado derecho (BA 30). Los
analisis post-hoc de los pardmetros estimados para la activacion de los clusters correspondientes
a las diferentes condiciones revelaron que la actividad fue mayor para DZ en comparacion con

PL durante los ensayos congruentes (Fig. 5.10a y Tabla 5.2).
5.3.2.2 Inhibicion vs Doble respuesta

Comparando la inhibicion de una respuesta versus doble click entre PL y DZ se
observaron diferencias significativas en el giro frontal medio del hemisferio derecho y en el
l6bulo parietal izquierdo abarcando los giros supramarginal y angular. Los andlisis post-hoc de
los parametros estimados para la activacion de los clusters correspondientes a las diferentes
condiciones revelaron que la actividad fue mayor para DZ en comparacién con PL durante los

ensayos en los que habia que inhibir una respuesta (Fig. 5.10b y Tabla 5.2).
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dih

G. Temporal Medio Putamen

G. Frontal Superior G. Cingulo G. Supramarginal
(BA9) (BA24) (BA 40)

Fig. 5.9 Regiones con diferencias significativas entre diazepam y placebo para el contraste de las
cuatro reglas menos los ensayos vacios. En el centro se muestra en rojo el aumento y en azul la
reduccién de actividad. Arriba se muestran algunas de las regiones con mayor actividad. Abajo
se muestran regiones en las que la actividad se redujo, para este contraste el umbral estadistico
fue menor (p=0.01).

a b
Corteza Retrosplenial Giro Supramarginal
(BA 30) (BA 40)

Fig. 5.10 Regiones significativas para la interaccién entre droga (DZ/PL) y tipo de estimulo a)
congruente vs incongruente, b) inhibicidn vs doble respuesta.
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5.3.3 Diferencias Sexuales

5.3.3.1 Tarea de Seguimiento de Reglas

La prueba t para muestras independiente entre hombres y mujeres del contraste de las
cuatro reglas versus los ensayos vacios con PL revel6 diferencias estadisticamente significativas
en el giro frontal medio (BA 10) y la region anterior del giro del cingulo (BA32) del hemisferio
derecho. Los andlisis post-hoc de los parametros estimados para la activacion de los clusters
correspondientes a las diferentes condiciones revelaron una menor activacion en el grupo de
mujeres en comparacion con el grupo de hombres (Fig. 5.11a y Tabla 5.4). El mismo analisis
anterior para la condicion DZ revelé menor activacion en las mujeres en comparacion con los
hombres en el giro frontal superior derecho (BA 9/10), los giros frontales medio (BA 10y 46 ) e
inferior (BA 44 y 45) izquierdos, la region anterior del giro del cingulo (BA 25) derecho, la
precuna bilateral (BA 7 y 19); del lado izquierdo la cufia (BA 19), el uncus (BA 20) y el cerebelo
y el nucleo caudado derecho (Fig. 5.11b y Tabla 5.4).

5.3.3.2 Incongruentes vs Congruente

La comparacion entre la congruencia de los estimulos con PL arrojé diferencias
significativas con mayor actividad en las mujeres que en los hombres en el hemisferio derecho
en el giro frontal superior (BA 10), la insula (BA 13), la region inferior del 16bulo parietal (BA
39) y el putamen; y el giro precentral de manera bilateral (BA 6) (Fig. 5.12a y Tabla 5.4). Con

DZ no se observaron activaciones estadisticamente significativas con el umbral establecido.
5.3.3.3 Inhibicion vs Doble respuesta

La prueba t para muestras independiente entre hombres y mujeres del contraste doble
versus un click con PL revelo diferencias estadisticamente significativas en el hemisferio
derecho en el giro frontal superior (BA 10), del ntcleo lentiforme en el putamen y el globo
palido lateral y en el tdlamo; en el hemisferio izquierdo se observaron diferencias en el giro
frontal inferior (BA 47), los giros pre (BA 6) y postcentral (BA 2), el giro fusiforme (BA 20), el
polo temporal (BA 38), el giro parahipocampico y el giro occipital superior abarcando la cuiia

(BA 19); al igual que en los contrastes anteriores, la actividad fue menor en el grupo de mujeres
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que en el de hombres (Fig. 5.12b y Tabla 5.4). Bajo el efecto del DZ no se encontraron

activaciones estadisticamente significativas con el umbral establecido.

a b

PLACEBO DIAZEPAM

Fig. 5.11 Activaciones con diferencias estadisticas entre hombres y mujeres para el contraste de
estimulos vs. ensayos vacios en los planos anterior, posterior y laterales del cerebro a) para la
condicién placebo b) parala condicién diazepam.

b

Incongruente vs. Congruente Doble Respuesta vs. Inhibicion
PLACEBO PLACEBO

Fig. 5.12 Activaciones con diferencias estadisticas entre hombres y mujeres para la condicién
placebo en los planos anterior, posterior y laterales del cerebro a) para el contraste
incongruente versus congruente en el que la actividad es menor en hombres que en mujeres y

b) para el contraste doble respuesta versus inhibicién con mayor actividad en hombres que en
mujeres.
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Tabla 5.1 Regiones con actividad BOLD significativa en la condicion placebo para los
siguientes contrastes: seleccion de respuesta menos no-respuesta, congruente versus

incongruente e inhibicion versus doble respuesta.

Puntaje| Coordenadas Regiones activas Area [Tamaiio
Z Voxel| x | y | zZ Brodmann| Cluster
Respuesta > No-Respuesta
4.54 | -46 [40] 6 I Giro Frontal Medio BA 46 170

4.53 6 |-68] 0O D  Giro Lingual BA 18
428 | 0 [58] 6 | 1 Cerebelo ] 1014
3.76 14 |-58] -16 D  Cerebelo
4.25 0 [-76] 56 I Precuiia

= BA 7
4.18 2 |-78] 40 D  Precufia 661
3.92 | -10 |-84] 42 1 Precufia BA 19
416 | -62 |-24] 32 I Loébulo Parietal Inferior BA 40 314
4.15 2 |14 36 D  Giro del Cingulo BA 32
4.05 -6 [ -4] 52 1 Giro Frontal Medial BA 6 862
3.53 2 |-10] 40 D Giro del Cingulo BA 24
3.86 -2 |-98] 4 I Giro Lingual BA 18 264

Incongruente > Congruente
452 | 20 |16] 36 | D  Cingulate/Middle Frontal | BA32/9 | 337
Congruent > Incongruente

Inhibicion > Doble Respuesta

351 | 44 |22/ 26 | D  Giro Frontal Medio | BA46 | 318
Doble Respuesta > Inhibicion

325 | -4 |-22] 44 | 1  Giro del Cingulo BA3L [

2.92 2 161 42 I Giro del Cingulo BA 24

D = Hemisferio Derecho, I = Hemisferio Izquierdo, BA = Area de Brodmann
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Tabla 5.2 Regiones con diferencias en la actividad BOLD entre diazepam y placebo durante la
seleccion de respuesta menos no-respuesta, congruente versus incongruente e inhibicion versus
doble respuesta.

Puntaje| Coordenadas Regiones activas Area Tamafio
Z Voxel| x | y | y/ Brodmann | Cluster
Respuesta > No-Respuesta DZ > PL

3.84 20 | -66 | 48 D  Precuna BA 7

346 | 34 | -46 | 58 D  Lébulo Parietal Superior 923
3.15 34 | -52 | 46 D  Lébulo Parietal Inferior BA 40

369 |48 |-54| 0 I Giro Temporal Medio BA 37 1404
336 | -42|-32| -6 I Giro Parahipocampico BA 36

3.65 24 1 10 | -10 D Putamen -

3.04 10 | 10 | -22 | D Giro Recto BA 11 433
298 |30 | 22 |-28| D Giro Temporal Superior BA 38

361 |-36| 6 | -4 I Claustrun/insula -

341 -24 | 10 | -2 I  Putamen - 367
344 |-16| 4 | -26 I Uncus BA 28 223
327 |-10| -2 | -18 I Giro Parahipocampico BA 34

3.21 46 | -78 | -6 D  Giro Occipital Inferior BA 19

3.14 | 30 | -80| -8 D  Giro Occipital Medio BA 18 615
298 | 40 | -84 | -2 D  Giro Occipital Inferior

298 | 54 |-10| -8 D  GiroTemporal Superior BA 22

2.58 | 46 |-14|-24| D Giro Fusiforme BA 20 398
2.47 52 |-10]-20| D Giro Temporal Inferior

Incongruente > Congruente

Congruente > Incongruente

471 |28 |-66| 10 | D Corteza Retrosplenial | BA30 | 507
Inhibicion > Doble Respuesta PL > DZ
1] : I
Doble Respuesta > Inhibicion
4.53 48 | 18 | 22 D  Giro Frontal Medio BA 46 903

3.39 52 132 ] 32 D  Giro Frontal Medio BA9
3.77 | -40 | -44 | 32 I  Giro Supramarginal BA 40 228
293 | -38|-60 | 36 I  Giro Angular BA 39

D = Hemisferio Derecho, I = Hemisferio Izquierdo, BA = Area de Brodmann



Tabla 5.3 Regiones que muestran una reduccidon de la actividad BOLD con diazepam en
comparacion con placebo durante la seleccion de respuesta menos no-respuesta. Para este

contraste el umbral se bajé como analisis exploratorio (p < 0.01).

Puntaje| Coordenadas Regiones activas Area  |Tamaiio
Z Voxel| x | y | zZ Brodmann | Cluster
Respuesta > No-Respuesta PL > DZ

2.67 |-62|-46| 36 I Giro Supramarginal

2.62 | -62 | -36 | 34 I Lobulo Parietal Inferior BA 40 123
2.66 64 | 6 | 24 D  Giro Frontal Inferior BA9 37
2.62 2 | -10| 36 D  Giro del Cingulo BA 24 219
2.5 52130 | 2 I Giro Frontal Inferior BA 45 49
246 |-38|-34| 24 I insula BA 13 84
2.44 68 | -26 | 32 D  Lobulo Parietal Inferior BA 40 46
2.38 32 | 54 | 32 D  Giro Frontal Superior BA9 49
2.32 44 | -8 | 30 D  Giro Precentral BA 6 132
225 |-10| 38 | -8 I Giro Frontal Medio BA 10 38

D = Hemisferio Derecho, I = Hemisferio [zquierdo, BA = Area de Brodmann
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Tabla 5.4 Regiones que muestran diferencias de la actividad BOLD entre hombres y mujeres
con placebo y con diazepam durante la seleccion de respuesta menos no-respuesta.

Puntaje| Coordenadas Regiones activas Area [Tamaiio
Z Voxel| x | y | V/ Brodmann| Cluster
Respuesta > No-Respuesta Hombres > Mujeres
PLACEBO
3.58 14 144 ] 8 D  Giro del Cingulo BA 32 552

3.45 22 156 D  Giro Frontal Superior BA 10
DIAZEPAM

4.36 16 [-88] 44 D  Precuia BA 19 116

3.79 24 |-82] 52 D  Precuna BA 7

4.1 -18 |-28] -18 L Cerebelo - 269

4.01 -34 |-16| -24 L  Uncus BA 20

3.79 -48 142 | 14 L Giro Frontal Medio BA 46

3.64 -38 140 | 16 L  Giro Frontal Medio BA 10 894

3.55 -14 142 20 L  Giro Frontal Medio BA9

3.69 | -16 |-84| 44 L Precufia BA 19

34 -38 |-76( 18 L  Giro Temporal Medio BA 19 624

3.29 -8 [-90] 32 L  Cufia BA 19

3.51 18 | 58| 20 D  Giro Frontal Superior BA 10 537

3.1 16 [50] 26 D  Giro Frontal Superior BA9

3.37 -44 120 | 14 L  Giro Frontal Inferior BA 45 272

3.03 -50 1 12| 14 L  Giro Frontal Inferior BA 44

3.34 2 [14] -2 D  Giro del Cingulo BA 25 134

3.15 14 1221 0 D Caudado -

Respuesta > No-Respuesta Mujeres > Hombres
PLACEBO
S - I
DIAZEPAM
S S - I

D = Hemisferio Derecho, I = Hemisferio Izquierdo, BA = Area de Brodmann



Tabla 5.5 Regiones que muestran diferencias de la actividad BOLD entre hombres y mujeres
con placebo y con diazepam en el contraste congruente versus incongruente.

Puntaje| Coordenadas Regiones activas Area [Tamaiio
Z Voxel| x | y | z Brodmann| Cluster
Incongruente > Congruente Hombres > Mujeres
PLACEBO
DIAZEPAM

Incongruente > Congruente Mujeres > Hombres

PLACEBO

3.94 28 |-56] 36 D  Loébulo Parietal Superior BA 39 204
3.67 561 2 | 22 I Giro Precentral BA 6 179
3.54 36 |-14| 30 D  Giro Precentral BA 6
3.07 34 1 -8 16 D Insula BA 13 183
2.72 26 | -8 ] 14 D  Putamen
3.45 22 150 18 D  Giro Frontal Superior BA 10 233

DIAZEPAM

D = Hemisferio Derecho, I = Hemisferio Izquierdo, BA = Area de Brodmann




Tabla 5.6 Regiones que muestran diferencias de la actividad BOLD entre hombres y mujeres
con placebo y con diazepam en el contraste inhibicion versus doble respuesta.

Puntaje| Coordenadas Regiones activas Area [Tamaiio
Z Voxel| x | y | z Brodmann| Cluster
Doble Respuesta > Inhibicion Hombres > Mujeres
PLACEBO

4.15 | -18 |-84| 36 I  Cuna BA 19
3.94 | -18 |-90| 28 I Cuda BA 19 488
3.46 | -34 [-90] 26 I Giro Occipital Superior BA 19
358 [-20]-6] -18 I Giro Parahipocampico -
3.01 -34 114 | -20 I Giro Temporal Superior BA 38 247
3.01 -26 | 10| -18 I Giro Frontal Inferior BA 47
357 | 46| -8 -16 I Giro Temporal Inferior BA 20
338 |46 0| -14 I Giro Temporal Superior BA 38 341
2.98 -40 |-28| -24 I Giro Fusiforme BA 20
3.56 24 |-10] 14 D  Putamen -
3.17 10 [-8] 0O D Télamo - 564
3.08 14 1-2| 4 D  Globo Palido Lateral -
3.55 24 156 16 D  Giro Frontal Superior BA 10 377
3.53 -64 | -4 | 22 I Giro Precentral BA 6
352 |62 2] 10 I Giro Precentral BA6 213
3.19 -66 |-20| 22 I  Giro Precentral BA 2
DIAZEPAM
S : EE
Doble Respuesta > Inhibicion Mujeres > Hombres
PLACEBO
S - I
DIAZEPAM
S : [ T

D = Hemisferio Derecho, I = Hemisferio [zquierdo, BA = Area de Brodmann



6. DISCUSION

En el presente estudio se investigaron los efectos conductuales y neurales de la
implementacion de reglas complejas en voluntarios saludables bajo el efecto de una dosis de
diazepam; y se compararon las diferencias entre hombres y mujeres, tanto en la ejecucion como

en la actividad cerebral mediante la técnica de resonancia magnética funcional.
6.1 Ejecucion

Los tiempos de reaccion mostraron que una dosis de 10 mg de DZ deteriord la ejecucion
en una tarea guiada por reglas, lentificando la seleccion de la respuesta pertinente de acuerdo a
reglas complejas. De igual manera, la ejecucion se afectd con esta dosis, lo cual es congruente
con datos previos (Cunha et al. 2006; Boucart et al. 2007). El efecto en los tiempos de reaccion
no se debe a una alteracion por el DZ sobre las funciones motoras ya que en la tarea para
controlar el componente motor de la respuesta, la cual contiene los mismos estimulos que la tarea
de seguimiento de reglas, no se observaron diferencias entre placebo y diazepam. En la mayoria
de los estudios dirigidos a medir la motricidad se encuentra un aumento en los tiempos de
reaccion por el DZ (Masson et al. 2000; Mintzer et al. 2001). Sin embargo, estos resultados no
siempre se replican (Hindmarch et al. 2005) lo cual puede deberse a qué tan predecible es el

momento en el que se debe responder y la duracion del tiempo de preparacion de la respuesta.

Aunque los tiempos de reaccion fueron mas largos para la primera sesion que para la
segunda, no se observaron interacciones con la droga, sugiriendo que el efecto del DZ en esta

tarea no esta mediado por un deterioro en el aprendizaje o en procesos de memoria a largo plazo.
6.2 Correlatos neurales

La tarea de implementacion de reglas bajo PL activo regiones de asociacion incluyendo
el giro frontal medio y las regiones dorsales del giro del cingulo, asi como las areas de asociacion
de la corteza parietal. La activacion de estas regiones es consistente con estudios previos que
muestran que la demanda de funciones cognoscitivas complejas, como la conducta guiada por
reglas, involucran la participacion de areas prefrontales dorsolaterales (Toni et al. 2001; Johnson
et al. 2003; Christoff et al. 2009), el giro del cingulo anterior involucrado en situaciones de

conflicto y el monitoreo de la ejecucion (Botvinick 2007) y el 16bulo parietal implicado en
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procesos de atencion (Petersen et al. 1994; Corbetta & Shulman 2002). También se observaron
activaciones en regiones posteriores como en la corteza parietal superior derecha que se
extienden hasta la precufia, asi como regiones visuales, consistente con la naturaleza
visuoespacial de los estimulos utilizados (Botvinick 2007); y el cerebelo, posiblemente
relacionado con los componentes motores y los componentes de asociacion de la tarea

(Bellebaum & Daum 2009).

Con placebo, se observaron mas activas la region anterior del giro del cingulo y el giro
medio del 16bulo frontal durante los ensayos incongruentes que durante los congruentes, de
acuerdo con estudios previos en los que muestran que las funciones cognoscitivas de alto nivel,
involucran la participacion de la region dorsolateral de los 16bulos frontales (Toni et al. 2001;
Johnson et al. 2003; Christoff et al. 2009) y la region anterior del giro del cingulo, relacionada con
el monitoreo de la informacién y con el conflicto entre las diferentes propiedades sensoriales de
los estimulos (Botvinick 2007). Estas areas aparecen en el hemisferio derecho, el cual se ha

asociado con el procesamiento de situaciones cognoscitivas novedosas (Goldberg et al. 1994).

Consistentemente con otros resultados que exploran la inhibicion de respuestas
(Kawashima et al. 1996; Buchsbaum et al. 2005; Garavan et al. 2006; Picton et al. 2007), se
encontrd6 mayor activacion en areas frontales (BA 46) del hemisferio derecho en condiciones
normales (bajo PL). Esto sugiere que el proceso desplegado al inhibir la respuesta motora
requiere de la participacion de regiones prefrontales de alto orden para que sea ejecutada la
respuesta de inhibicion. Al emitir una doble respuesta, en comparacion con la inhibicion, se
encontré un aumento de actividad en la region dorsal del giro del cingulo, area cortical que
contiene neuronas relacionadas con el monitoreo de los eventos sensoriales y la conducta del

propio organismo (Vogt et al. 1992).

Contrariamente a lo esperado con una sustancia inhibidora, no se observaron
disminuciones significativas en la actividad cerebral bajo DZ, comparado con PL. Con DZ se
reclutaron nuevas regiones, sugiriendo la expresion de un posible mecanismo de compensacion
para ejecutar la tarea de seguimiento de reglas adecuadamente. Esta nueva red incluyo diversas
regiones del 16bulo temporal, como el giro parahipocdmpico, tradicionalmente asociado con
procesos de memoria (Bussey et al. 2001). El efecto desfavorable de las BZDs en las tareas de

memoria ha sido bien establecido (Ghoneim & Mewaldt 1990; Coull 1999; Mintzer & Griftiths
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1999; Rich et al. 2006; Pompéia et al. 2007). Debido a que estas areas no se encontraron
significativamente activas con PL, sugiere que se requirieron procesos adicionales relacionados
con la memoria para ejecutar la tarea bajo DZ. Aunque la tarea de seguimiento de reglas
utilizada aqui no se considera una tarea de memoria a largo plazo, ya que fue practicada antes de
cada sesion de RMT, los sujetos tenian que mantener en su memoria las reglas arbitrarias con el
objetivo de responder correctamente durante la ejecucion de la tarea. La region posterior del
l6bulo temporal izquierdo también mostr6 mayor actividad con DZ. Esta es una region de
asociacion polimodal que recibe informacion de la region inferior del lobulo temporal, estd
conectada reciprocamente con el prefrontal (Petrides & Pandya 2002), y se ha visto implicada en
el almacenamiento del significado de las reglas (Bunge 2004; Donohue et al. 2005)
incrementando su actividad cuando hay claves que sefialan la instruccion a seguir asociadas con
reglas especificas (Bunge et al. 2003). También se encontraron activaciones significativas en
areas importantes para desempefar procesos cognoscitivos de alto orden como la unién temporo-
parietal (Corbetta & Shulman 2002), la insula y el claustrum (Huettel & McCarthy 2004) y la
region superior del lobulo parietal (Petersen et al. 1994; Corbetta & Shulman 2002). Finalmente,
se observo un area de activacion mas extensa en regiones involucradas en el procesamiento de

las propiedades visuales de los estimulos.

Bajo DZ en comparacion con PL para los estimulos congruentes se observd un
incremento de actividad en la corteza retroesplenial del hemisferio derecho, probablemente
relacionada con la recuperacion de la informacion almacenada a largo plazo (Krause et al. 1999).
En contraste, los estimulos que requerian la inhibicion de la respuesta con DZ se observd una
reduccion de actividad en el giro frontal medio del hemisferio derecho y en el 16bulo parietal
izquierdo. Este efecto del DZ sobre regiones que son necesarias para la inhibicion de respuestas
(frontal derecho) y de asociacion intermodal (giros angular y supramarginal parietales) pudiera
explicar los tiempos de reaccion mas lentos observados en estos estimulos en comparacion a los

estimulos en los que se emite un doble click.

Como consecuencia de la actividad inhibidora del DZ se esperaba una reduccién en la
actividad metabolica, que no se observd hasta que se redujo substancialmente el umbral de
probabilidad (p < 0.01). Sin embargo, la falta de deactivacion se ha observado en otros estudios

con PET (Mintzer et al. 2001), sugiriendo que las demandas cognoscitivas de la tarea serian
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suficientes para revertir la reduccion de la actividad reportada en reposo con BZDs (Veselis et al.

1997; Reinsel et al. 2000).

Con la administracion de DZ es posible que a nivel celular las interneuronas
GABA¢érgicas estén inhibidas, interrumpiendo la inhibicidon de areas que regularmente estan
silentes, y que bajo DZ se activan, interfiriendo con el procesamiento adecuado de la
informacion. El incremento metabolico observado es consistente con el incremento reportado
con BZDs en el lobulo temporal en reposo (Volkow et al. 1995; Wang et al. 1999), apoyando la
evidencia de que el DZ afecta selectivamente la actividad cerebral de ciertas regiones mas que

impactar de manera global al cerebro.
6.3 Diferencias sexuales

Al analizar la precision en la ejecucion de la tarea de seguimiento de reglas se encontrd
que el porcentaje de aciertos con DZ fue menor para las mujeres en comparacion con los
hombres en los estimulos que tenian que dar una doble respuesta, el totalmente congruente y el
totalmente incongruente. Adicionalmente, al comparar entre las condiciones placebo y diazepam
las mujeres cometieron mas errores en las condiciones donde tenian que inhibir una de las
respuestas y en la condicion totalmente congruente bajo diazepam en comparacion con placebo.
Estos datos concuerdan con el mayor deterioro observado en las mujeres que en los hombres en
tareas que demandan atencion bajo el efecto de las BZDs (Jackson et al. 2005; Mufioz-Torres
2005; Muifioz-Torres et al. 2011). Los tiempos de reaccion de la tarea de seguimiento de reglas
no mostraron diferencias significativas entre hombres y mujeres en ninguna de las dos
condiciones (PL/DZ), lo que sugiere dos redes cerebrales diferentes modulando la precision y la
rapidez con la que se responde, la cual esta relacionada con un fenémeno a nivel central y no

periférico, y que result6 igualmente afectado en hombres y mujeres.

Comparando la funcion cerebral entre hombres y mujeres durante la implementacion de
reglas bajo placebo se encontrdé que las mujeres tuvieron menor activacion que los hombres en
areas relacionadas con procesos cognoscitivos complejos y atencion, la region prefrontal y el
giro del cingulo anterior, respectivamente. Esta menor activacion presentada en las mujeres
puede deberse a una diferencia en la estrategia para ejecutar la tarea ya que con placebo

desempefian la tarea con la misma precision y velocidad que los hombres.
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Desempefiando la tarea bajo el efecto del diazepam la menor activacion vista en el grupo
de las mujeres se amplifico, abarcando mas regiones de la corteza prefrontal tanto del lado
derecho como del izquierdo y también en regiones importantes para el procesamiento de
estimulos visuales; la memoria y el aprendizaje del procedimiento de una regla (Toni et al.
2001; Christoff et al. 2009) como el uncus y el nucleo caudado y el cerebelo que se ha implicado
en la coordinacion del movimiento, aunque también en los componentes asociativos de las tareas
(Bellebaum & Daum 2009). La notable reduccién en la actividad cerebral que presentan las
mujeres bajo el efecto del DZ sobretodo en areas prefrontales va de acuerdo con la hipotesis
planteada, la inhibicion de esta region central probablemente explica el detrimento visto en la

ejecucion, el cudl fue mas notorio en las mujeres que en los hombres.

Al descomponer la tarea de acuerdo al tipo de estimulos se observd que con placebo,
tanto para los estimulos incongruentes en comparacion con los congruentes como para los
estimulos de inhibicion de una respuesta en comparacion a los estimulos de doble respuesta las
mujeres presentaron menor activacion en el giro frontal superior y en el putamen del hemisferio
derecho en comparacion a los hombres. Para los estimulos incongruentes los hombres en
comparacion a las mujeres reclutaron areas importantes para desempefiar procesos cognoscitivos
de alto orden como el 16bulo parietal (Corbetta & Shulman 2002), y la insula (Huettel &
McCarthy 2004), mientras que ante los estimulos de inhibicion de una respuesta se encontrd
mayor activaciéon en hombres en comparacion con mujeres, en regiones asociadas con la
memoria como el giro parahipocdmpico y giro temporal inferior (Bussey et al. 2001; Poldrack et
al. 2001); del nucleo lenticular, adicionalmente al putamen, se activo el globo pélido lateral,
relacionado con procesos de inhibicion y aprendizaje de una regla (Thorn et al. 2010), el tdlamo
y regiones occipitales que codifican la informacion visual. Bajo el efecto del diazepam no se
observaron diferencias de activacion cerebral entre hombres y mujeres al analizar la terea de
acuerdo a los tipos de estimulos. Lo que sugiere un cambio de activacion en las redes funcionales
que estan homogenizando la funciéon cerebral para todos los estimulos sin presentar las

diferencias criticas que existen entre hombres y mujeres en condiciones normales.

En general, los efectos adversos del diazepam tanto a nivel conductual como de

funcionamiento cerebral fueron mas acentuados en las mujeres que en los hombres.
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Las diferencias sexuales observadas en la presente investigacion no son atribuibles al
efecto activador oscilatorio de las hormonas ya que las mediciones se hicieron al inicio de la fase
folicular, cuando los niveles hormonales estan mas bajos. Estas diferencias entre hombres y
mujeres pueden deberse a una organizacion dimorfica cerebral originada en el periodo critico de
diferenciacion sexual por acciéon de las hormonas sexuales o por la influencia de los genes
sexuales. Los datos encontrados con placebo apoyan la teoria que atribuye las diferencias
sexuales a la influencia genética, ya que plantea que la preservacion de estas diferencias es
sustentada en una ventaja evolutiva, es decir, hombres y mujeres desarrollan un desempeiio
optimo de las actividades (cognoscitivas), pero a partir de mecanismos cerebrales diferentes ya

que estan inmersos en medios hormonales y genéticos diferentes.

En este estudio se puede advertir la importancia de analizar los datos de hombres y
mujeres por separado ya que algunos efectos encontrados en uno de los grupos quedan atenuados
cuando se hace el andlisis de todo el grupo junto, como la disminucion en regiones frontales
observada con el diazepam en las mujeres; o no estan presentes en los dos grupos, como el

incremento de activacion en regiones temporales que solo se observo en el grupo de hombres.
6.4 Limitaciones

Una de las limitaciones técnicas del presente estudio que debe ser considerada es el
nimero de rebanadas de RMf adquiridas. Sin embargo, aunque sélo son 8 rebanadas, nos
aseguramos que quedaran incluidas regiones corticales y subcorticales que fueran importantes

para el desempefio de la tarea.

La técnica de RMf se caracteriza por dar informacion con un retraso en el tiempo, es
decir, la resolucion temporal de esta técnica no es tan efectiva como la ofrecida con técnicas
como la electroencefalografia y la magnetoecefalografia. Sin embargo, la RMf nos permite
acceder a la activacion cerebral tanto de estructuras corticales como subcorticales con una buena
resolucion espacial. Al igual que otras técnicas para el estudio de la funcion cerebral, con RMf
no es posible distinguir entre sinapsis excitadoras e inhibidoras, aunque se han hecho esfuerzos
por distinguir la participacion de los sistemas GABAérgico y glutamatérgico en la actividad
BOLD (Buzséki et al. 2007) atin son necesarios estudios que identifiquen la relacion de las bases

fisiologicas de los diferentes tipos de sinapsis y la sefial BOLD.
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El niimero de participantes es relativamente reducido, no obstante una de las principales
ventajas en el disefio experimental es que se miden los mismos sujetos en las condiciones

placebo y diazepam y no de dos grupos diferentes lo que incrementa la validez interna.
6.5 Experimentos Futuros

Esta investigacion deja preguntas abiertas para analizarse en futuras investigaciones.
Desde el punto de vista farmacoldgico se pueden explorar los efectos del DZ con dosis diferentes
y conocer cudl es el punto en el que se dejan de observar activaciones para ser substituidas por
inhibiciones, asi como para reconocer si en los hombres ocurriria una inhibicién de regiones
prefrontales a dosis mayores. Por otro lado, se han documentado los cambios fisioldgicos que
ocurren con patologias como trastornos de ansiedad o tras un consumo crénico de
benzodiacepinas, seria importante explorar en poblaciones clinicas el efecto del diazepam en

funciones complejas y su correlato neural.

Se requiere de estudios futuros para averiguar el proceso cognoscitivo especifico que se
ve afectado por drogas GABA¢érgicas, asi como discernir la estrategia cognoscitiva empleada por
los sujetos durante la implementacion de la regla, cuando estdn involucradas instrucciones

complejas.

Un aspecto que es importante dilucidar es la probable participacion de las hormonas
sexuales como la progesterona ya que se ha documentado la interaccion que tiene con el receptor
GABAA. Asi como tratar de averiguar el vinculo que puede existir con diferentes genes como los

sexuales para identificar cudl es el origen de las diferencias observadas entre hombres y mujeres.
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7. CONCLUSION

Los presentes hallazgos indican que una sola dosis de diazepam deteriora la conducta y la
actividad neural, resultando en un impacto negativo en la habilidad para seleccionar la respuesta
basada en reglas complejas, especialmente cuando la informacion es novedosa y va en contra al

comportamiento habitual.

Las mujeres son mas sensibles que los hombres a la misma dosis de diazepam y muestran
un mayor numero de errores acompafiados de una disminucion en la actividad metabdlica de
regiones corticales involucradas en el procesamiento de informacién compleja. Los hombres
reclutan un mayor nimero de areas bajo los efectos del diazepam en comparacion con las

mujeres y con la condicion placebo lo que puede indicar un mecanismo de compensacion.

Tomando en conjunto estas observaciones contribuyen a la nocion de que la influencia de
las benzodiacepinas va mas alla de los efectos sedantes y motores ampliamente reportados, y que
tienen un efecto adverso en tareas complejas que requieren la seleccion de respuestas rapidas,
particularmente cuando estas demandan la integracion de diferentes fuentes de informacién
necesaria para implementar reglas arbitrarias con el objeto de determinar la respuesta mas

apropiada.
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ANEXO 1

A continuacidn se muestra el mapa citoarquitectonico desarrollado por Korbinian Brodmann, un
médico aleman quien llevd a cabo estudios de las células que componen la corteza cerebral en
diferentes mamiferos en comparacion con la corteza del humano. Basicamente, el mapa consiste
en la subdivision de la corteza cerebral en 4reas con una estructura celular y laminar similar. En

el humano se distinguieron 47 areas, cada una representada con un niamero.
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Esquemas que muestran en una vista lateral (arriba) y medial (abajo) las areas de Brodmann
en la corteza del cerebro humano. Figuras tomadas de Valadez-Rodriguez (2008).
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ANEXO 2

A continuacién se incluye una de las publicaciones generadas durante la presente investigacion,
la cual se anexa por constituir un antecedente directo a los datos observados. Publicada en:

Journal of Clinical Neurophysiology, 2011, en prensa.
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ABSTRACT

The primary aim of the present study was to test diazepam (DZ) effect, a benzodiazepine (BDZ)
usually prescribed to reduce anxiety and to induce sleep, on EEG activity while performing a
visual sustained attention task (VISAT). EEG activity was recorded in a double-blind placebo
experiment and pre-stimulus spectral power and inter- and intra-hemispheric temporal
coupling were assessed during VISAT performance.

A single DZ doses (5 mg) was enough to increase reaction times during VISAT responses. DZ
decreased pre-stimulus EEG power in the 1-6 Hz, 8-12 Hz and 19-35 Hz bands, and disrupted
right intrahemispheric temporal coupling in the alpha (8-12 Hz) frequency range. The combined
reduction in power and temporal coupling suggest both local and inter-regional DZ-induced
disruption of neuronal synchronicity especially in the right hemisphere in agreement with the
prominent attention-related networks in this hemisphere.

These data support the notion that the influence of DZ on behavior goes beyond sedative
effects and can potentially compromise higher cognitive functions with negative consequences

to daily life situations.

Keywords: benzodiazepine, sustained attention, EEG spectral power, EEG coherence, EEG

correlation, EEG temporal coupling.
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INTRODUCTION

The benzodiazepine, diazepam (DZ) is
usually prescribed as an anxiolytic,
however, DZ has sedative and hypnotic
effects that reduce the vigilance level
inducing undesired attention deficits. The
attentional components reported to be
affected by benzodiazepines in computer
presentation  tasks include selective
attention (Preston et al., 1989; Mintzer and
Griffiths, 1999; Coull et al., 2004; Boucart et
al., 2007), attentional orienting mechanisms
(Johnson et al., 1995; Carter et al., 1998),
sustain and divided attention (Preston et al.,
1989; Snyder et al., 2005; Hindmarch et al.,
2007) and performance in tasks demanding
psychomotor functions, such as digit/letter
cancellation and digit symbol substitution
(Lucchesi et al., 2003; Greenblatt et al.,
2005), driving performance (Leufkens et al.,
2007) and motor learning of a type-writing
task (Cunha et al., 2006). Deleterious effects
of BDZ on electrophysiological event related
components indicative of decreased
attention and feature analysis (van Leewen
et al., 1995; Urata et al., 1996; Bauer et al.,
1997; Unrug et al.,, 1997; Jaaskeldinen et

al., 1999; Lucchesi et al., 2003) have also

been reported.

The capacity to sustain attention over
prolonged periods of time involves two
main mechanisms, the maintenance of a
basal level of vigilance on the one hand, and
the participation of a cortical network
consisting predominantly of the right
frontal and parietal lobes (Fuster, 2003;
Posner and Raichle, 1997). Vigilance level
depends on the balance of inhibitory and
excitatory processes at local cortical level,
as well as on a complex interplay of global
brainstem,

influences coming  from

thalamo-cortical networks, posterior
hypothalamus and basal forebrain that
modulate synaptic activity by excitatory and

inhibitory contributions (Steriade, 1998).

Benzodiazepine compounds modulate the
GABA, receptor complex, the main
inhibitory neurotransmitter of the brain,
increasing cr conductance across
membranes and thus, favoring inhibitory
balance (Korpi et al., 2002). GABA,
receptors are widely express all over the
brain including systems participating in

global brain activation and in cortical
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regions involved in the attentive process
such as the frontal and parietal lobes (Abi-
Dargham et al., 1994; Farabollini et al,,
1996; Salmi et al., 2008), thus potentially
altering vigilance level and attentive

processes.

Quantitative analysis of EEG activity gives
information on brain functional state and is
a powerful method to determine effects of
psychotropic drugs on human brain
(Herrmann and Schaerer, 1990). Indeed,
several studies have shown that acute
administration of benzodiazepines in
general, and diazepam in particular,
produce a typical pharmaco-EEG profile
during resting conditions related to BDZ
plasma concentration characterized by an
increase in beta activity and a decrease in
alpha and theta activity (Ansseau et al.,
1984; Greenblatt et al., 1989; 2005;
Mandena et al., 1992; Urata et al., 1996;
Bauer et al.,, 1997; Romano-Torres et al.,
2002; Lucchesi et al.,, 2003). However, DZ
effects on EEG activity during sustain
attention remains unexplored. It is known
that vigilance level (Lorenzo et al., 1995;
Corsi-Cabrera et al., 1996; Steriade, 1998)
and attention (Klimesch, 1999) engages

alpha and beta brain oscillations and that

synchronized oscillations among brain
sectors are important for cognitive complex
functions (Petsche and Etlinger, 1998;
Schack et al., 2005).

While spectral power analysis gives relevant
information about the general level of
energy in a particular frequency of
oscillation, the analysis of synchronized
oscillations among cortical regions discloses
the temporal coupling among neuronal
populations. DZ by modifying neuronal
membrane potential through the opening
of specific ion channels with specific time
window modulates the temporal pattern of
firing of large neuronal assemblies, thus
may alter their capacity to become
synchronized (Fingelkurts et al., 2004). Thus
DZ effects on systems involved in sustained
attention may be revealed by both changes
in oscillations and changes in temporal
coupling during performance of a sustained
attention demanding task. Temporal
coupling is understood here as the
simultaneous —or nearly simultaneous—
synchronization or desynchronization of
ongoing activity due to diffuse inhibitory
influences induced by DZ, and not as the
direct transfer of information between

sites, or effective connectivity, as proposed
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elsewhere (Bertini et al., 2004; Massimini et
al., 2005). The aim of the present study was
therefore to test DZ effect on brain
oscillations and temporal coupling during
sustained attention. Pre-stimulus spectral
power and spectral inter- and intra-
hemispheric temporal coupling were
assessed for one-second before stimuli
during performance of the visual sustained
attention task (VISAT) in a double-blind

placebo experiment.

METHODS

Fifteen volunteers between 22 and 30 years
of age (7 women and 8 men) undergraduate
students from the university community
participated in a double-blind study
approved by the local ethical committee
and in accordance with the Declaration of
Helsinki. Subjects were right-handed as
assessed by Annett’s test and in good
health, free of drugs or medications known
to affect the central nervous system or the
DZ metabolism as assessed by interview and
guestionnaires. All had normal or corrected
to normal eyesight. Alcohol intake and sleep
deprivation was avoided three days before

the experiment. All participants were

informed on the experimental procedures

and gave their written consent.

All subjects received in a counterbalanced
manner a single oral dose of 5 mg of DZ in
one session and placebo (PL) in another
session, three to four weeks apart. We
conducted an EEG recording during the
performance of the task previously (PRE-PL
or PRE-DZ) and 2 hours after the capsule
administration (POST-PL or POST-DZ). The
EEG and behavioral data of those four

recordings is reported.

The VISAT is a task that measures sustained
attention and reaction time and has been
successfully used to assess sleep
deprivation effects (Corsi-Cabrera et al.,
1996). The test consists of 4 white squares
(3.7 x 3.3 cm) missing one of its corners (Fig.
1 A), which were displayed one at a time, on
a black background, in a random sequence
on the center of a computer monitor
positioned 80 cm from participants. The
duration of each stimulus on the screen was
50 milliseconds, and interstimulus interval
ranges randomly between 5 and 7 seconds.
Before starting the test, one of the four
possible squares was selected as a target
stimulus, and it was randomly alternated

with the other three non-target stimuli, the
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task contained a low ratio of targets to no-
targets (1:3), 96 stimuli in total. Subjects
were instructed to pay attention to the
monitor and to press the response key with
their right-hand index finger, as quickly as
possible every time that the target stimulus
appears. A program triggered the capture of
EEG activity 1 sec before the stimulus was
displayed and computed failures to respond
to the target stimuli, false responses and
reaction times for correct and incorrect
responses. The total duration of the test in
this study, was about 10 minutes. The small
variation in the duration of the test was due

to the random interstimulus interval.

EEG activity was recorded at F3, F4, C3, C4,
P3, P4, O1 and 02 referred to ipsilateral ear
lobes using a Grass model 8-20E polygraph
with filters set at 1 and 35 Hz. Bipolar
diagonal electro-oculogram was also
recorded. Pre-stimulus (1 sec) EEG activity
was digitized through an analog-to-digital
converter of 12 bits resolution with a
sampling rate of 512 Hz for off-line analysis
using the acquisition program CAPTUSEN
(Guevara et al., 2000). Ipsilateral ear lobes
were chosen as reference to avoid common
mode rejection of bipolar montages and the

contamination of temporal coupling

between the two hemispheres by a
common signal. EEG was carefully inspected
and only epochs free of artifacts were
accepted for further analysis. At least 15
artifact-free epochs per subject were
submitted to a Fast Fourier Transform to
obtain absolute power spectra (AP) for each
Hz bin from 1 to 35 Hz, temporal coupling
among cortical regions was assessed by
crosscorrelation at 0 time-lag between pairs
of derivations using the program
POTENCOR (Guevara et al, 2003).
Interhemispheric correlation spectra
between pairs of homologous right and left
derivations (F3-F4, C3-C4, P3-P4 and 01-02)
and intrahemispheric correlation between
pairs of derivations of the same hemisphere
(F-C, F-P, F-O, C-P, C-O and P-0O) were
obtained. EEG data before statistical
analysis were approximated to a normal
distribution by transforming AP to natural

logarithms (log) and correlation values to

Fisher’s Z scores.

To reduce variables and obtain broad bands
based on DZ-induced activity and not on a
priori assumptions, AP log of each
frequency bin from 1 to 35 Hz, derivation
and condition was submitted to principal

component analysis (PCA) followed by
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VARIMAX rotation. This method extracts
orthogonal independent  factors or
components, in this case, frequencies with
correlated  activity, and has been
successfully used to obtain broad bands
corresponding with physiological states
(Corsi-Cabrera et al.,, 2000). Only
components associated with eigenvalues
higher than 1 were considered and factor
loadings higher than 0.5 were required to
include a frequency bin in a component.
According to the PCA identified broad
bands, AP and correlation values were
averaged over frequencies included in a
band. Frequencies sharing variance in two
components (7, 13 and 18 Hz) were
excluded from the average. AP and
correlation values were then averaged for

each subject over the same electrode and

condition.

A series of three-way analysis of variance
(ANOVA) for repeated measures were
performed on one second Pre-stimulus EEG
of every correctly detected target stimuli
for each of the broad bands identified by
PCA with drug (DZ and PL) as one variable,
pre- and post-drug administration (PRE-PL,
PRE-DZ and POST-PL, POST-DZ) as the

second variable, and derivations as the third

variable. Probability level was set at p <
0.01, followed by post-hoc Tukey’s Student-
t tests. The sample size of 15 subjects
yielded a statistical power of 0.854 for
detecting significant Drug by PrePost
interaction for alpha absolute power which
is considered a reliable measure of DZ
effects on EEG activity. Only significant
results of the interaction (drug by PRE-
POST-drug administration) will be
described, because drug main effects are
mixed with pre- post-drug administration
and there were no drug by derivation
interactions in AP or in temporal coupling.
Only Pre-stimulus EEG for correctly
detected target stimuli was analyzed to
make sure that the subjects were paying
attention the stimulus, which is not possible
to know for non-response non-target

stimuli.

Pre-stimulus EEG segments of non target
stimuli were not analyzed based on
previous results showing no significant
differences between target and non-target
stimuli in the VISAT task (Corsi-Cabrera et
al., 1996). The EEG activity associated with
errors was not analyzed due to low number

of available trials.
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RESULTS
Behavioral data

Performance of the VISAT task was
impaired by 5 mg of DZ. The two-way
ANOVAs (PRE/POST x PL/DZ) interaction
showed that there were significant changes
in reaction times [F = 3.72, p < 0.05, partial
nz = .30]. A post-hoc Tukey test showed
slower responses with DZ (POST-DZ) in
comparison to the other three conditions:

PRE-PL, POST-PL and PRE-DZ (Fig. 1).

The same analysis as for reaction times was
performed for number of errors. None of
the main effects or interactions reached

statistical significance (all p’s > .1).
EEG data

Figure 2 shows the grand-average power
spectra of all subjects in all derivations for
placebo and diazepam, broad bands
extracted by PCA averaged over all
derivations, and eigenvalues and
percentage of variance accounted for by
each component in the inset. PCA analysis
of absolute power yielded 4 components
explaining 87.63 % of the total variance. The
four independent broad bands identified

were from 1 to 6 Hz, from 8 to 12 Hz, from

14 to 17 and from 19 to 35 Hz

corresponding to delta-theta, alpha, betal

and beta?2 activity respectively.
Absolute power

Absolute power significant changes are
shown in figure 3. Drug by PRE- and POST-
drug administration interactions were
significant for delta-theta [F = 19.83, p <
0.01, partial n* = .26), alpha [F = 30.57, p <
0.01, partial r]2 = .41] and beta2 bands [F =
11.03, p < 0.01, partial n* = .21]. Post-hoc
comparisons showed that delta-theta
absolute power during the VISAT
performance was significantly lower in
POST-DZ than in PRE-DZ and POST-PL
conditions. Absolute power of the alpha
band was also decreased by POST-DZ
administration as compared to PRE-DZ, PRE-
PL and POST-PL condition. Absolute power
of the beta2 band was lower in POST-DZ
than in POST-PL, while it was higher in
POST-PL than in PRE-PL or PRE-DZ

administration.

There were no significant interactions
between drug, PRE- POST- drug

administration and derivations (all p’s > .5).
Temporal coupling

As it can be seen in figure 4, the temporal

coupling of alpha frequencies in the right
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hemisphere, was significantly higher in
POST-PL than PRE-PL condition and it was
not changed by DZ administration [F = 7.73,
p <0.01, partial r]2 =.27].

No significant results were found for

interhemispheric correlation (all p’s > .6).

DISCUSSION

The aim of the study was to test the effects
of DZ on behavioral and brain activity
during the performance of a Vvisual
sustained attention task. The main results
showed that a single dose of DZ (5 mg)
compared to placebo and to PRE-DZ
impaired performance on the Vvisual
sustained attention task by slowing down
the response to the target stimuli. Accuracy
in this task was less sensitive to this DZ
dose, as has been reported in other studies
with benzodiazepines (Coull et al., 1999;

Pompéia et al., 2007).

There were significant effects of DZ on brain
activity during performance of the
sustained attention task. EEG results
showed a generalized reduction of absolute
power in all frequencies during active
engagement in the sustained attention task.

The reduction was significant for delta-

theta and alpha activity as compared to the
PRE-DZ and POST-PL conditions, while beta2
absolute power remained unchanged when
compared to PRE-DZ, and was significantly

lower compared to POST-PL.

Behavioral responses in the visual sustained
attention task indicated a slowing down of
information processing under DZ, which is
consistent with findings of longer latencies
and lower amplitudes of event-related
components associated with information
processing and attention in oddball
paradigms (van Leewen et al., 1995; Urata
et al., 1996; Bauer et al., 1997; Unrug et al,,
1997; Lucchesi et al.,, 2003), and check
board reversal (Bauer et al.,, 1997). These
results also agree with difficulties reported
on other components of attention, such as
digit cancellation and symbols substitution
tasks (Lucchesi et al., 2003; Greenblatt et
al., 2005).

As could be expected for an active brain,
EEG activity during performance of the
visual sustained attention task under DZ
was different than the typical BDZ-EEG
pattern usually reported for conditions of
rest. Previous works assessing BDZ effects
during rest have reported a decrease in the

absolute power of slow frequencies (delta,
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theta and alpha) and an increase of fast
frequencies (beta band) (Ansseau et al.,,
1984; Greenblatt et al.,, 1989; 2005;
Mandena et al., 1992; Urata et al.,, 1996;
Bauer et al.,, 1997; Romano-Torres et al.,
2002; Lucchesi et al., 2003). Our data show
a dissociation of the DZ effects on slow and
fast frequencies during cognitive
processing. Active engagement in the
sustained attention task neutralized the
increase in beta2 activity usually seen in the
BDZ-EEG at rest, though it did not affect the

typical decrease in the delta-theta and

alpha bands.

The present EEG results under DZ are also
different than those reported during
performance of the same task after sleep
deprivation. After 38 hours of total sleep
deprivation, the absolute power of theta
and alpha activity during rest conditions is
increased (Lorenzo et al., 1995),
performance in the sustained attention task
is also deteriorated and the slowing down
of reaction times is strongly correlated to
increased absolute power in theta and
alpha (Corsi-Cabrera et al., 1996; Corsi-
Cabrera et al.,, 1999). Beta activity also

increases an effect that has been

interpreted as reflecting an additional effort

to cope with the task (Corsi-Cabrera et al.,

1996).

These two different EEG patterns, the one
after sleep deprivation and the other under
DZ, suggest that different mechanisms
operate after sleep deprivation and under
DZ. While the EEG pattern of increased
theta and alpha activity after sleep
deprivation is consistent with a deactivated
brain involving an increased level of
hyperpolarization of the thalamo-cortical
network when activating influences from
the brainstem and other global activating
systems are reduced (Steriade et al., 1996),
the decreased delta-theta and alpha activity
under DZ cannot be explained by this
mechanism. If only the vigilance level were
affected by DZ, then an increase instead of
a decrease in slow frequencies (delta-theta)
and alpha activity would have been
expected, as happens during sleep (Steriade
et al., 1996), as well as during low vigilance
states (Akerstedt et al., 1982) and after
sleep deprivation (Corsi-Cabrera et al.,
1996; Corsi-Cabrera et al., 1999; Lorenzo et
al., 1995). However, both delta-theta and

alpha activities, were also reduced by DZ.

The absence of classical EEG signs of

sedation suggest that the impairment of
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information processing speed and the
decrease in delta-theta and alpha power is
probably due to other intrinsic effects of the
drug (Lucchesi et al., 2003), and that the
increase in the level of vigilance (beta
power) elicited by the need to cope with
environmental demands when GABAergic
inhibitory activity is increased by DZ does
not reach the Ilevel necessary to
compensate for the effects of the drug on

performance.

Another possible mechanism involved in the
power of brain oscillations is the crucial role
played by local cortical inhibitory
interneurons in synchronizing the principal
neurons (reviewed by Buzsaki, 2006).
Power in EEG scalp recordings depends on
the mass of the neuronal population that is
firing in synchrony (Nunez et al., 2001). The
multiplicity of families of GABAergic
interneurons innervating different parts of
principal cells, and each other, results in
highly complex networks in which GABA
and DZ may interact and thus modify the
balance between excitatory and inhibitory
influences. This, in turn, may result in a
lower synchrony of the principal cortical
neurons and, consequently, in a reduced

power of the electrical field potentials. The

decrease in delta-theta and alpha activity
suggests a disruption of neuronal

synchronicity.

Alpha temporal coupling in the right
hemisphere  was  higher after PL
administration during performance of the
VISAT, but was not significantly modified in
the left hemisphere, results that agree with
evidence showing the prominent role of the
right hemisphere in attention (Posner and
Raichle, 1997) and the increase in temporal
coupling during cognitive processing (Corsi-
Cabrera et al., 1993; Petsche and Etlinger,
1998; Rappelsberger and Petsche, 1988;
Schack et al.,, 2005). Although DZ
administration did not decrease alpha
temporal coupling in the right hemisphere,
it did impair the increase observed in the

placebo condition.

There are some limitations to this study
that must be considered; namely the small
number of subjects (n=15) which leaves
open the possibility to commit type Il
errors. However, even though this
limitation does not permit us to reject null
hypotheses with total certainty, the strict
alpha level of 0.01 gives an acceptable
certainty that supports the experimental

hypotheses without committing type |
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errors. The results of this basic research
should there for be taken as exploratory
and further research is needed using a
higher number of subjects in order to
elucidate possible DZ effects on other EEG

parameters during sustained attention.

There was an increase in beta absolute
power and in right hemisphere alpha
correlation after placebo administration
that cannot be explained by differences in
the  experimental conditions  which
remained unchanged. Thus, it can only be
attributed to either a placebo effect or to
unknown sources of variation in EEG
activity, which are often encountered in
EEG studies (Fingelkurts et al., 2004).
However, these unexplained effects were in

the opposite direction to the changes

induced by DZ.

The analysis of pre-stimulus EEG activity

revealed that DZ modified cortical activity

by decreasing power in thel-6 Hz, 8-12 Hz

and 19-35 Hz bands, and by impairing the

temporal  coupling or  simultaneous
coherent activity of the alpha frequencies in
the right hemisphere, which accords with
the prominent role of these frequencies and
the right hemisphere in attention. The
combined reduction in power and temporal
coupling suggest both local and inter-
regional DZ-induced disruptions of neuronal
synchronicity possibly leading to the

impairment seen in sustained attention.

A single DZ dose was sufficient to produce a
deleterious effect on sustained attention by
increasing reaction times, a result that
could have important behavioral
consequences for everyday situations. The
effects of larger doses of DZ and in
conditions of longer periods of sustained

attention remain to be investigated.
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ANEXO 3

A continuacion se presenta la publicacion principal generada durante la presente
investigacion, la cual se anexa por complementar de manera central los datos presentados en

este manuscrito. Publicada en: Neuroscience Research (2011) 70, 3:260-268.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21458503
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Diazepam (DZ), a clinically important drug, reduces alertness and can interfere with complex cognitive
processes. The effect of DZ on the behavioural and neural correlates of rule-guided response selection
has not been directly investigated.

We studied DZ effects, compared to placebo (PL), on performance and brain responses, using fMRI,

during rule implementation, when arbitrary stimulus-specific rules were involved.

BOLD activity was measured in eighteen healthy volunteers during rule-guided response selection with

Keywm.js" . DZ or PL administered in two counterbalanced sessions.

Benzodiazepine . . . . . .
Diazepam A 10mg dose of DZ was sufficient to increase reaction times and to reduce accuracy in a rule-guided
fMRI task but not in a motor task containing the same stimuli. With PL, implementing arbitrary rules activated
Rule guided behaviour right anterior cingulate/middle frontal gyri. Under DZ more brain areas were recruited during the task
Cognition compared to PL, especially occipito-parietal cortices, as well as the left temporal lobe. For the congruent
Drug trials rules, more activity was observed in the right retrosplenial cortex when participants had taken DZ.
Human

These findings indicate that DZ might disrupt the neural activity necessary to implement novel rules,
supporting the notion that DZ influence on behaviour goes beyond perceptual and motor processes that
can potentially compromise complex cognitive functions.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd and the Japan Neuroscience Society. All rights reserved.

1. Introduction

Every day life confronts us with the need to select rapid
responses between alternative, contextually appropriate choices,
based on the combination of several, potentially inconsistent sen-
sory cues and abstract rules. For example, we need to stop the
car on a green traffic light if a person is crossing the street. The
adjustment of the usual course of action to the new circumstances
require more than just passive sensory processing, it demands
an active conscious supervision of the actual context and thus
require the participation of higher-order cognitive systems (Fuster,
2008). Several neuroimaging studies in humans have identified an
extensive and widespread network involved in flexible rule-guided
behaviour, with the prefrontal cortex playing a general role in rule
representation and other areas activated depending on the type of
rule being represented (Bunge et al., 2003; Christoff et al., 2009),
such as occipito-temporal areas for visual categorization (Tanaka,
2003), medial temporal lobe for memory (O’Neil et al., 2009), pari-
etal lobe for visuo-spatial processing (Corbetta and Shulman, 2002)

* Corresponding author. Tel.: +56 22 22 51; fax: +56 22 23 10.
E-mail address: corsi@servidor.unam.mx (M. Corsi-Cabrera).

and frontoparietal communication for selecting sensory stimuli
derived from internal goals (Corbetta et al., 2000).

Diazepam (DZ), a benzodiazepine (BDZ) derivative drug, is usu-
ally prescribed to reduce anxiety. DZ facilitates the action of GABA,
the main inhibitory neurotransmitter in the adult mammalian
brain, by enhancing chloride influx through the GABA, receptor
complex (Mohler and Okada, 1977; Squires and Braestrup, 1977).
In addition to its anxiolytic action, DZ has sedative and hypnotic
effects that reduce the vigilance level which can lead to undesired
side-effects, including drowsiness, performance deficits in vigi-
lance tasks, reduced psychomotor activity and attention, as well as
anterograde amnesia (for reviews see Curran, 1991; Woods et al.,
1992; Nutt and Malizia, 2001; Buffett-Jerrott and Stewart, 2002).
Indeed, several studies have shown that benzodiazepines in gen-
eral, and diazepam in particular, can affect performance and brain
activity in a variety of tasks, ranging from those demanding low
cognitive processes such as finger tapping (Curran et al., 1998;
Mintzer et al., 2001) and saccadic eye movements (Masson et al.,
2000), to others involving higher cognitive load, such as discrimi-
nation reaction time (Berchou and Block, 1983), digit substitution
(Curran et al., 1998; Mintzer et al., 2001), digit cancellation (Curran
et al., 1998; Fluck et al., 2001), attention (Coull et al., 1995; Fluck
etal., 2001), memory (Curran et al., 1998; Coull et al., 1999; Mintzer

0168-0102/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd and the Japan Neuroscience Society. All rights reserved.
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and Griffiths, 1999), planning (Coull et al., 1999; Deakin et al., 2004)
and deductive reasoning (Pompéia et al., 2007).

Critically, the effects of DZ, at behavioural and neural levels, dur-
ing a rapid response selection task based on abstract rules have not
been explored. Given that DZ receptors are distributed throughout
the brain (Abi-Dargham et al., 1995; Millet et al., 2006) includ-
ing cortical areas participating in flexible behaviour according to
abstract rules, such as lateral prefrontal, anterior cingulate, pos-
terior temporal and parietal cortices (Bunge et al., 2003, 2005;
Christoff et al., 2009), and that inhibitory effects on brain metabolic
activity in several of these regions have been reported during
resting conditions (Veselis et al., 1997; Reinsel et al., 2000), we
hypothesized that DZ would impair rapid response selection based
on abstract rules.

In the present study, we investigated the effects, using func-
tional magnetic resonance imaging (fMRI), of an acute single dose
of 10 mg of DZ on the ability to select a response between alterna-
tive options in a rule-guided task containing arbitrary rules based
on the combination of visual stimuli. Specifically, the task required
the selection of appropriate and fast responses to compound stim-
uli according to rules which arbitrarily followed or contradicted
the usual meaning of the information conveyed by the individual
stimuli. To do so, we conducted a repeated-measures experiment
in which the subjects were administered DZ or placebo (PL) in
a counterbalanced manner prior to performing the rule-guided
task in the scanner. We hypothesized that DZ-enhanced inhibition
would affect neural processing of the stimulus-rule association,
particularly at the prefrontal cortex, resulting in an impairment in
performance.

2. Materials and methods

2.1. Subjects

Twenty healthy volunteers (10 men) participated in this study.
Subjects ranged in age from 21 to 35 years (mean=25.5) and had a
body massindex of 23.4 + 2.9 kg/m2 (mean + SD). Subjects reported
having completed 14-21 (mean = 16.6) years of education. None of
them had a history of head trauma or surgery, mental illness or
drug addiction, and were free of medications known to affect the
central nervous system or the DZ metabolism as determined by
medical history and personal interview. Subjects began to refrain
from taking alcohol or any medication 72 h before the recording
sessions. All subjects were right-handed as assessed by Annett’s test
(1967). The study was approved by the Faculty of Medicine Ethics
Committee of the National Autonomous University of Mexico and
informed consent was obtained from all participants prior to the
study.

Subjects ingested one of two similarly looking capsules con-
taining either 10mg of DZ or PL in a repeated measures
counterbalanced design. Subjects were blind to the contents of
the capsule. Scanning was performed between 2 and 5 h after the
capsule intake, in a period when the DZ distribution has been
reported as stable (Friedman et al., 1985). All participants under-
went two experimental sessions separated by 3-5 weeks. Women
were scanned during the early follicular phase (between 3rd and
5th day of hormonal cycle) to avoid potential confounding effects
due to the interaction between DZ and sex hormones (Romano-
Torres et al., 2002). Progesterone and estrogen levels were assessed
and only women that presented plasma levels corresponding to
the early follicular phase were included (estradiol 41.2 mcg/ml (SD
36.3); progesterone 1.33 mcg/ml (SD 3.2)).

Arterial blood samples were obtained just before or after fMRI
scanning (counterbalanced) to determine DZ concentration by high
performance liquid chromatography. Participants were conducted
to their homes at the end of the sessions.

Data from two subjects (one man and one woman) were
removed from the analyses due to technical problems with the
stimulus presentation device.

2.2. Cognitive task

During scanning, subjects performed a reaction-time rule-
guided task, based on stimulus-dependent complex arbitrary rules.
The task required subjects to select between two alternative
responses, to press a key once (single click) or twice (double click)
with the right index finger as fast as possible, depending on a set of
arbitrary rules. Following a preparatory screen with a central fixa-
tion point and two lateral squares, a white arrow appeared at the
center of the screen for 500 ms, which could point to either side,
immediately followed by the target (a red or green cross), which
appeared in one of the squares for 100 ms. Thus, there were four
different stimuli, which, critically, were unequal in their congru-
ency with expected prepotent responses. Specifically, responses
to the target when the arrow was pointing towards its location
should be facilitated compared to when they were pointing away
from it (“Posner effect”) and responses to a green target should be
faster than to a red one, based on the usual meaning of green (“go”)
and red (“stop”) signals. Therefore, the arrow towards green cross
(fully congruent: CC) was congruent in both dimensions, the arrow
towards red cross (color incongruent: CI) and arrow away from green
cross (direction incongruent: DI) were incongruent in one dimen-
sion (cross color and arrow direction, respectively), and the arrow
away from red cross (fully incongruent: II) was incongruent in both
dimensions. The fully congruent and incongruent stimuli required
adouble click whereas the partly incongruent one required a single
click (see Fig. 1b).

Stimuli were presented in a pseudo-random order with the con-
straint that no more than three stimuli of the same type appeared
consecutively. Four blocks of 40 stimuli were presented (10 of each
of the four rules). Four additional “catch trials”, in which no tar-
get followed the arrow and no response was required, were also
presented in order to achieve a stochastic distribution of stimu-
lus onset asynchrony and to provide an interstimulus baseline. An
interval of 4000 ms separated the trials (see Fig. 1a). Reponses were
recorded with an MR-compatible mouse. The task was run inside
the scanner with E-Prime (Psychology Software Tools, Pittsburgh,
Pennsylvania).

Subjects received the instructions and practiced the task outside
the scanner before each fMRI session to avoid possible long term
memory effects and to ensure the instruction for each rule was
correctly understood. The practice test consisted in one block with
20 stimuli, 5 of each rule type; subjects performed the practice test
until they got more than three correct responses of each rule type.
Only 3 of the 18 subjects needed a second block to achieve this
criterion.

In order to assess the DZ effects over general motor output,
subjects performed a motor control task, containing exactly the
same stimuli as in the cognitive task previously described, but were
required to respond with a double click as fast as possible anytime
the target (cross) appeared, independently of its color and location
relative to the arrow.

The motor and cognitive tasks used here were previously tested
in an independent, larger sample of subjects (N=39). Results
demonstrated significantly slower reaction times (RTs) for the cog-
nitive task in comparison to the motor task and faster RTs for the
fully congruent stimulus compared to the others, with no differ-
ences among those that had at least one incongruent component.
Based on these findings (confirmed here; see Section 3), we divided
the stimuli into congruent (or “easy”) and incongruent (or “difficult”)
for the fMRI analysis.
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Fig. 1. (a) Schematic of a trial, (b) illustration of the stimuli and the required response (for the black and white version: the two first stimuli correspond to the green cross
and the last two to the red cross) and (c) the bicomisural line in a sagital view and the 8 axial slices acquired.

2.3. MRI acquisition

Functional MRI data was acquired with a General Electric
1.5Tesla MR system at the Hospital Angeles del Pedregal. For each
subject and each session, 240 echo-planar image volumes were
acquired (8 6-mm-thick axial slices; TR=3s; TE =27 ms; interslice
gap: 4mm; FOV: 24 cm x 24 cm, matrix: 128 x 128), in four runs
of 60 scans with three dummy scans discarded before analysis
due to T1 saturation effects. Before the functional runs, a T1-
weighted anatomical scan was obtained (TR=18.4ms, TE=4.2 ms,
0.47 mm x 0.47 mm x 3mm voxel size). The 8 slices were set
over regions of interest (Fig. 1c). The third slice was positioned
parallel to the anterior-posterior commissure line with 2 slices
below and 3 slices above. The lowest slice included the basal
region of orbitofrontal cortex, mesencephalon, superior region
of cerebellum (culmen) and visual cortex. The uppermost slice
included the superior frontal gyrus, pre and postcentral gyri and
superior parietal lobe.

2.4. Data analysis

2.4.1. Behavioural data

Performance data (reaction times and correct responses) were
subjected to a three-way repeated-measures analysis of variance
(ANOVA) with two levels of task (cognitive, motor), two levels of
drug (PL, DZ) and four stimuli. Further post hoc Duncan analyses
were conducted when appropriate to better identify the source of
the observed statistically significant difference between conditions.
A significance level of p <0.05 was adopted for statistical compar-
isons. Reaction times for double click responses were computed for
the first click registered.

2.4.2. fMRI data

Functional data was preprocessed following standard pro-
cedures using SPM2 (www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/spm2).
Briefly, functional images for each subject were realigned to the first
image of each session to correct for head movement between scans
and corrected for differences in slice acquisition times. Images
were then spatially normalized to a standard space (Talairach
and Tournoux, 1988) using the MNI template (Evans et al., 1994).
Finally, images were spatially smoothed using an isotropic Gaus-
sian kernel of 8 mm FWHM.

There were 5 trial types (the four stimuli and the catch trial).
Events were modeled as events coinciding with the presentation
of the target, convolved with the synthetic hemodynamic response
function.

Brain responses associated with each experimental condi-
tion were estimated according to the general lineal model for
an event-related design at each voxel (Friston et al, 1995). In
order to identify the brain regions associated with the per-
formance of the rule-guided task and to compare our results
with previous reports of functional brain imaging during rule-
guided behaviour, we first analyzed cerebral activity under normal
(placebo) conditions. Two contrasts were computed for each sub-
ject: (1) a contrast of overall response selection for the four
rules versus non-response (catch) trials; and (2) a contrast com-
paring the incongruent trials with the congruent one. In order
to balance the contrasts in which 3 conditions were compared
to one condition we multiply the congruent condition by three.
These contrasts were taken to a second-level (random-effects)
one-sample t-test. Statistical maps were thresholded at p<0.001
uncorrected for multiple comparisons, with a cluster-level thresh-
old of p<0.05.
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To assess the influence of DZ on brain activity as a function
of the rule-guided task, paired t-tests were conducted comparing
the contrasts defined above between the DZ and PL condi-
tions.

3. Results

The mean plasma level of Diazepam measured was 170 (SD 55.7)
mcg/ml, which is within the ranges of a clinically effective dose.

3.1. Behavioural results

3.1.1. Reaction times

Mean reaction times as a function of the experimental variables,
namely task, drug and stimulus, are shown in Fig. 2a. A nested
repeated-measures ANOVA was conducted to analyze potential dif-
ferences in these responses. Main effects of task and drug were
statistically significant: subjects were slower during the cogni-
tive (experimental) than the motor (control) task (p <0.0001) and
they performed more slowly while under DZ compared to PL
(p<0.0001). Critically, a significant drug-by-task interaction was
observed (p <0.0001), such that the slowing-down effect of the drug
on reaction times was only present during the cognitive task (post
hoc p<0.01), with no difference for the motor task (post hoc p>0.2).

In addition, there was a trend for a main effect of stimuli
(p=0.06) together with a significant task-by-stimulus interaction
(p<0.03), due to slower reaction times for the incongruent trials
compared to the congruent one only during the cognitive task (post
hoc p<0.01). The drug by stimulus interaction did not reach signif-
icance level (p=0.1).

Reaction times within session split in early and late stage
showed no differences between stages (p=0.91) neither interac-
tions with diazepam (p = 0.8) nor with stimuli (p=0.7).

Although there was a session effect (p<0.001), due to overall
shorter reaction times in the second than in the first session, no
interaction with drug or stimulus type was observed (p=0.9).

3.1.2. Accuracy

The same analysis as for reaction times was performed for accu-
racy (percent of correct responses). The main effect of task was
statistically significant (p <0.0001) with more correct responses on
the motor than on the cognitive task (Fig. 2b). The main effect of
drug was also statistically significant (p <0.001); subjects commit-
ted more errors under DZ compared to PL.

As with reaction times, there was a trend for a main effect of
stimulus (p=0.06), together with a significant task-by-stimulus
interaction (p<0.03). Post hoc comparisons revealed that sig-
nificantly (p<0.01) more errors were committed for the fully
incongruent trial compared to the fully congruent, only during
the cognitive task. Finally, a significant drug-by-task interaction
was observed (p <0.0006) such that more correct responses were
observed on motor than on cognitive task with PL and DZ, however
DZ effects on the cognitive task was reflected with more errors
committed in comparison to PL.

3.2. fMRI

3.2.1. Rule-guided task under placebo

Fig. 3a and Table 1 show the significant activations for the con-
trast of the overall response selection (the four stimuli) minus the
non-response/catch trials under PL. Response selection according
to abstract rules produced activation of the left middle frontal gyrus
(Brodmann Area (BA) 46); right cingulate gyrus (BA 24, 32), supe-
rior region of the right parietal lobe (BA 7) including the precuneus
bilaterally (BA 19 and 7), the left inferior parietal region (BA 40),
the right lingual gyrus (BA 18) and the cerebellum bilaterally.

The contrast between incongruent versus the congruent, easy
stimulus showed that incongruent, more difficult stimuli resulted
in increased activation in the anterior region of the right cingu-
late gyrus (BA 32)/middle frontal gyrus (BA 9), while no significant
decrease activation associated with these stimuli was observed
(Fig. 3b and Table 1).

3.2.2. Diazepam effects

Significant activations associated with response selection (the
four stimuli) versus non-response/catch trials under DZ, in com-
parison to PL, were found in the inferior (BA 40) and superior (BA
7) region of the right parietal lobe, the right precuneus (BA 7), pos-
terior regions in the right temporal lobe such as fusiform gyrus,
inferior temporal gyrus (BA 20) and superior temporal gyrus (BA
22 and 38); regions within the left temporal as the parahippocam-
pal gyrus (BA34 and 36), uncus (BA 28) and middle temporal gyrus
(BA 37). Other activations were found in left claustrum/insula and
putamen bilaterally, in the right occipital lobe the inferior (BA 18
and 19) and middle occipital gyri (BA 18) (Fig. 4a and Table 2).

No areas showed stronger activation for PL than DZ at our pre-
established statistical threshold (see Section 2). However, because
a reduction in BOLD activity due to the DZ inhibitory influence
was expected, an exploratory analysis was conducted with a lower
threshold (p <0.01 uncorrected). Decreased activations were then
observed with DZ in the inferior (BA 9), medial (BA 10) and supe-
rior (BA 9) of the right frontal lobe, left inferior frontal gyrus (BA
45), right precentral gyrus (BA 6), left insula (BA 13) right anterior
cingulate gyrus (BA24), and bilateral inferior parietal lobe (BA 40)
including the left supramarginal gyrus (Fig. 5 and Table 3).

A paired t-test between PL and DZ for the incongruent versus
congruent trials contrast revealed significant differences in the ret-
rosplenial cortex of the right hemisphere. Post hoc analyses of the
parameter estimates for activation clusters corresponding to the
different conditions (Fig. 4b and Table 2) revealed that activity was
larger for DZ compared to PL during the congruent trials.

4. Discussion

The goal of this study was to assess the behavioural and neural
effects of a single dose of diazepam in healthy subjects on the ability
to select responses guided by arbitrary rules. Reaction time results
showed that asingle dose of DZ(10 mg) - alevel similar to that com-
monly prescribed for anxiety treatment -, compared to placebo,
impaired performance on a rule-guided task, slowing down the
selection of the pertinent response according to abstract rules. Fur-
thermore, accuracy was impaired with this DZ dose. Importantly,
the effect of DZ on reaction times could not be explained by alter-
ations in the motor component of the response, as no differences
between PL and DZ were observed in a motor control task employ-
ing the exact same stimuli. Although results across sessions with
longer reaction times in the first session than in the second was
consistent with a possible learning effect of the task, no interac-
tions with drug were observed, suggesting that the effects of DZ on
this task were not mediated by impairments in learning or long-
term memory processes. Further studies are needed to unveil the
specific cognitive processes affected by GABAergic drugs, as well as
to discern the cognitive strategies employed by the subjects dur-
ing rule implementation, when arbitrary stimulus-specific rules are
involved.

The rule-guided task under placebo activated prefrontal asso-
ciation regions including the middle frontal gyrus and the dorsal
region of the anterior cingulate cortex, as well as the parietal asso-
ciation area. Activation of these regions is consistent with previous
studies showing that tasks demanding higher-order cognitive func-
tions, such as rule-guided behaviour, involve the participation of
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Fig. 2. Significant effects obtained in the analysis of the behavioural data. (a) Left: mean and standard errors of reaction times in ms for the motor (MT) and rule-guided (RGT)
tasks as a function of drug (left) and stimulus (right); (b) Correct responses for the motor (MT) and rule-guided (RGT) tasks as a function of drug (left) and stimulus (right).
Brackets indicate statistical differences (p <0.05) between two conditions. Asterisks show differences for the motor task and the corresponding condition in the rule-guided
task (p<0.05).
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Fig. 3. Statistical maps for the placebo condition (a) showing the contrast between response selection (all stimuli) minus non-response/catch trials, (b) contrast between

incongruent (DI, CI, II) versus congruent (CC) trials. Scale represents the significance level for activations. Representative areas are shown. See Table 1 for all significant
activations.
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Table 1

Regions of BOLD activity in the placebo condition for the following contrasts: response selection minus non-response and congruent versus incongruent trials.
Voxel Z score Coordinates Regions activated Brodmann area Cluster size

X y z

Decision > Non-decision
4.54 —46 40 6 Left Middle frontal gyrus BA 46 170
4.53 6 —68 0 Right Lingual gyrus BA 18 1014
428 0 —58 -6 Left Cerebellum -
3.76 14 -58 -16 Right Cerebellum
4.25 0 -76 56 Left Precuneus BA7 661
4.18 2 —78 40 Right Precuneus
3.92 -10 -84 42 Left Precuneus BA 19
4.16 —-62 —24 32 Left Inferior parietal lobule BA 40 314
4.15 2 14 36 Right Cingulate gyrus BA 32 862
4.05 -6 -4 52 Left Medial frontal gyrus BA6
3.53 2 -10 40 Right Cingulate gyrus BA 24
3.86 -2 -98 -4 Left Lingual gyrus BA 18 264
Incongruent > Congruent
4.52 20 16 36 Right Cingulate/middle frontal BA 32/9 337

Congruent > Incongruent

prefrontal dorsolateral areas (Stuss and Knight, 2002), the anterior
cingulate gyrus - involved in conflict situations and performance
monitoring — (Botvinick, 2007), and the parietal lobe - involved in
attentional process - (Petersen et al., 1994; Corbetta and Shulman,
2002). Activation in posterior regions was also observed, in the
right superior parietal cortex, expanding it to the precuneus, as
well as visual regions, consistent with the visuo-spatial nature of
the stimuli (Petersen et al., 1994), and cerebellum, possibly related
to the motor and non-motor associative components of the task
(Bellebaum and Daum, 2011).

Under placebo, the anterior region of cingulate gyrus and middle
frontal gyrus were more active during incongruent trials than dur-
ing the congruent ones, in agreement with previous studies showing
that tasks demanding higher-order cognitive functions, such as
rule-guided behaviour, involve the participation of prefrontal dor-

a

Middle Temporal Gyrus
BA 37

Superior Parietal Lobule
BA 7

Inferior Occipital Gyrus
BA 18

solateral areas (Stuss and Knight, 2002) and the anterior cingulate
gyrus - involved in conflict situations and performance monitoring
- (Botvinick, 2007). These areas appeared in the right hemisphere,
which has previously been associated with the processing of novel
cognitive situations (Goldberg et al., 1994).

Contrary to our hypothesis, we did not observed a significant
decrease in activation under DZ, compared to PL. Instead, new
regions were recruited under DZ, suggesting possible compen-
satory mechanisms engaged to accurately perform the rule-guided
task. This new network included several regions of the temporal
lobe, such as the parahippocampal gyrus, which are tradition-
ally associated with memory processes (O’Neil et al., 2009). The
detrimental effects of BDZ on memory tasks have been well estab-
lished (Curran et al., 1998; Mintzer and Griffiths, 1999). As these
areas were not significantly active in the PL condition, it is likely

Retrosplenial Cortex
BA 30

Fig. 4. Statistical maps showing some of the regions significantly more active with diazepam than placebo for (a) the contrast of response selection (all stimuli) minus
non-response/catch trials, (b) significant interaction between drug (DZ/PL) and trial type (congruent/incongruent). A list of all significant activations for this contrast is

reported in Table 2. Scale represents the significance level for activations.
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Table 2
Regions of BOLD activity increment with diazepam in comparison to placebo during response selection minus non-response and congruent versus incongruent trials.
Voxel Z score Coordinates Regions activated Brodmann area Cluster size
X y z
Decision > Non-decision DZ>PL
3.84 20 -66 48 Right Precuneus BA 7 923
3.46 34 —46 58 Right Superior parietal lobule
3.15 34 -52 46 Right Inferior parietal lobule BA 40
3.69 —48 —54 0 Left Middle temporal gyrus BA 37 1404
3.36 —42 -32 -6 Left Parahippocampal gyrus BA 36
3.65 24 10 -10 Right Putamen - 433
3.04 10 10 -22 Right Rectal gyrus BA 11
2.98 30 22 -28 Right Superior temporal gyrus BA 38
3.61 -36 6 -4 Left Claustrum/insula - 367
341 —24 10 -2 Left Putamen -
3.44 -16 4 -26 Left Uncus BA 28 823
3.27 -10 -2 -18 Left Parahippocampal gyrus BA 34
3.21 46 -78 -6 Right Inferior occipital gyrus BA 19 615
3.14 30 -80 -8 Right Middle occipital gyrus BA 18
2.98 40 -84 -2 Right Inferior occipital gyrus
2.98 54 -10 -8 Right Superior temporal gyrus BA 22 398
2.58 46 -14 -24 Right Fusiform gyrus BA 20
2.47 52 -10 -20 Right Inferior temporal gyrus

Incongruent > Congruent

Congruent > Incongruent

4.71 28 -66 10 Right Retrosplenial Cortex BA 30 507
= i © i
’ : '
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Fig. 5. Statistical map showing regions with an activity reduction in the diazepam condition in comparison to placebo for the contrast of response selection (all stimuli)
minus non-response/catch trials. For this contrast the threshold was lowered to p=0.01. The coordinates for these activations are reported in Table 3.

Table 3
Regions that showed a reduction of BOLD activity with diazepam in comparison to placebo during response selection minus non-response. Only for this contrast the threshold
was lowered as an exploratory analysis (p<0.01).

Voxel Z score Coordinates Regions activated Brodmann area Cluster size
X y z

Decision > Non-decision PL>DZ

2.67 —62 —46 36 Left Supramarginal gyrus BA 40 123

2.62 —62 -36 34 Left Inferior parietal lobule

2.66 64 6 24 Right Inferior frontal gyrus BA9 37

2.62 2 -10 36 Right Cingulate gyrus BA 24 219

2.5 —52 30 2 Left Inferior frontal gyrus BA 45 49

2.46 -38 -34 24 Left Insula BA 13 84

2.44 68 -26 32 Right Inferior parietal lobule BA 40 46

2.38 32 54 32 Right Superior frontal gyrus BA9 49

2.32 44 -8 30 Right Precentral gyrus BA 6 132

2.25 -10 38 -8 Left Medial frontal gyrus BA 10 38
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that additional, memory-related processes were needed to perform
the task under DZ. Although the rule-guided task employed here
was not a long-term memory task, since the task was practiced
before scanning, subjects did have to keep in memory the arbitrary
rules in order to correctly respond during task performance. The
posterior area of the left temporal lobe also showed an activity
increase under DZ. This is a polymodal association area receiv-
ing processed information from the inferior parietal lobule, and
reciprocally connected with prefrontal areas (Petrides and Pandya,
2002), which has been implicated in the storage of rule meaning
(Bunge, 2004; Donohue et al., 2005) and is activated when instruc-
tional cues associated with specific rules are observed (Bunge et al.,
2003). Significant activation was also found in regions important
for high-order cognitive process such as the temporo-parietal junc-
tion (Corbetta and Shulman, 2002), the insula/claustrum (Huettel
and McCarthy, 2004) and the superior parietal lobe (Petersen et al.,
1994; Corbetta and Shulman, 2002). More extensive areas involved
in the processing of the visual properties of the stimuli were also
activated.

Under DZ, compared to PL, increased activity for congruent stim-
uli was observed in the retrosplenial cortex of the right hemisphere,
probably related to the retrieval of information stored in long-term
memory (Krause et al., 1999).

A reduction in the BOLD activity was expected as consequence
of the inhibitory influence of DZ, especially in prefrontal cor-
tex, a region associated with the inhibition of habitual behaviour,
but this did not occur unless the probability threshold was low-
ered substantially (p<0.01). Future research is needed, using
different doses, to further explore this issue. However, similar
lack of deactivation have been shown in other studies with PET
(Mintzer et al., 2001), suggesting that the cognitive demands of
the task may be sufficient to revert the reduction in activity
reported during rest with BDZ (Veselis et al., 1997; Reinsel et al.,
2000).

Alternatively, the increase in BOLD activity seen in cortical
regions under DZ during the rule-guided task could be the result of
the enhanced fast oscillatory activity reported under BDZ in resting
conditions during wakefulness (Romano-Torres et al., 2002; Jensen
etal., 2005; Halletal.,2010) and even during sleep (Aeschbach etal.,
1994).

Another possible cellular event occurring with DZ adminis-
tration is that inhibitory interneurons are inhibited disrupting
the balance between inhibition of principal neurons and areas
that normally are in silence now turn active, interfering with the
appropriate information processing. The metabolic increase is also
consistent with the no task-related increased metabolic activity
with BDZ in the temporal lobe reported during rest conditions
(Wang et al., 1999) and in occipito-parietal regions during REM
sleep (Finelli et al., 2000), and support the evidence that the DZ
impact on brain activity is selective to some regions rather than
having global effects. However, further research is needed using
increasing DZ doses to better elucidate the changes in suscep-
tibility of different brain areas to DZ under external cognitive
demands.

The sample of the present study included equal numbers of men
and women. Because of the relatively small sample size, we were
not able to investigate potential sex differences in the behavioural
and neural effects of DZ. This is an important issue, given the inter-
actions between sex hormones and GABAa receptors (Majewska
et al., 1986; Smith et al., 2007), and should be addressed in future
studies, as well as other possible factors, such as personality, which
may affect the response to DZ in a cognitive task.

Another limitation of the present study that needs to be
considered is the small number of slices acquired during fMRI
scanning, due to technical reasons, reducing the spatial resolution
of the observed activations. Nonetheless, we ensured that cov-

erage included cortical and subcortical regions relevant for the
task.

5. Conclusion

The present findings indicate that a single dose of DZ disrupts
the behavioural and neural activity, resulting in a negative impact
on response selection ability based on abstract rules, especially
when novel arbitrary rules are involved. Successful performance in
such atask under DZ therefore appears to demand the participation
of additional brain areas. Taken together, these observations con-
tribute to the growing notion (Coull et al., 1999; Deakin et al., 2004)
that the influence of benzodiazepines goes beyond global sedative
and motor effects and that, instead, it has selective detrimental
effects on complex tasks requiring rapid response selection, par-
ticularly when this requires the integration of different sources of
information needed to implement abstract rules in order to deter-
mine the appropriate response.
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Glossary

BA: Brodmann area

BDZ: Benzodiazepines

DZ: Diazepam

fMRI: functional magnetic resonance imaging
FOV: Field of view

FWHM: Full width at half maximum

PL: Placebo

TE: Echo time

TR: Repetition time
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