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Si le neurone est la cellule clef du cerveau, la vascularisation cérébrale joue un rôle 

crucial dans le maintien de l'irrigation cérébrale, en permettant au cerveau de disposer de tous 

les apports métaboliques nécessaires pour maintenir son fonctionnement normal. Un 

mécanisme essentiel au maintien d'un débit approprié est l'autorégulation du DSC. Ce 

mécanisme repose sur une adaptation du diamètre des artères et artérioles cérébrales (qui 

constituent la vascularisation de résistance) en fonction de la pression sanguine. Ainsi, lorsque 

la pression artérielle diminue, les artères et artérioles cérébrales dilatent afin de diminuer les 

résistances et de maintenir le DSC constant, et inversement si la pression artérielle augmente. 

Malheureusement, si ce système est très efficace chez l'individu jeune, les capacités 

d'autorégulation du DSC sont diminuées au cours du vieillissement (Lartaud et coll., 1993, 

Toyoda et coll., 1997a). Dans le même temps, la labilité tensionnelle augmente (Zito et coll., 

1991). L'association de ces deux phénomènes au cours du vieillissement aboutit à une 

augmentation de la probabilité d'épisodes d'hypoperfusions cérébrales dues au simple 

dépassement de la limite basse d'autorégulation. Une telle répétition d'événements 

d'hypoperfusion cérébrale, pourrait être à l'origine des démences séniles par infarctus multiples 

d'origine vasculaire (Shuaib, 1992, Skoog, 1997). 

Aux Etats Unis d'Amérique, les démences d'origines vasculaires sont la deuxième cause 

de démences après la maladie d'Alzheimer (Skoog, 1998). Certains auteurs pensent même que 

la maladie d'Alzheimer a une origine vasculaire (de la Torre, 1999). Skoog (1998) a trouvé que 

30% de la population des gens âgés de plus de 85 ans était démente, et que la moitié de ces 

démences était d'origine vasculaire. Ainsi, les démences d'origines vasculaires sont un problème 

de santé publique d'importance et ce d'autant plus si l'on considère le vieillissement de la 

population dans les pays industrialisés. Or il n'existe pour l'instant aucun traitement permettant 

de restaurer chez un individu âgé des capacités d'autorégulation du DSC optimales. 
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La mélatonine, une hormone synthétisée par la glande pinéale, pourrait être impliquée 

dans la diminution des capacités d'autorégulation du DSC avec l'âge. En effet, de nombreuses 

observations laissent supposer un lien possible entre le système mélatoninergique et 

l'autorégulation du DSC. Tout d'abord, la concentration plasmatique en mélatonine diminue 

avec l'âge (Touitou et coll., 1981) parallèlement à l'augmentation du risque d'accident 

vasculaire cérébral (AVC). De plus, la fréquence des accidents ischémiques transitoires 

présente des variations circadiennes et saisonnières qui peuvent se rapprocher du cycle 

circadien et saisonnier de la mélatonine (Zuber et Mas, 1993). Un autre indice est que les 

patients souffrant de migraine présentent un taux de mélatonine plus faible que la moyenne 

(Brun et coll., 1995) et un plus grand risque de faire des AVC (Tatemachi et Mohr, 1992). Il a 

également été montré que la mélatonine possède des récepteurs sur les artères du système 

cérébro-vasculaire et qu'elle constricte les artères du polygone de Willis (Mahle et coll., 1995, 

Geary et coll., 1997) et qu'elle diminue le DSC de base de jeunes rats (Capsoni et coll., 1996). 

Il est donc envisageable que la mélatonine puissent avoir une influence sur la circulation 

cérébrale et en particulier sur l'autorégulation du DSC. Les études expérimentales citées dans 

ce travail de thèse ont donc pour but d'étudier le lien éventuel entre la mélatonine et 

l'autorégulation du DSC. 

Le premier chapitre regroupe les données bibliographiques concernant tout d'abord 

l'autorégulation du DSC et ensuite le système mélatoninergique. 

Dans le deuxième chapitre sont citées les études expérimentales que nous avons réalisé 

pour examiner le lien éventuel entre système mélatoninergique et système cérébro-vasculaire. 

Dans un premier.temps nous nous sommes intéressés aux effets aigus de la mélatonine sur le 

système cérébro-vasculaire. Nous avons d'abord analysé l'impact d'une perfusion de mélatonine 

sur le DSC et son autorégulation. Nous avons ensuite étudié l'effet de: la mélatonine sur le 
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diamètre artériolaire et précisé son mécanisme d'action. Enfin, nous avons essayé de 

comprendre comment la mélatonine pouvait modifier l'autorégulation du DSC. 

Nous avons ensuite étudié les effets chroniques de la mélatonine. Tout d'abord nous 

avons analysé l'effet de la privation de mélatonine sur la structure et le fonctionnement des 

artérioles cérébrales chez des animaux jeunes et sur leur capacité d'autorégulation. Finalement 

nous avons analysé l'effet d'un traitement chronique à la mélatonine sur la structure et le 

fonctionnement des artérioles cérébrales chez des animaux âgés et sur leur capacité 

d'autorégulation. 
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Chapitre 1 : 

Introduction bibliographique 
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1. Le débit sanguin cérébral 

Le cerveau humain adulte pèse environ 1600 g et représente 2 % du poids corporel. Il 

reçoit 12 à 15 % du débit cardiaque, soit un DSC moyen de 45 à 55 ml/min/lOO g de tissu 

cérébral (Matsumoto et coll., 1975, Magata et coll., 1995). Ce débit est en rapport avec une 

consommation d'oxygène importante de 40 à 50 ml/min, soit environ 20 % de la consommation 

d'oxygène totale de l'organisme (Sokoloff, 1997). Le cerveau utilise 60 % de cet oxygène 

consommé pour assurer le fonctionnement neuronal. Cette activité est due au maintien des 

gradients ioniques transmembranaires, à la transmission de l'influx nerveux et à l'action des 

neurotransmetteurs. Le reste de l'oxygène consommé est utilisé pour le maintien de l'intégrité 

celiuiaire et ie fonctionnement des cenules gliales, assurant un rôle de tissu de soutien et 

contribuant au métabolisme cérébral (transport des neurotransmetteurs, transformation des 

substrats, élimination des catabolites). 

Il existe une grande hétérogénéité dans les circulations cérébrales locales. Le DSC est 3 à 

4 fois plus important dans la substance grise que dans la substance blanche et donc plus 

important dans le cortex que dans les zones sous corticales. D'une région à l'autre du cerveau, 

le DSC eSt également variable en fonction de l'activité neuronale (Hum et Traystman, 1997). 

De tous les organes, le cerveau est le plus sensible à l'ischémie. Une interruption du DSC 

entraîne très rapidement une perte de connaissance suivie de dommages irréversibles (mort 

neuronale, etc .. ) (Sokoloff, 1997). Dans le cas d'un arrêt cardiaque, l'étendue des dommages 

au niveau du cerveau est l'un des facteurs critiques conditionnant le degré de récupération de 

ces capacités par le patient. Par conséquent, le cerveau dispose d'un réseau vasculaire et de 

processus physiologiques permettant de maintenir le DSC constant et ce, même dans des 

conditions relativement extrêmes et parfois au dépend de la perfusion sanguine d'autres 

organes. 
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1.1. Anatomie 

1.1.1. Apport artériel 

Les apports artériels au niveau du cerveau sont assurés par 2 paires d'artères: les 2 

artères carotides internes et les 2 artères vertébrales (Figure 1). Les 2 artères vertébrales 

s'unissent pour former l'artère basilaire. Cette artère basilaire s'anastomose ensuite avec les 

artères carotides internes (par l'intermédiaire des artères communicantes antérieures et 

postérieures) pour donner, à la base du cerveau, le polygone de Willis. De ce polygone de 

Willis partent 3 paires d'artères, les artères cérébrales antérieures, moyennes et postérieures 

qui couvrent la surface externe du cerveau. Ces artères se divisent en artères de diamètre de 

plus en pius petites, et pénètrent dans ie cerveau pour apporter ie sang aux différentes régions 

cérébrales. 

Les artères carotides internes et l'artère basilaire contribuent de façon égale aux apports 

sanguins du polygone de Willis et, comme les pressions artérielles sont égales, il n'y a pas 

mélange entre le sang arrivant par les artères carotides et le sang arrivant par les artères 

vertébrales. Des études par angiographie ou par injection de colorant ont montré que le 

système basilaire contribue essentiellement aux apports sanguins pour la partie postérieure du 

cerveau, le cervelet et le tronc cérébral, tandis que les artères carotides internes apportent le 

sang pour la partie antérieure (cérébrum, diencéphale) (Sokoloff, 1997). Dans des conditions 

pathologiques telles qu'une sténose d'une des artères d'apport du polygone de Willis, les 

pressions artérielles sont alors différentes et le polygone de Willis fonctionne comme un 

régulateur. En effet, la défaillance d'une artère d'apport sera compensée par les autres artères 

du polygone deWillis, permettant ainsi de maintenir les apports sanguins dans tout le cerveau 

(Sokoloff, 1997). 
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Une des caractéristiques importantes de la circulation cérébrale au niveau artériel est que, 

contrairement à ce que l'on peut observer dans d'autres régions, les artères de gros diamètre et 

notamment les artères carotides internes, l'artère basilaire, les artères du polygone de Willis ou 

les artères directement connectées à ce polygone de Willis sont d'importantes artères de 

résistance (30 a 50% des résistances cérébro-vasculaires totales) (Heistad et coll., 1978). Il a 

été suggéré qu'une telle organisation protège les microvaisseaux cérébraux. Les larges artères 

forme un réservoir d'égalisation de pression maintenant ainsi une pression uniforme à la 

surface du cerveau tandis que les artérioles (artères d'un diamètre inférieur a 100 !lm, Leeson 

et coll., 1988) servent à distribuer le flux sanguin pour satisfaire les besoins locaux en oxygène 

et en glucose (Hum et Traystman, 1997). 
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Figure 1 : Schéma des artères cérébrales majeu:- et èu polygone de Willis (artères en gras) chez 

l'Homme (Sokoloff, 1997). 
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1.1.2. Capillaires 

Chez l'Homme adulte, les capillaires au niveau du cerveau couvrent une surface de 10m2 

et ont une longueur totale de 640 km. Ils sont très hautement spécialisés pour contrôler et 

maintenir les échanges tissus-sang permettant le bon fonctionnement des neurones. De ce fait, 

les capillaires cérébraux ont des caractéristiques structurales et fonctionnelles liées à l'existence 

de la barrière hémato-encéphalique (Pardridge, 1997). 

Les capillaires dans les tissus neuronaux sont constitués d'une seule couche de cellules 

endothéliales, de pericytes associés, d'une membrane basale et d'une couche quasi continue 

d'astrocytes (Bar, 1978) (Figure 2). Ils possèdent des caractéristiques de barrière aussi bien 

structurelle que biochimique. 

La barrière structurelle est constituée au niveau des cellules endothéliales par des 

jonctions complexes ("tight jonctions") empêchant la diffusion libre existant normalement entre 

les cellules. 

La barrière biochimique consiste en une forte concentration d'enzymes de dégradation 

empêchant les neurotransmetteurs circulant de passer du sang dans le cerveau. De plus, les 

vésicules endothéliales intracytoplasmiques (qui représentent un moyen pour les molécules de 

traverser les cellules) sont peu nombreuses au niveau des capillaires cérébraux (Rosenberg, 

1997). 

Les molécules liposolubles passent la barrière hémato-encéphalique; les molécules 

polaires ne passent pas sauf pour certaines molécules métaboliquement importantes qui 

disposent de mécanismes de transport facilitant (en suivant le gradient de concentration) ou 

activant (contre le gradient de concentration) le passage (Pardridge, 1997). Il existe 

notamment des systèmes de transport pour le glucose, des acides aminés neutres et les acides 



11 

monocarboxylique. Il est à noter qu'un même transporteur peut véhiculer plusieurs acides 

aminés ou, dans le cas du transporteur pour les acides mono carboxyliques, plusieurs 

substances comme le lactate, le pyruvate et des corps cétoniques. Par conséquent, une 

augmentation de la concentration d'un acide aminé particulier ou du lactate par exemple peut 

avoir un effet délétère sur l'absorption d'autres acides aminés, du lactate ou des corps 

cétoniques (Pardridge, 1997). D'autres systèmes existent pour le transport de peptides 

circulants (insuline, transferrine ... ), de protéines et de lipoprotéines (Pardridge, 1997). 

Cellule endotheliale 

Figure 2 : Schéma d'un capillaire cérébral. (AS = astrocyte; PER = pericyte) (Peters et coll., 

1991). 
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1.2. L'autorégulation du débit sanguin cérébral 

1.2.l. Définition 

L'autorégulation du DSC est définie comme étant la capacité intrinsèque du cerveau à 

maintenir un DSC relativement constant en dépit de variations de la pression de perfusion 

artérielle (Figure 3) (Lassen, 1959, Skinh0j et Strandgaard, 1973). 

L'autorégulation du DSC permet d'assurer: 

.. un apport constant en oxygène, glucose et autres nutriments essentiels, car les 

réserves cérébrales sont très faibles pour un métabolisme très intense (Lassen, 1959), 

• le maintien de la pression capillaire cérébrale, afin d'assurer un échange tissulaire 

optimum (Mellander, 1989). 

Sans autorégulation, le DSC augmenterait ou diminuerait avec les variations de pression, 

entraînant ainsi un risque d'œdème ou d'ischémie. 

Cependant, l'autorégulation du DSC est limitée et en dessous de la limite basse de 

l'autorégulation et au-dessus de la limite haute, le DSC suit les variations de la pression 

artérielle. Différents travaux ont fixé la limite basse entre 60-70 mm Hg (Strandgaard et coll., 

1973) et 85 ± 5 mm Hg (Schmidt et coll., 1990) chez l'Homme normotendu. Elle se situe 

également vers 60-70 mm Hg chez le rat normotendu jeune adulte (Muller et coll., 1990, 

Lartaud et coll., 1993). La limite haute est estimée entre 120 mm Hg chez l'Homme 

(Strandgaard et coll., 1973) et 160 mm Hg chez le rat (Hernandez et coll., 1978). Connaissant 

la limite basse d'autorégulation et la pression artérielle moyenne d'un individu, on peut calculer 

sa marge de sécurité, définie comme étant le pourcentage dont peut diminuer la pression 

artérielle moyenne avant que le débit sanguin cérébral ne commence à diminuer. Cette marge 

de sécurité est de l'ordre de 50% chez le rat jeune (Lartaud et coll., 1993). 
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Pour maintenir le DSC constant, l'autorégulation repose sur une adaptation des 

résistances cérébro-vasculaires à la pressiOn artérielle. Ces changements de résistances 

résultent d'une vasodilatation ou d'une vasoconstriction du système cérébro-vasculaire (Shapiro 

et coll., 1971). L'observation directe, par fenêtres crâniennes, des artères et artérioles pie­

mériennes montre une contraction des artères et artérioles cérébrales quand la pression 

artérielle augmente, et une vasodilatation quand elle diminue (Kontos et coll., 1978a, 

MacKenzie et coll., 1979). 

Il est généralement accepté que les artérioles sont les composantes essentielles de la 

résistance des lits vasculaires. Cependant, une caractéristique distinctive du système cérébro­

vasculaire est que les artères contribuent également à la résistance vasculaire. En effet, chez le 

chat anesthésié, 39% de la résistance vasculaire totale est due aux artères ayant un diamètre 

supérieur à 400~m alors que seulement 10% est due aux artères ayant un diamètre compris 

entre 400 et 25 ~m (Shapiro et coll., 1971). Des résultats très similaires ont été reportés pour 

d'autres espèces tel que le chien et le singe (Hum et Traystman, 1997). Ainsi, les artérioles 

mais aussi les artères cérébrales contribuent à l'autorégulation du DSC. 
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Figure 3 : Schéma de l'autorégulation du débit sanguin cérébral. 

1.2.2. Modèle de segmentation vasculaire 
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A l'intérieur d'un tissu, les artères et artérioles répondent aux variations de pression 

artérielle de façon intégrée, selon un modèle en série ou segmentaire (Johnson, 1986, 

Mellander, 1989). 

Quand la pression artérielle diminue, les artérioles proximales (les plus larges) se dilatent 

(Figure 4). Cette dilatation tend à restaurer la pression dans les artérioles moyennes en aval. Si 

cette dilatation est suffisante pour maintenir la pression de perfusion des artérioles moyennes à 

sa valeur normale, il n'y aura pas de baisse de DSC à leur niveau. Elles ne changeront donc pas 

de diamètre. Par contre, si la dilatation des artérioles les plus larges n'est pas adéquate, ou si la 

pression artérielle continue à chuter, la pression dans les artérioles moyennes sera diminuée, le 

DSC diminuera. Grâce aux mécanismes d'autorégulation, elles se dilateront pour restaurer la 

pression à sa valeur normale dans les petites artérioles distales. En aval du point du réseau 

artériolaire où la pression est restaurée, le profil de pression et les dimen$ions du réseau seront 
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normaux. Il s'ensuit que le débit se maintiendra à sa valeur normale. Si la pression diminue 

encore, la vasodilatation s'étendra en aval (Figure 4). Quand elle atteint les branches les plus 

distales du réseau, la capacité d'autorégulation est dépassée, et toute autre réduction de la 

pression artérielle entraînera une chute du DSC (Johnson, 1986). 
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Figure 4 : Schéma du modèle vasculaire segmentaire de l'autorégulation du DSC (d'après 

Johnson, 1986). 
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." 
Ce modèle a d'abord été décrit pour l'autorégulation rénale (Johnson, 1986). n semble 

pouvoir également s'appliquer, au moins partiellement, à la circulation cérébrale, et impliquer 

non seulement les artérioles, mais aussi les artères de plus grand calibre (Kontos et coll., 

1978a, Toyoda et coll., 1996). Chez le chat, les artères pie-mériennes les plus larges (185-227 

et 268-384 Ilm de diamètre) se dilatent dès le début de l'hypotension hémorragique, entre les 

valeurs de pression artérielle de 130 et 120 mm Hg. Leur réponse entre 120 et 80 mm Hg est 

plus importante que celle des artérioles les plus petites (75-30 Ilm). Par contre, en dessous de 

80 mm Hg, les artères larges se dilatent moins que les petites artérioles, et leur réponse 

maximale est inférieure. Les artères moyennes de 150 à 173 Ilm de diamètre commencent à se 

dilater quand la pression atteint 110 mm Hg. Leur réponse dilatatrice augmente avec la chute 

de pression. Cependant, leur réponse maximale (de l'ordre de 50% par rapport au diamètre 

basal) est inférieure à celle des petites artérioles, mais intervient dans la même classe de 

pression artérielle (30-40 mm Hg) (MacKenzie et coll., 1979, Toyoda et coll., 1996). 

Ce modèle n'est que partiellement valable pour l'autorégulation du DSC car si les 

artérioles cérébrales ne se dilatent pas temps que la pression artérielle n'a pas atteint la valeur 

de 90 mm Hg chez le rat jeune, une hypotension plus sévère amplifie encore cette dilatation, 

jusqu'à une réponse maximale (de l'ordre de 50%) atteinte vers 40 mm Hg (Kontos et colL, 

1978a, Toyoda et coll., 1996) (Figure 5). Donc, la valeur de la limite basse de l'autorégulation 

du DSC ne correspond pas à celle de la pression artérielle pour laquelle la dilatation du 

système cérébro-vasculaire est maximale. La limite basse est plus élevée que la limite de 

dilatation du cérébro-vasculaire (Kontos et coll., 1978a, MacKenzie et coll., 1979) (Figure 5). 

Elle correspond plutôt à une valeur de pression artérielle pour laquelle le système vasculaire 

cérébral ne peut plus mobiliser suffisamment de réserve de vasodilatation pour compenser 

entièrement la réduction de pression artérielle. 
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Figure 5 : Schéma de l'évolution du diamètre artériolaire et du débit sanguin cérébral lors d'une 

diminution de pression artérielle moyenne (d'après Chillon et Baumbach, 1997). 

1.2.3. Les mécanismes de l'autorégulation du débit sanguin cérébral 

De nombreuses hypothèses ont été proposées pour les mécanismes de l'autorégulation du 

DSe. TI y a tout d'abord une hypothèse dite métabolique, qui repose sur le fait qu'un 

changement de la pression de perfusion entraîne une variation transitoire du débit sanguin 

cérébral. Celle-ci induit un changement de concentration locale des agents vasoactifs 

normalement apportés ou éliminés du tissu cérébral par le flux sanguin. TI y a ensuite une 

hypothèse dite myogénique, reposant sur la capacité des muscles lisses vasculaires à se 

contracter ou à se relâcher en réponse à une variation de pression transmurale. TI y a ensuite 

l'hypothèse dite neurogénique pour laquelle l'innervation joue un rôle dans l'autorégulation. 

Finalement il a été proposé récemment que les canaux potassiques, qui contribuent au contrôle 

du tonus vasculaire pourraient être un facteur de l'autorégulation du DSe. 
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1.2.3.1. Théorie métabolique 

La théorie métabolique repose sur le fait qu'un changement de la pression de perfusion 

entrruÎle une variation transitoire du débit sanguin cérébral. Celle-ci induit un changement de 

concentration locale des agents vasoactifs normalement apportés ou éliminés du tissu cérébral 

par le flux sanguin. De nombreuses molécules ont été proposées comme médiateurs de ce 

rétrocontrôle métabolique. Les facteurs essentiels semblent être les concentrations artérielles 

en anhydride carbonique et oxygène. 

1.2.3.1.1. Rôle de l'anhydride carbonique 

Schématiquement, toute augmentation de la pression partielle en anhydride carbonique 

tissulaire (PC02) entraînent une dilatation des artérioles cérébrales. Inversement, une 

diminution de la PC02 conduit à une vasoconstriction. Plusieurs mécanismes ont été proposés 

mais la concentration en protons dans le liquide extracellulaire du cerveau semble être le plus 

important (Kontos et coll., 1977). 

Les effets du CO2 passent par des effets directs de la concentration en Ir ([Ir]) sur le 

muscle lisse cérébro-vasculaire, car des modifications importantes de la PC02 (> 45 mm hg) et 

des bicarbonates dans le liquide cérébro-spinal ne s'accompagnent pas de modification du 

diamètre des artérioles cérébrales sauf si le pH est modifié (Kontos et coll., 1977). 

Une diminution du DSC est suivie d'une augmentation de la PC02 (Figure 6). Le pH du 

liquide extracellulaire diminue, induisant une vasodilatation. Le phénomène inverse survient 

lorsque la PC02 diminue (Figure 6) (Kontos et coll., 1977). 
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Figure 6 : Schéma de l'effet des variations de PC02 sur le diamètre artériolaire. 

l.2.3.l.2. Rôle de l'oxygène 

Contrairement au CO2, toute augmentation de la pression partielle en oxygène tissulaire 

(P02) entrrune une vasoconstriction des artérioles cérébrales et une diminution de la P02 

conduit à une vasodilatation. 

Une diminution de la P02 hyperpolarise les cellules musculaires lisses vasculaires 

cérébrales par ouverture des canaux potassiques ATP-dépendant (K+ATP), entraînant une 

diminution de l'entrée de calcium dans la cellule et donc une réduction de la contraction 

musculaire (Golanov et Reis, 1997) (voir paragraphe l.2.4.2.). Pour une diminution de la P02 

plus importante ou prolongée, il y a déplétion des stocks intracellulaires d'ATP facilitant 

encore plus l'ouverture des K+ ATP et compromettant ainsi le processus contractile (Golanov et 

Reis, 1997). 
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La diminution de la P02 stimule également la fonnation de NO par l'endothélium des 

larges vaisseaux cérébraux, entraînant une vasodilatation (voir paragraphe 1.2.4.1.) ainsi que la 

libération d'adénosine, un vasodilatateur puissant. Cependant, son importance dans 

l'autorégulation n'est pas clairement élucidée, et reste controversée (Laudignon et coll., 1991). 

Le rôle de la P02 dans l'autorégulation doit être relativisé. En effet, même si il a été 

montré que la vasodilatation des artérioles cérébrales associée à l'hypotension est 

complètement annulée par une superfusion locale de fluorocarbone saturé en oxygène (Kontos 

. et coll., 1978b), démontrant ainsi que l'hypoxie semble être un mécanisme dominant dans la 

réponse vasodilatatrice à l'hypotension, il a également été montré par d'autres auteurs que les 

capacités d'autorégulation, chez le chien soumis à une hémorragie, sont conservées pour un 

large domaine de Pa02 et de saturation en oxygène du sang artériel (Sa02) (Hâggendal et 

Johansson, 1965). Les capacités d'autorégulation du DSC ne sont abolies que pour des 

hypoxies très sévères (Sa02 < 60%), pour lesquelles le DSC suit passivement la pression 

artérielle même pour des valeurs de pression artérielle incluses dans le plateau d'autorégulation. 

Ces résultats montrent que les variations de la P02 ne sont pas le seul facteur impliqué dans 

l'autorégulation du DSC. 

1.2.3.2. Théorie myogénique 

Cette théorie repose sur la capacité des muscles lisses vasculaires à se contracter en 

réponse à une force d'étirement ou plus précisément ici à une augmentation de pression 

transmurale (Folkow, 1964). En effet, une variation de la pression transmurale change l'état 

des filaments de myosine et d'actine de la cellule musculaire lisse. Cette altération induit une 

réponse myogénique en accord avec le principe énoncé par Bayliss (1902). Cette réponse ne 

dépend pas seulement de la loi de Frank-Starling, qui implique une réponse passive des 

éléments contractiles en fonction de leur longueur et de leur degré d'étirement. La réponse 
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myogénique aux variations de preSSIOns intravasculaires ou transmurales nécessite une 

participation active des cellules musculaires lisses. Pour pOUVOIT s'exercer, cette réaction 

nécessite un tonus myogénique basal. 

1.2.3.2.1 Tonus myogénique basal 

Le "tonus" est défini comme un état soutenu de contraction musculaire. Le terme 

"myogénique" qui lui est associé sous-entend un processus actif impliquant les protéines 

contractiles. Pour le mettre en évidence, il suffit de superfuser les vaisseaux cérébraux avec du 

liquide cérébro-spinal artificiel contenant de l'EDT A (67 mmollL). on observe alors une 

dilatation de l'ordre de 100% (Baumbach et coll., 1988a). 

Cet état de contraction basale est du à la vasomotricité spontanée du réseau artériolaire. 

Les microvaisseaux cérébraux sont en effet le siège de contractions rythmiques (Johansson, 

1989). Cette rythmicité repose sur une dépolarisation membranaire spontanée et la génération 

de potentiels d'action (Harder et coll., 1989, Johansson, 1989). Des travaux ont montré les 

mêmes phénomènes pour les petites artères cérébrales chez le chat (Harder et coll., 1989). Ces 

potentiels d'action génèrent et maintiennent le tonus myogénique basal. 

1.2.3.2.2. Réponse myogénique 

A partir de ce tonus myogénique basal, la réponse myogénique à une distension s'exerce 

par deux composantes : 

• Une composante dynamique qUi intervient pendant, ou immédiatement après la 

distension, en réponse à la variation cyclique de la force d'étirement, telle que celle 

induite par une variation de la pression artérielle. 
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• Une composante statique, qui se maintient aussi longtemps que le stimulus mécanique 

persiste, intervient en réponse à la pression artérielle (Johansson, 1989, Mellander, 

1989). 

Les réponses électriques et mécaniques à une variation de la force d'étirement et de la 

pression transmurale, tant dynamique que statique, ont été étudiées sur les artères cérébrales de 

chat (Harder et coll., 1989). Une augmentation de la pression transmurale ou de la force 

d'étirement entraîne une dépolarisation progressive de la membrane musculaire lisse et une 

génération de potentiels d'action et donc une constriction. Ces phénomènes sont associés à un 

accroissement de la force active développée par le vaisseau (Harder et coll., 1989, Johansson, 

1989). Le retour à l'état basal entraîne une inhibition de la génération des pics de potentiel 

d'action (Johansson, 1989). 

1.2.3.2.3. Effecteurs de la réponse mvogénique 

Les mécanismes développés ci-dessus suggèrent l'existence d'un "réflexe à l'étirement" 

dans la paroi vasculaire. Ce système détecterait les variations des forces appliquées à la paroi, 

et, par un couplage électromécanique, stimulerait la réponse des cellules musculaires lisses 

vasculaires (Johnson, 1986, Johansson, 1989). La localisation, la constitution et le 

fonctionnement exacts de ce "détecteur" ne sont pas encore connus. D'après Johnson (1986), 

son siège serait la jonction myo-endothéliale. In vitro, les artères cérébrales de chat, 

dépourvues d'endothélium, se dilatent quand la pression de perfusion augmente, et la 

dépolarisation membranaire disparaît (Harder, 1987). Harder attribue donc un rôle essentiel à 

l'endothélium dans la réponse vasculaire à la distension. Cependant, l'importance de 

l'endothélium daris la réponse myogénique est controversée. En effet, d'autres auteurs (Garcia­

Roldan et Bevan, 1991) montrent que la réponse vasoconstrictrice à l'augmentation de pression 

dans l'artère sylvienne isolée de lapin est indépendante de l'endothélium. De même, in vivo, la 
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destruction sélective des cellules endothéliales de rat n'a aucun effet sur la réponse 

d'autorégulation lors de la chute de pression artérielle induite par hémorragie (Faraci et coll., 

1989). 

Pour conclure, si in vitro le mécanisme myogénique de l'autorégulation est établi, il ne 

semble pas être le mécanisme essentiel in vivo. L'inhibition des facteurs métaboliques in vivo 

démasque une faible réponse myogénique des artères cérébrales en réponse a un stimuli 

d'autorégulation (Busija et Heistad, 1984). De plus, l'augmentation de la pression veineuse qui 

induit une augmentation de la pression artériolaire, devrait d'après la théorie myogénique, 

entraîner une constriction des artères cérébrales. Or, c'est l'inverse qui est observé, les artères 

dilatent (Wei et Kontos, 1982). Elles dilatent car suite à l'augmentation de la pression veineuse, 

le DSC diminue, et donc les facteurs métaboliques de l'autorégulation interviennent pour 

maintenir le DSC. Ainsi, in vivo, la théorie métabolique semble être plus importante que la 

théorie myogénique. Ces résultats suggèrent que la théorie myogénique ne prédomine sur la 

théorie métabolique que quand le métabolisme est faible (Wei et Kontos, 1982). Certains 

auteurs ont émis l'hypothèse que les facteurs myogéniques permettaient d'optimiser le tonus de 

base, améliorant ainsi l'autorégulation en réponse aux facteurs métaboliques (Osol et Halpern, 

1985). 

1.2.3.3. Théorie neurogénique 

Les vaisseaux cérébraux sont innervés par un réseau dense de fibres adrénergiques issues 

principalement du ganglion cervical supérieur (Edvinsson et Mac Kenzie, 1976). La densité de 

l'innervation est plus importante au niveau des larges artères, en particulier celles issues de 

l'artère carotide .. ·De nombreux rapports ont démontré que les capacités d'autorégulation sont 

préservées chez des animaux ayant subis une sympathectomie et/ou une parasympathectomie 

(Busija et Heistad, 1984). L'innervation semble plus jouer un rôle en modulant l'autorégulation. 
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En effet, la stimulation du système sympathique modifie peu le DSC de base, malgré la 

constriction des larges artères. Cette constriction des larges artères entraîne une chute de 

pression dans les microvaisseaux en aval. Ceux-ci vont donc se dilater pour mainteriir le DSC 

de base constant. Il s'ensuit que ces petites artérioles auront des capacités de contraction 

supérieures quand la pression artérielle augmentera. La limite haute de l'autorégulation du DSC 

est ainsi déplacée vers des valeurs tensionnelles plus élevées lors d'une stimulation sympathique 

(Barry et coll., 1984b) (Figure 7). Ce phénomène protège le cerveau lors d'une hypertension, 

car celle ci stimule le système sympathique, évitant ainsi un dépassement de le limite haute de 

l'autorégulation. Par contre ces artérioles auront une moins grande réserve de dilatation pour 

faire face à une chute de pression artérielle. La limite basse d'autorégulation est donc déplacée 

vers des valeurs de pression artérielle supérieure (Figure 7). Un phénomène similaire est 

observé pour la limite basse d'autorégulation lors d'une stimulation sympathique induite par une 

hypotension hémorragique et peut expliquer une surévaluation de la limite basse 

d'autorégulation suite à une hémorragie (Barry et coll., 1984b) (Figure 7). 
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Figure 7 : Effet d'une stimulation sympathique sur la courbe d'autorégulation (Barry et co!l., 

1984a). 

Un des effecteurs possible pourrait être le "Calcitonin gene related peptide" (CGRP). 

C'est un neurotransmetteur peptidique composé de 37 acides aminés produit à partir du gène 

codant pour la calcitonine. Le CGRP est présent dans les nerfs perivasculaires cérébraux qui 

sont originaire du ganglion trijumeau (Brian et coll., 1996). C'est un vasodilatateur cérébral 

puissant tant in vivo que in vitro (Kitazono et colL, 1993). Au niveau cérébral, le CGRP se 

comporte comme un vasodilatateur indépendant de l'endothélium, produisant une relaxation 

par activation de l'adénylate cyclase et augmentation d'AMP cyclique. Le CGRP agirait aussi, 

au moins en partie, par activation des canaux potassiques ATP-dépendants et des BKca2+ car 

son action est bloquée par la glibenclarnide et la charybdotoxine (Hong et colL, 1996). Le 

CGRP pourrait donc jouer au rôle dans la vasodilatation répondant à l'hypotension au cours de 

l'autorégulation cérébrale. 
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l.2.4.Autres facteurs pouvant contribuer à l'autorégulation du débit sanguin cérébral 

l.2.4.l. Oxyde nitrique 

Le NO est produit à partir d'un acide aminé semi-essentiel pour l'Homme la L-arginine 

par un groupe d'enzymes, les NO synthetases (NOS). Trois isoformes de NOS ont été clonés à 

partir de gènes appartenant à des chromosomes différents. On distingue la NOS constitutive, 

c'est-à-dire qui ne nécessitent pas de synthèse protéique pour agir et la NOS inductible, qui 

n'existe pas a l'état basal et qui est synthétisée sous l'effet de différents stimuli, comme par 

exemple l'inflammation (Nathan et Xie, 1994). Lorsque le NO est formé, il diffuse librement 

vers la cellule musculaire lisse et stimule la guanylate cyclase soluble ce qui aboutit à la 

formation de GMP cyclique, responsable de la relaxation de la cellule. 

L'étude d'anneaux vasculaires isolés suggère que l'endothélium secrète du NO à l'état 

basal, contribuant à une relaxation vasculaire cérébrale. L'application in vitro de L-NMNA sur 

des artères cérébrales de rat entraîne une vasoconstriction inhibée par la L-arginine (Faraci, 

1990). Ceci est confirmé par des études in vivo chez le chat et le rat: l'inhibition de la NOS 

constitutive par du L-NAME réduit le DSC d'environ 20 à 50 % (Tanaka et coll., 1991). En 

utilisant une technique de fenêtre crânienne chez le chat, il a été montré que l'application de L­

NAME entraîne une vasoconstriction des artères de diamètre supérieur à 100 Ilm (Ishimura et 

coll., 1996). Ceci confirme le rôle du NO dans le tonus vasculaire cérébral de base, mais 

seulement au niveau des grosses artères (Ishimura et coll., 1996). Cependant, le rôle du NO 

dans l'autorégulation du DSC reste controversé in vivo. En effet de nombreux auteurs ont 

montré que le NO n'était pas impliqué dans l'autorégulation du DSC. Par exemple, l'utilisation 

d'inhibiteurs de la NOS ne modifie pas la limite basse d'autorégulation chez le rat (Wang et 

coll., 1992, Buchanan et Phillis, 1993). D'autres auteurs par contre ont attribué un rôle 
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essentiel au NO dans l'autorégulation du DSC, l'administration aigu de L-NMMA modifiant 

l'autorégulation (Tanaka et coll., 1993, Kobari et coll., 1994). Récemment, Jones et Coll. 

(1999) ont montré que l'inhibition de la NO synthetasase augmentait la limite basse 

d'autorégulation, suggérant l'implication du NO dans l'autorégulation. 

Pour résumer, si in vitro, le NO semble être important dans l'autorégulation du débit 

sanguin cérébral, cela n'est pas encore clairement établi in vivo. Cela peut, peut-être, être 

expliquer par la prévalence des facteurs métaboliques in vivo, facteurs faiblement présent in 

vitro. 

1.2.4.2. Canaux potassiques 

L'ouverture des canaux potassiques entraîne une sortie rapide de potassium de la cellule. 

Ce mouvement ionique produit une hyperpolarisation de la membrane qui entraîne une 

fermeture des canaux calciques voltage dépendant. II s'ensuit une vasodilatation. Il existe 

quatre types de canaux potassiques : les canaux potassiques ATP-dépendants, les canaux 

potassiques calcium-dépendants, les canaux potassiques à ouverture retardée et les canaux 

potassiques ATP-indépendants. Seulles deux premiers types ont été bien étudiés. 

Les canaux potassiques ATP-dépendants ne semblent pas impliqués dans le tonus 

vasculaire de base. En effet, l'application d'un inhibiteur, le glibenclamide, ne modifie ni le 

tonus du tronc basilaire, ni celui d'artères cérébrales (Faraci et Breeske, 1993) suggérant que 

ces canaux ne joueraient pas de rôle dans le tonus vasculaire cérébral de base. Les canaux 

potassiques ATP-dépendants semblent impliqués dans l'autorégulation du DSC car 

l'administration de glibenclamide diminue les capacités d'autorégulation chez le rat soumis à 

une hypotension graduelle (Lee et coll., 1993). De plus la vasodilatation induite par le CGRP 
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(voir le paragraphe l.2.3.3) est médiée au moins en partie par les canaux potassiques ATP­

dépendants (Kitazono et coll., 1993). 

Les canaux potassiques calcium-dépendants sont activés par le calcium intracellulaire. On 

distingue deux sous types de canaux potassiques calcium-dépendants selon leur conductance. 

Ds sont dits à petite ou grande conductance (les BKca2+). Ds peuvent être bloqué par le 

tétraéthylammonium (TEA), la charybdotoxine et l'iberiotoxine provoquant alors une dilatation 

des artérioles cérébrales (Kitazono et coll., 1995). Le NS 1619 (1,3-Dihydro-l-[2-hydroxy-5-

(trifluoromethyl)phenyl]-5-[trifluoromethyl]-2H-benzimidazol-2-one]) est capable d'activer les 

canaux potassiques c~lcium-dépendants des cellules musculaires lisses (Oelsen et coll., 1994) 

(Figure 8). La dilatation des artères cérébrales par la forskoline, un activateur direct de 

l'adénylate cyclase et de l'AMP cyclique, est inhibée par la charybdotoxine (Taguchi et coll., 

1995) qui bloque également la vasodilatation des artères cérébrales de rat produite par 

l'isoprotérénol (Mayhan et Faraci, 1993). Ces résultats suggèrent que l'adénylate cyclase active 

les canaux potassiques calcium-dépendants (Figure 8). L'utilisation d'inhibiteurs de canaux 

potassiques calcium-dépendants produit une vasoconstriction à la fois in vitro (Asano et coll., 

1993) et in vivo (Fujii et coll., 1991a). Ces résultats suggèrent que ces canaux joueraient un 

rôle dans le tonus vasculaire cérébral de base. En plus d'un rôle dans le tonus vasculaire de 

base, il pourraient jouer un rôle dans la vasodilatation au cours de l'autorégulation du DSC. En 

effet, l'hypotension en induisant une augmentation de la concentration en AMPc activerait les 

BKca2+ entraînant ainsi une relaxation (Armstead, 1999) 
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Figure 8 : Schéma du fonctionnement des canaux potassiques ATP-dépendant (KATP) et des 

canaux potassiques calcium-dépendant (BKca2·) (d'après Brian et coll., 1996). 

1.2.5. Modulation physiologique de l'autorégulation du débit sanguin cérébral 

Les limites de l'autorégulation du débit sanguin cérébral ne sont pas fixes chez un 

individu mais peuvent être influencées par de nombreux mécanismes physiologiques au rang 

desquels on peut citer entre autres le système sympathique (voir paragraphe 1.2.3.3.), 

l'hypercapnie (voir paragraphe 0), l'hypoxie (voir paragraphe 0) mais aussi le système rénine-

angiotensine et de nombreux vasoconstricteurs et vasodilatateurs. 

1.2.5.1. Le système rénine-angiotensine 

L'utilisation d'un inhibiteur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine l, le captopril, 

déplace la limite basse et la limite haute de l'autorégulation vers des valeurs inférieures de 

pression artérielle (Barry et coll., 1984a). Ainsi, par un effet direct sur les vaisseaux cérébraux, 
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l'angiotensine il augmente la résistance des larges artères et diminue la pression dans les 

microvaisseaux, entrai'nant leur vasodilatation. La résultante est un maintien du débit sanguin 

cérébral de base mais une augmentation de la limite bas~p, d'autorégulation (Faraci et Heistad, 

1990, Bray-des-Boscs et coll., 1991). L'inhibition de l'enzyme de conversion entraînant une 

diminution de l'angiotensine il permet donc une diminution de la limite basse d'autorégulation. 

Cet effet du captopril est conservé chez des rats ayant subit une sympathectomie 

(Waldemar, 1990), démontrant ainsi que le système rénine-angiotensine influence le DSC 

indépendamment du système nerveux sympathique. Cependant il existe tout de même un lien 

entre ces deux systèmes car la diminution de la limite haute observée suite à l'injection de 

captopril est amoindrie par la stimulation simultanée du ganglion cervical supérieur chez le rat 

(Waldemar et Paulson, 1989). 

Lors d'une hémorragie, le système rénine-angiotensine est fortement stimulé (Semple, 

1980). La libération d'angiotensine il diminue les capacités d'autorégulation du DSC et 

pourrait donc expliquer une surestimation de la limite basse d'autorégulation suite à une 

hémorragie. 

l.2.5.2. Vasodilatateurs et vasoconstricteurs 

De nombreux vasodilatateurs et vasoconstricteurs influencent le diamètre des artérioles 

cérébrales et ainsi modifient les capacités d'autorégulation. On peut citer entre autres: 

• 6-kéto-prostaglandine Fla: Une augmentation significative de la 6-kéto-prostaglandine Fla 

(métabolite stable de la prostacycline, puissant vasodilatateur) dans le tissu cortical du rat 

est observée quand la pression est abaissée par hémorragie à 80 mm Hg (Shohami et Sidi, 

1984). Aucune augmentation supplémentaire n'intervient si la pression artérielle continue à 

descendre de 60 à 40 mm Hg. Le taux de thromboxane B2 (métabolite stable du 
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thromboxane A2, puissant vasoconstricteur) n'est pas modifié durant l'hypotension. La 

production de prostacycline aurait donc un rôle à jouer dans le maintien du débit sanguin 

cérébral jusqu'à des valeurs proches de la limite basse d'autorégulation. 

• l'adénosine : une libération d'adénosine est observée suite à une hypotension et cette 

libération est proportionnelle à la sévérité de l'hypotension (Winn et coll., 1979). In vitro, 

l'adénosine induit une dilatation d'anneaux d'artères cérébrales de chat (Wahl, 1985) et 

d'Homme (Hardebo et Edvindsson, 1979). In vivo, l'administration d'adénosine entraîne une 

augmentation du DSC (Tagashira et coll., 1977). L'effet relaxant de l'adénosine est attribué 

à un blocage de l'entrée de calcium dans la cellule musculaire lisse (Berne, 1980). L'effet 

dilatateur de l'adénosine couplé avec l'augmentation de sa concentration avec la diminution 

de pression artérielle laisse envisager un rôle possible dans l'autorégulation, mais celui-ci 

n'est pas encore clairement établi . 

• la mélatonine : c'est une hormone synthétisée par la glande pinéale (voir paragraphe 2). Elle 

constricte les larges artères cérébrales (Geary et coll., 1997) et diminue le DSC des rats 

jeunes (Capsoni et coll., 1996). Une constriction des artères et artérioles cérébrales suite à 

une administration de mélatonine pourrait se traduire par une augmentation de la réserve de 

vasodilatation (pourcentage maximal de vasodilatation des artères et artérioles cérébrales 

lors d'une diminution de la pression artérielle systémique) et donc par une modification de 

l'autorégulation du DSC. Le rôle exact de la mélatonine sur l'autorégulation du DSC reste 

cependant à définir. 



32 

1.3. Autorégulation du DSC et vieillissement 

1.3.1. Variation des capacités d'autorégulation avec l'âge 

Une diminution des capacités d'autorégulation du DSC face à une chute de pression 

artérielle est observé avec l'âge et ce aussi bien chez le rat (Lartaud et coll., 1993) que chez 

l'Homme (Wollner et coll., 1979), c'est à dire que la limite basse de l'autorégulation du débit 

sanguin cérébral est déplacée vers des valeurs supérieures de pression artérielles moyennes. 

Cela pourrait s'expliquer par une réduction des capacités de dilatation des artères et artérioles 

cérébrales au cours du vieillissement. 

En effet, il a été montré que les capacités de dilatation des artères et artérioles cérébrales 

diminuaient au cours du vieillissement (Hadju et coll., 1990, Toyoda et coll., 1996). Cette 

diminution de la capacité de dilatation des artères et artérioles cérébrales avec l'âge peut 

s'expliquer par des altérations soit fonctionnelles soit morphologiques des artérioles cérébrales. 

• altérations fonctionnelles : l'âge ne diminue pas la réponse des artérioles cérébrales à la 

nitroglycérine (Mayhan et coll., 1990) ni au nitroprussiate de sodium (Toyoda et coll., 

1996). Cependant, l'âge atténue certaines réponses endothélium-dépendantes telles que 

celles à l'acétylcholine (Hongo et coll., 1988) et à la bradykinine (Mayhan et coll., 1990), 

ainsi que des réponses endothélium-indépendantes telles que celles aux agonistes (voir 

paragraphe 1.2.5.2.) des canaux potassiques ATP-dépendant (KA1P) (Toyoda et coll., 

1997b). Or les canaux KA1P sont d'importants modulateurs de la vasodilatation des artérioles 

cérébrales au cours de l'autorégulation du DSC (Lee et coll., 1993). 
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• altérations morphologiques : la diminution de ces capacités de vasodilatation peut aussi 

s'expliquer par des altérations morphologiques de la paroi des artérioles. En effet, au cours 

du vieillissement, dans les artères, le ratio du collagène sur l'élastine augmente et la 

distensibilité diminue (Cox, 1977, Nagasawa et coll., 1979). En ce qui concerne les 

artérioles, au cours du vieillissement, elles subissent une atrophie de leur paroi, leur 

distensibilité diminue, et la proportion d'élastine dans la paroi diminue. Ainsi le diamètre 

maximum que peuvent atteindre les artérioles cérébrales quand le muscle lisse vasculaire est 

complètement relâché est significativement diminué au cours du vieillissement à cause de 

cette réduction de distensibilité (Hadju et coll., 1990). Ceci peut expliquer au moins 

partiellement la diminution de dilatation des artères et artérioles cérébrales au cours du 

vieillissement. 
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Figure 9 : Effet de l'âge sur l'autorégulation du DSC (Lartaud et coll., 1993). 
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1.3.2. Autorégulation et démences séniles d'origine vasculaire 

Comme nous venons de le voir (voir paragraphe l.3.1.), l'âge s'accompagne d'un 

déplacement de la limite basse d'autorégulation vers des valeurs de pression artérielles plus 

élevées. Ce déplacement de la limite basse de l'autorégulation du DSC en absence 

d'augmentation de la pression artérielle moyenne diminue la marge de sécurité. 

Dans le même temps, la labilité tensionnelle augmente (Zito et coll., 1991). L'association 

de ces deux phénomènes au cours du vieillissement aboutirait à une augmentation de la 

probabilité d'hypoperfusions cérébrales dues au simple dépassement de la limite basse 

d'autorégulation (Figure 10). Or chez l'homme âgé, la répétition d'événements d'hypoperfusion 

cérébrale, pourrait être à l'origine des démences séniles par infarctus multiples d'origine 

vasculaire (Shuaib, 1992, Skoog, 1997). 

De nombreux résultats expérimentaux confortent cette théorie : 

• Il a été montré que l'hypotension systémique associée à un DSC réduit pouvait aboutir à 

l'ischémie neuronale dans des parties vulnérables du cerveau (Adams et coll., 1966). 

• Il a également été montré que les sujets avec une hypotension orthostatique avaient une 

réduction du DSC de l'aire frontale durant un changement postural, témoignant d'une 

réduction de leur capacité d'autorégulation du DSC. Cette réduction de DSC due aux 

changements posturaux, est accentuée chez les gens atteints de démences (Passant et coll., 

1993) . 

.. De Jong et coll.(1999) ont montré que chez le rat, une hypoperfusion chronique par 

occlusion des artères carotides entraîne une diminution des capacités d'apprentissage et 

l'apparition d'anomalies vasculaires identiques à celle observée au cours du vieillissement. 
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1» La présence d'anomalies vasculaires (diminution de la densité vasculaire et atrophie 

vasculaire) dans certaines zone cérébrales est corrélée à la présence de lésions 

neuropathologiques dans ces mêmes zones (Buée, 1999). Or ces anomalies vasculaires 

peuvent être provoquée par des hypoxies chroniques (Cervos-Navarro et coll., 1987) ou des 

ischémies chroniques (De Jong et coll., 1999), elles mêmes pouvant être due à un 

dépassement de la limite basse d'autorégulation. 

• Bakker et coll. (1999) ont montré un lien entre la diminution de vasodilatation des artérioles 

cérébrales et les lésions de la substance blanche au cours du vieillissement. 

• Les patients atteint de leukoaraiose présentent une baisse plus importante de la pression 

artérielle moyenne durant la nuit et des fluctuations de la pression artérielle moyenne plus 

forte au cours de la journée. Ils ont ainsi une fréquence de crise hypotensive plus 

importante. Comme ils présentent également une diminution de leur capacité 

d'autorégulation du DSC, ils ont un risque hypoperfusion cérébrale important ce qui peut 

expliquer la diminution de DSC observé dans les zones touchées (Pantoni et Garcia, 1997). 

Tous ces résultats montrent l'existence d'un lien entre risques neurodégénératifs et 

problèmes vasculaires et en particulier l'autorégulation du DSC. Cependant, il est encore 

impossible de trancher entre cause et conséquence et vu l'impossibilité éthique d'expérimenter 

sur l'Homme et l'inexistence de modèle animaux appropriés, cette liaison entre la diminution 

des capacités d'autorégulation et les démences séniles d'origine vasculaire reste hypothétique. 

Il n'existe pour l'instant aucun traitement permettant de restaurer des capacités 

d'autorégulation du DSC normale chez un individu âgé. De nombreuses observations laissant 

supposer un lien possible entre le système mélatoninergique et l'autorégulation du débit sanguin 

cérébral, nous avons voulu vérifier si la mélatonine pouvait diminuer les rIsques 

d'hypoperfusion avec l'âge. 
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Figure 10 : Schéma de l'augmentation du risque d'hypoperfusion cérébrale avec l'âge (d'après 

Lartaud et coll., 1993). 
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2. La mélatonine 

La mélatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est la principale hormone sécrétée par la 

glande pinéale. Elle a été identifiée dès 1958 (Lerner et coll., 1958). Le rôle de la mélatonine, 

hormone sécrétée pendant la nuit chez tous les vertébrés, est de renseigner l'organisme sur 

l'alternance jour/nuit, pour mettre en phase celui-ci avec son environnement. La mélatonine 

constitue chez l'Homme un synchroniseur endogène capable de stabiliser les rythmes circadiens 

générée par le noyau suprachiasmatique (NSC) ou de les renforcer (Claustrat et coll., 1996). 

Le message hormonal qui s'ajuste sur la durée de la nuit, variant elle même au cours de l'année, 

permet également de synchroniser l'individu avec les saisons. Ainsi, chez les animaux à 

reproduction saisonnière, les modifications annuelles de la sécrétion de mélatonine vont 

favoriser l'accouplement et par conséquent la mise-bas à un moment privilégié. De façon 

générale, la mélatonine participe à la régulation des phénomènes rythmiques, journaliers ou 

annuels. 

2.1. Physiologie de la mélatonine 

2.1.1. La glande pinéale 

La glande pinéale ou épiphyse est une structure nerveuse qui est reliée au système visuel. 

Elle pèse environ 1 mg chez le rat et se situe à la surface du cerveau, entre les deux 

hémisphères cérébraux et le cervelet (Figure Il). Chez l'Homme, elle pèse 100 mg et se situe 

sur le toit du troisième ventricule. Il s'agit d'un organe richement vascularisé dont l'élément 

unitaire est le pinéalocyte, cellule parenchymateuse caractérisée par un énorme noyau, un 

volumineux nucléole et des granulations abondantes au voisinage des fibres sympathiques. 

L'irrigation de la glande se fait par des ramifications artériolairesprovenant des artères 
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choroïdiennes postérieures. La vascularisation de la glande pinéale des mammifères est 

caractéristique de celle d'un tissu doté d'une activité sécrétoire intense. Le débit sanguin 

épiphysaire du rat, calculé par gramme de tissu, est supérieur à celui de la plupart des glandes 

endocrines et équivaut à celui de la posthypophyse. La voie de connexion entre les yeux et la 

glande pinéale a été en grande partie établie. Elle inclut la liaison rétino-hypothalamique au 

noyau suprachiasmatique dont le rôle est fondamental dans la génération de certains rythmes 

circadiens. 

cortex 

1 glande pinéale 
cervelet 

Figure Il : Localisation de la glande pinéale du rat sur une coupe transversal de cerveau. 

2.1.2. Métabolisme 

La mélatonine est synthétisée dans la glande pinéale à partir d'un précurseur, le 

tryptophane, qui est transformé en 5-hydroxytryptophane par la tryptophane hydroxylase puis 

en 5-hydroxy-tryptamine ou sérotonine grâce à une décarboxylation. La voie de synthèse à 

partir de la sérotonine nécessite la présence de deux enzymes, la N-acétyltransférase (NAT) qui 
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est considérée comme l'enzyme-clef capable de contrôler la vitesse à laquelle la mélatonine est 

synthétisée, et l'hydroxyindole-O-méthyltransférase (IDOMT) (Figure 12). La mélatonine peut 

également être synthétisée de façon annexe (400 fois moins) par les cellules entérochromaffines 

de l'intestin (Martin et coll., 1998). 

La mélatonine est catabolisée surtout au niveau du foie mais également dans le cerveau 

(Figure 13). 

Dans le foie, la mélatonine est hydroxylée dans l'hépatocyte en 6-hydroxymélatonine 

dépourvue d'activité biologique par une 6-hydroxylase microsomale, puis conjuguée soit avec 

l'acide sulfurique (70-80 % du catabolisme total) soit avec l'acide glucuronique (5 % du 

catabolisme total). Il existe également des voies de désacétylation et de déméthylation au 

niveau hépatique. Après désacétylation, la mélatonine est transformé en 5-méthoxytryptamine, 

puis en acide 5-méthoxyindole acétique après oxydation. La mélatonine peut être déméthylée 

en N-acétylsérotonine qui peut se conjuguer avec l'acide glucuronique ou sulfurique dans le 

foie. 

Le catabolisme cérébral (15% du catabolisme total) se fait par oxydation. L'ouverture du 

noyau pyrrole de la mélatonine aboutit à la formation de N-actyl-5-méthoxykinurénamine en 

passant paF un intermédiaire N-formylé. 

L'élimination se fait pour 70 % dans les urines et 20 % dans les fèces en 24 heures. 

L'élimination urinaire est donc la voie principale, et les métabolites suivants de la mélatonine 

sont retrouvés dans les urines : la 6-hydroxymélatonine sous forme de sulfate (70-80 %) et de 

glucuronide (5 %) et les kynurénamines (15 %). D'autres formes d'élimination urinaires sont 

représentées par la mélatonine elle-même « 1 %) et l'acide 5-méthoxyindole acétique (0,5 %) 

(Figure 13). 
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Figure 12 : Synthèse de la mélatonine dans la glande pinéale. (NAT = N-acétyltransférase; 

HIOMT = hydroxyindole-O-méthyltransférase; SAM = S-adénosylméthionine; SAH = S-

adénosylhomocysteine) (d'après Fevre-Montagne, 1985). 
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Figure 13 : Schéma du catabolisme de la mélatonine dans le foie et le cerveau et les métabolites 

retrouvées dans les urines (d'après Touitou et coll., 1996). 

2.1.3. Le profil plasmatique de la concentration de mélatonine 

Il n'existe pas de stockage intra-épiphysaire de la mélatonine et le taux de renouvellement 

de cette substance est très rapide. Le profil plasmatique représente donc la sécrétion 

hormonale. Celle-ci se situe préférentiellement pendant la nuit chez les mammiféres, persistant 

pendant environ 10 heures; les taux maximum (100-300 pg/ml) (Lewy et coll., 1979) sont 

atteints vers 3 heures du matin alors que les taux diurnes sont très faibles (moins de 30 pg/ml) 

(Lewy et coll., I.?79). Ce rythme nycthéméral est le plus marqué qui existe pour une hormone, 

plus marqué même que le rythme du cortisol. 
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Le profil plasmatique vane selon la fréquence des prélèvements. Une fréquence 

maximum d'une heure est nécessaire pour évaluer fidèlement ce profil. Le profil plasmatique de 

la sécrétion de mélatonine présente une grande hétérogénéité d'un sujet à l'autre. Par contre 

chez un même sujet, le profil est très reproductible d'un jour à l'autre. Chez certains sujets, les 

épisodes de sécrétion peuvent être très discrets ou même exceptionnellement absents. De plus, 

il existe une variation de la sécrétion de la mélatonine avec l'âge, le rythme allant en 

s'amortissant progressivement avec une tendance à l'avance ou au retard de phase selon les 

auteurs (Sack et coll., 1986); ce rythme peut être totalement absent chez l'individu âgé 

(T ouitou et coll., 1981). 

2.1.4. Régulation de la sécrétion de mélatonine 

Comme la plupart des rythmes circadiens chez les mammifères, le rythme de la sécrétion 

de mélatonine est sous le contrôle d'une horloge interne situé dans les noyaux 

suprachiasmatiques (Klein et Moore, 1979) ( 

Figure 14). L'alternance jour/nuit constitue le synchroniseur majeur du système : en 

présence de lumière, l'influx nerveux véhiculé par la voie rétino-hypothalamique inhibe la 

synthèse de la N-acétyltransférase. Au contraire, l'inhibition est levée à l'approche de la nuit et 

la synthèse de mélatonine est stimulée par suite de l'augmentation de la synthèse de la N­

acétyltransférase, enzyme-clef qui catalyse l'avant-dernière étape de la biosynthèse de la 

mélatonine. 

Il existe une boucle de rétrocontrôle de la mélatonine sur le NSC, puisque des récepteurs 

à la mélatonine ont été mis en évidence au niveau des NSC et que l'activité électrique ou 

métabolique de ces noyaux est modifiée par la mélatonine (Shibata et coll., 1989a, McArthur et 

coll., 1990). 
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L'effet de la lumière sur la sécrétion de mélatonine est double, soit synchroniseur, soit 

inhibiteur selon l'heure d'administration de la plage lumineuse. TI a été montré que la sécrétion 

de mélatonine peut être inhibée chez l'Homme, pour peu que soit administré un éclairement 

suffisant pendant un temps prolongé (2500 lux entre 2 heures et 4 heures du matin) (Lewy et 

coll., 1980). L'effet inhibiteur obtenu sur le profil plasmatique est dose-dépendant. 

A côté de cet effet inhibiteur, la lumière naturelle ou artificielle exerce un effet 

synchroniseur sur la sécrétion de mélatonine : si des sujets sont éclairés avec 3000 lux entre 3 

heures et 9 heures du matin, une avance de phase est obtenue (Buresova et coll., 1991). A 

l'inverse, un retard de phase est observé après administration vespérale de la plage lumineuse. 

En l'absence totale de perception de la lurnière - chez les aveugles - le rythme de 

mélatonine peut évoluer vers le libre cours, sa période devenant légèrement supérieure à 24 

heures (environ 25 heures). La perception de la lumière permet donc de recaler le cycle 

mélatoninergique avec le cycle circadien. 
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Figure 14 : Impact de la mélatonine endogène ou exogène sur la régulation des rythmes 

nycthéméraux par le noyaux suprachiasmatique. (d'après Claustrat et coll., 1996). 

2.2. Pharmacologie de la mélatonine 

2.2.1. Pharmacocinétique 

Les profils plasmatiques de mélatonine suggèrent un taux de renouvellement de 

l'hormone très rapide. Ceci est confirmé après injection intraveineuse d'un bolus de 

mélatonine : les concentrations plasmatiques présentent une décroissance bi-exponentielle avec 

une phase de distribution de demi-vie très courte, d'environ 2 minutes, suivie d'une phase 

métabolique do~t la demi-vie est de 20 à 30 minutes (Mallo et coll., 1990). Le métabolite 

hépatique de la mélatonine - la 6-sulfatoxymélatonine- apparaît rapidement dans le plasma, 

conséquence d'un effet de premier passage important. 
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2.2.2. Phannacodynamie 

Par analogie, avec l'effet inhibiteur sur la fonction de reproduction observé chez certaines 

espèces animales photopériodiques (hamster), une modification par la mélatonine de la 

fonction gonadique ou des taux d'honnones sexuelles a été recherchée chez l'Homme. Ainsi 

l'administration de 250 mg de mélatonine pendant 1 mois abaisse le taux de l'honnone lutéale 

plasmatique. Ce résultat a reçu une tentative non aboutie à ce jour d'application avec la mise au 

point d'une pilule contraceptive associant une forte dose de mélatonine (300 mg) à un 

progestatif(Voordouwet coll., 1992). 

La mélatonine, composé lipophile, traverse la barrière hémato-encéphalique. De plus, à 

forte dose elle interagit avec la plupart des systèmes de neuromédiateurs, conduisant à des 

effets non spécifiques. On tente de l'utiliser en pathologie psychiatrique (dépression 

saisonnière) ou neurologique (maladie de Parkinson, épilepsie) depuis de nombreuses année 

(Anton-Tay, 1974). 

Des observations montrent qu'une diminution de l'amplitude des rythmes de la 

mélatonine avec des taux plasmatiques de mélatonine élevés est observée dans la dépression 

(Arendt, 1989). De plus, l'injection de mélatonine dans le noyau accumbens induit une 

hypomobilité, réversée par l'administration d'antidépresseur (Durlach-Misteli et Van Ree, 

1992). Ces résultats font penser que la mélatonine est un agent dépresseur. De plus la 

mélatonine pourrait être responsable des dépressions saisonnières dîtes lumino-dépendantes. 

En effet, en hiver la luminosité est minimale, et la concentration plasmatique de mélatonine est 

maximale. Ainsi pour traiter les dépressions saisonnières, une thérapie est d'inhiber la sécrétion 

de mélatonine en' 'administrant de la lumière aux patients (lumino-thérapie). Cette thérapie est 

utilisée essentiellement d~ les pays nordiques, où, du fait de la nuit polaire, la fréquence des 
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dépressions saisonnières lumino-dépendantes est beaucoup plus importante (Booker et 

Hellekson, 1992). 

Ses tentatives d'utilisation dans des pathologies neurologiques reposent essentiellement 

sur l'espoir placés dans ses propriétés antioxydantes (voir paragraphe 2.4.3.). 

A faible dose, la mélatonine est sédative, provoquant une augmentation de la sensation 

de fatigue, un allongement du temps de réaction lors des tests de performance et une 

diminution de la latence d'endormissement (Arendt et coll., 1984). A forte dose, les études ont 

montré un effet hypnotique ; les modifications de l'enregistrement du tracé du sommeil varient 

selon les doses ou les auteurs (Cramer et coll., 1974). Cependant, après plusieurs jours 

d'administration du traitement, l'architecture du sommeil présente des modifications 

(augmentation de la densité du sommeil paradoxal et du stade II) compatibles avec un effet 

médié par l'horloge circadienne (Dawson et Encel, 1993). 

La mélatonine modifie sa sécrétion endogène mais pas selon un phénomène classique de 

rétro contrôle négatif En effet, la phase du rythme endogène est modifiée différemment (avance 

ou retard de phase) selon l'heure d'administration du stimulus exogène. Ce phénomène a été 

décrit en suivant la modification du profil plasmatique de mélatonine enregistré suite à 

l'administration répétée de mélatonine (2 gélules de mélatonine dosées à 0,25 mg pendant 4 

jours) (Lewy et coll., 1992). Lorsque la mélatonine est administrée l'après-midi ou dans la 

soirée, une avance de phase est observée, alors qu'une administration matinale ou à midi induit 

un retard de phase. Le changement de signe du décalage se situe vers 15 heures, à l'opposé du 

pic nocturne de mélatonine. Cet effet de la mélatonine sur sa propre sécrétion va en sens 

inverse de celui observé avec la lumière (retard de phase si la lumière est donnée après 15H et 

avance de phase si elle est donnée avant 15H). 
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2.2.3. Mode d'action de la mélatonine au niveau de la cellule 

La mélatonine exerce certaines activités sans mettre en jeu une liaison préalable à un 

récepteur membranaire : elle présente des propriétés antioxydantes et constitue un "piégeur" 

des radicaux libres plus puissant que la vitamine E, antioxydant puissant (voir paragraphe 

2.4.3.) (Tan et coll., 1993). 

Des sites de fixation de la mélatonine ont été mis en évidence dans le cytoplasme de 

cenules d'ovaire, de testicule, de foie, d'utérus de différentes espèces animales (Cohen et coll., 

1978). De plus, in vitro, la mélatonine se fixe sur la calmoduline avec une haute affinité 

(Benitez-King et coll., 1993). 

Par ailleurs, le développement d'un ligand iodé (2-C25I]-iodomélatonine) a permis de 

montrer que la mélatonine possède des récepteurs membranaires. Ces récepteurs sont de trois 

types: MT!, MT2 et MT3 (classification, 1998). 

2.2.3.l. Le récepteurMT1 (Tableau 1) 

Ce récepteur était anciennement appelé Meha, MEL1A ou ML1A- Il fait partie de la famille 

des récepteurs à 7 domaines transmembranaires (Figure 15). Il présente une affinité élevée 

pour la mélatonine (pM). Les fonctions connues de ce récepteur sont la potentialisation des 

vasoconstrictions à la noradrénaline de l'artère caudale de rat (Krause et coll., 1995, Ting et 

coll., 1997), l'inhibition de la stimulation par la forskoline de l'adénylate cyclase dans la pars 

tuberalis de mouton (Morgan et coll., 1994), et l'inhibition du "firing" neuronal dans le noyaux 

suprachiasmatique de la souris (Liu et coll., 1997). Il n'existe pas d'agoniste ou d'antagoniste 

spécifique de ce récepteur. Il est cependant antagonisé par le luzindole avec un pA2 de 6,4-6,9 

(K.rause et coll., 1995). 
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Ce récepteur a été localisé au niveau du noyau suprachiasmatique, de la pars tuberalis, du 

noyau paraventriculaire, du cervelet, de l'hypothalamus, du rein, de l'épithélium intestinal, du 

cortex occipital, frontal, temporal, de l'hippocampe et du thalamus (Krause et Dubocovich, 

1991, Viswanathan et coll., 1993, Morgan et coll., 1994, Sugden et coll., 1998), ainsi que sur 

les artères du polygone de Willis, les artères cérébrales et l'artère caudale de rat (Viswanathan 

et coll., 1990, Capsoni et coll., 1994). 

Espace extracellulaire 

Membrane 

C-ter 

Espace intracellulaire 
L 

A A 

Figure 15 : Schéma du récepteur MT 1 de Xenopus laevis. (Dubocovich, 1995) 

2.2.3.2. Le récepteur MT2 (Tableau 1) 

Anciennement appelé Mehb, MEL lB ou MLlB, il fait également partie de la famille des 

récepteurs à 7 domaines transmembranaires, et présente 60 % d'homologie avec le récepteur 

MT1. fi présente.une affinité comparable à MT1 pour la mélatonine (pM). fi a été montré que 

ce récepteur inhibait le largage de dopamine par la rétine de lapin (Dubocovich, 1985, 1988, 

Krause et Dubocovich, 1990) et qu'il était impliqué dans le déplacement' de phase des rythmes 
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circadiens (Dubocovich et coll., 1998). Il n'existe pas non plus d'agoniste ou d'antagoniste 

spécifique de ce récepteur, il est également antagonisé par le luzindole (pA2 de 5,7 dans le 

cerveau (Dubocovich et coll., 1997». 

II a été localisé au niveau de la rétine, de l'hippocampe, et du cerveau (Dubocovich et 

coll., 1997). 

2.2.3.3. Le récepteur MT3 (Tableau 1) 

Le récepteur MT3, anciennement appelé ML2, n'a pas encore été cloné. Il a une affinité 

faible pour la mélatonine (nM) La prazosine est un antagoniste de ce récepteur (pA2 de 8.0) 

(Molinari et coll., 1996, Dubocovich et coll., 1997). Sa fonction n'est pas encore établie, mais 

il a été localisé dans le cerveau, le rein et les testicules (Duncan et coll., 1988, 1989, Molinari 

et coll., 1996). 



autres noms 

affinité pour la 
mélatonine 

agonistes 

antagonistes 

gènes 

localisations 

fonctions 

transduction 
intracellulaire 

Mehb, MELIB, MLIB 

pM 

iodomélatonine 

luzindole 

chromosome 4 q3 5.1 

NSC, pars tuberalis, noyau 
paraventriculaire, cervelet, 

hypothalamus, rein, épithélium 
intestinal, cortex occipital, frontal, et 

temporal, hippocampe, thalamus, 
artères du polygone de Willis, 
cérébrales, et caudale de rat 

constriction des artères du polygone 
de Willis, potentialisation des 

vasoconstrictions à la noradrénaline 
de l'artère caudale de rat, inhibition de 
la "décharge" neuronale dans le NSC 

inhibitions de l'AMPc 

Mehb, MELIB, MLIB 

pM 

2 iodomélatonine, S20098 

GR128107,luzindole 

chromosome Il q21-22 

rétine, l'hippocampe, cortex 

inhibe le largage de dopamine par la 
rétine de lapin, impliquée dans le 

déplacement de phase des rythmes 
circadiens 

inhibitions de l'AMPc 

ML2 

nM 

GR135531, N-acétylsérotonine, 2 
iodomélatonine 

prazosine 

cerveau, rein, testicules 

Tableau 1 : Les récepteurs à la mélatonine et leurs principales caractéristiques (d'après IUPHAR commitee 1998) . 

50 



51 

2.2.3.4. Signalisation intracellulaire 

-Couplage des récepteurs à l'adénylate cyclase par les protéines G/Go 

Dès l'identification de récepteurs spécifiques de la mélatonine des études sur la 

transduction du signal ont montré que la mélatonine inhibait l'adénylate cyclase diminuant ainsi 

la concentration intracellulaire d'AMPc (Godson et Reppert, 1997, Roth et coll., 1997, 

Vanecek, 1998, Witt-Enderby et coll., 1998). Cette inhibition de l'adénylate cyclase par la 

mélatonine est sensible à la toxine pertussique et implique donc une protéine de la famille G/Go 

(Morgan et coll., 1989). Cet effet s'est révélé commun aux récepteurs MT} et MT2. 

-Modulation du niveau de GMPc 

La modulation par la mélatonine de la concentration intracellulaire de GMPc (guano sine 

3',5' monophosphate cyclique) a été observée dans plusieurs systèmes cellulaires (Morgan et 

coll., 1994). Lorsque qu'on stimule directement et spécifiquement les guanylates cyclases 

solubles par un donneur de NO, le nitroprussiate de sodium (SNP), l'effet inhibiteur de la 

mélatonine ne peut être reproduit (Jockers et coll., 1997). Ceci suggère que la mélatonine 

interfère en amont des guanylate-cyclases et pourrait agir sur diverses cibles comme la NO 

synthase qui produit le NO, un activateur direct des guanylates cyclases, ou sur des partenaires 

interagissant avec la NO synthase comme le calcium ou la calmoduline. D'autre part il a été 

montré que cette inhibition est sensible à la toxine pertussique. Les cibles potentielles du 

GMPc sont les canaux dont l'ouverture est contrôlée par le GMPc, les protéines kinases 

dépendantes du GMPc (pKG) et des phosphodiestérases dont le rétrocontrôle négatif est 

assuré par phosphorylation par une PKG. 
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• Autres voies de signalisation 

Diverses voies de signalisation ont été décrites par différentes équipes. La stimulation du 

récepteur MT I exprimé dans les cellules NUI 3T3 permet de potentialiser l'effet du récepteur 

PGF la stimulé par son ligand (prostaglandine) qui est couplé à une protéine Gq et qui a pour 

effet d'activer la phospholipase C (PLC) (Godson et Reppert, 1997). Cette enzyme produit, par 

hydrolyse de phosphoinositides deux seconds messagers l'inositol 1,4,5 trisphosphate (IP3) qui 

libère le calcium des stocks intracellulaires et le diacylglycérol (DAG) qui active les protéines 

kinases C (PKC). La mélatonine induit une potentialisation de la synthèse d'IP3 et également 

celle d'acide arachidonique par la phospholipase A2. La sous-unité ~y de la protéine Gj couplée 

au récepteur MT l serait responsable de l'activation de ces différents effecteurs. 

Au niveau électrophysiologique, la mélatonine est capable d'inhiber le déclenchement du 

potentiel d'action dans les neurones du noyaux suprachiasmatique par l'intermédiaire de la 

sous-unité ~y de la protéine Gj (phénomène pertussis-toxine-sensible) (Liu et coll., 1997). De 

plus il a été montré que la mélatonine augmente la conductance au potassium dans les neurones 

des noyaux suprachiasmatiques de rat (Jiang et coll., 1995). Les récepteurs humain MT I 

exprimés dans des oocytes de xénope peuvent activer des canaux potassiques de la famille Kir3 

par l'intermédiaire des sous-unités ~y des protéines Gj (Nelson et coll., 1996). 
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2.3. Mélatonine et système cardiovasculaire 

La mélatorune a peu d'effet sur les paramètres hémodynamiques globaux (Bosman et 

coll., 1991). Cependant, elle joue un rôle dans les rythmes circadiens de pression artérielle et 

de fréquence cardiaque. En effet, dans des conditions de lumière continue, le cycle circadien de 

pression artérielle disparaît chez le rat (Witte et Lemmer, 1995). Ces effets passent par le 

couple NSC-mélatonine. 

La mélatorune possède cependant des effets locaux propres sur des régions spécifiques 

du système cardiovasculaire, tel que la circulation cérébrale (artères du polygone de Willis) ou 

bien les artères impliquées dans la thermorégulation (artère caudale) (Viswanathan et coll., 

1990, Capsoni et coll., 1996). 

2.3.1. Effets directs 

Il a été démontré que la mélatonine possède une activité directe sur le réseau vasculaire 

cérébral. En effet, chez le rat, la mélatonine constricte de façon dose-dépendante les artères 

cérébrales antérieures (Mahle et coll., 1995) et moyennes (Geary et coll., 1997). D'après ces 

auteurs, cet effet serait du à la fixation de la mélatonine sur les récepteurs MT l et/ou MT 2 qui 

fermeraient, par l'intermédiaire d'une protéine G, les canaux potassique calcium-dépendant de 

large conductance (BKca2+). Cette fermeture entraînerait une dépolarisation des cellules 

musculaires lisses, aboutissant ainsi à une vasoconstriction. 

La mélatorune constricte également l'artère caudale de rat jeune (Evans et coll., 1992). 

2.3.2. Effets indirects 

Chez le rat adulte, la mélatonine ne présente pas d'effet direct sur les vasoconstrictions 

de l'artère caudale (Evans et coll., 1992, Vandeputte et coll., 1997). Par contre la mélatonine, 
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potentialise les vasoconstrictions induites par des stimulations électriques (Krause et coll., 

1995) ou par un agoniste des récepteurs al-adrénergiques tel que la noradrénaline 

(Viswanathan et coll., 1990, Vandeputte et coll., 1997). 

La mélatonine potentialise également la réponse vasoconstrictrice des artères 

coronaires de porc induite par une solution hyperpotassique (Weekley, 1993). Un traitement 

par un antagoniste des récepteurs a J-adrénergiques abolit cet effet. Donc soit la mélatonine 

augmente la quantité de noradrénaline disponible (augmentation de la libération à partir des 

terminaisons nerveuses ou diminution du recaptage) soit la mélatonine amplifie la signalisation 

intracellulaire du message noradrénergique. 

La mélatorlÎne est également capable de dirr.inuer l'amplitude des cûnstrictiûns induites 

par le KCI ou la sérotonine dans J'artère basilaire (Shibata et coll., 1989b, Satake et coll., 

1991a, 1991b) et l'artère pulmonaire (Weekley, 1993). Ces résultats, in vitro, suggèrent une 

action vasodilatatrice de la mélatonine. Cependant, cet effet n'apparaJ.t que pour des 

concentrations de mélatonine beaucoup plus élevées (mM ou /lM) que son affinité pour ses 

récepteurs (pM ou nM) et ne semble donc pas être physiologique (Viswanathan et coll., 1990, 

Capsoni et coll., 1994). 
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2.4. Mélatonine et vieillissement 

Les interrogations sur les liens unissant mélatonine et vieillissement reposent 

essentiellement sur 2 observations : 

l.La production de mélatonine diminue avec l'âge et le rythme circadien de sa sécrétion 

est même complètement perdu chez les sujets très âgés de nombreuses espèces 

(Touitou et coll., 1981, Reiter, 1994) 

2.La restriction alimentaire, qui augmente la durée de vie, augmente la concentration 

plasmatique de mélatonine (Masoro, 1988) 

Ces différentes observations ont fait penser que la mélatonine pouvait être une molécule 

"anti-vieillissement" . 

2.4.l. Taux circulant de mélatonine et âge 

De nombreux auteurs ont rapporté une diminution des taux circulants de mélatonine avec 

l'âge (Touitou et coll., 1981, Sack et coll., 1986, Pang et coll., 1990, Reiter, 1994, Zhang et 

coll., 1997). Comme le montre la Figure 16, les concentrations plasmatiques de mélatonine 

sont élevées pendant l'enfance, puis diminuent avec l'âge. 

Certain auteurs montrent même une disparition des cycles mélatoninergiques avec l'âge 

(Touitou et coll., 1981, Reiter, 1994). La diminution de sécrétion de mélatonine avec l'âge 

serait due à une diminution de sa sécrétion par la glande pinéale, elle même due à une 

diminution de la masse de la glande pinéale , à sa calcification, à une diminution du nombre de 

pinéalocytes (Humbert et Pévet, 1991, 1995), mais également à une augmentation de la 

dilution de la méÏatonine due à l'accroissement de la masse corporelle des animaux (Skene et 

coll., 1990, Zhang et coll., 1997). Le vieillissement pourrait s'accompagner d'un ou plusieurs 

des facteurs suivants : diminution de la libération de la mélatonine par la glande pinéale, 
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augmentation de son métabolisme ou de son excrétion, augmentation de la sensibilité à la 

lumière de l'axe rétine-NCS-pinéale chez le sujet âgé. Par ailleurs il a été décrit chez les 

rongeurs une diminution avec l'âge du nombre des récepteurs noradrénergiques dans la 

membrane du pinéalocyte ou de leur sensibilité à la noradrénaline (Greenberg et coll., 1978) 

qui pourrait dans une certaine mesure participer à la diminution des taux circulants de 

mélatonine avec l'âge puisque l'activation des récepteurs noradrénergique est nécessaire à la 

synthèse de mélatonine. 

En plus de cette diminution de sécrétion de la mélatonine avec l'âge, il y a une diminution 

avec l'âge du nombre de récepteurs à la mélatorune dans l'artère caudale de rat (Viswanathan et 

coll., 1993). Cette diminution âge-dépendante du nombres de récepteUïs à la mélatonine a 

aussi été démontrée dans les artères cérébrales antérieures de rat (Laitinen et coll., 1992). Les 

mécanismes de cette diminution ne sont pas encore élucidés. 

puberté age 80 ans 

Figure 16 : Schéma des variations de la concentration plasmatique de la mélatonine en fonction 

de l'âge (d'après Reiter, 1994). 
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2.4.2. Système immunitaire 

De nombreuses expériences ont montré l'existence d'un lien entre la mélatonine et le 

système immunitaire. Il a été montré par exemple qu'une suppression fonctionnelle ou 

pharmacologique de la mélatonine nocturne entraîne une dépression des lymphocytes-Tet de la 

réponse immunitaire, phénomène qui est reversé par une injection de mélatonine (Maestroni et 

coll., 1988). De plus un traitement à la mélatonine augmente la production d'interleukine 2, le 

ratio liT -helper/T -suppresseur" ou bien encore la sécrétion de lymphokines (Lissoni et coll., 

1988, Del Gobbo et coll., 1989). Les mécanismes par lesquelles la mélatonine module la 

fonction immunitaire sont inconnus. Les peptides opioides et les lymphokines ont été suggérés 

comme de possible médiateurs (Maestroni, 1993). 

La mélatonine stimule donc le système immunitaire. Dans le contexte du vieillissement, 

l'allégement de la stimulation de la mélatonine sur le système immunitaire pourrait être un des 

mécanismes expliquant l'immuno-dépression âge dépendante. Ainsi, on peut supposer qu'un 

traitement à la mélatonine en évitant cette immuno-dépression, pourrait éviter l'augmentation 

avec l'âge de nombreuses maladies. 

2.4.3. Radicaux libres 

L'oxygène représente environ 21 % de l'atmosphère terrestre et est essentiel pour la vie 

aérobie. Cependant, l'oxygène peut être létal pour les organismes qui dépendent d'elle pour 

surVIvre. 

La majorité de l'oxygène inspiré est utilisé pour générer de l'énergie sous la forme d'ATP 

(Reiter, 1995). Il existe cependant une partie de l'oxygène, environ 5%, qui est transformée en 

radicaux libres, dont la plus grande part sont très toxiques (Reiter, 1995). La formation de 

radicaux libres est une des causes de destruction du tissu neuronal avec l'âge. Chez l'Homme, 
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les radicaux libres interagissent avec les protéines, les phospholipides, et les acides nucléiques 

et produisent des dégâts irréversibles (Reiter et coll., 1996, Suzuki et coll., 1997). Les radicaux 

libres sont supposés être responsables des dommages tissulaires dans de nombreux désordres 

pathophysiologiques tel que l'hypoxie, l'inflammation, ou encore l'ischémie (Coyle et 

Puttfarcken, 1993). Ils pourraient aussi être responsables des dysfonctions neurologiques 

associées à certaines maladies neurodégénératives tel que la maladie de Parkinson, d'Alzheimer 

et d'autre (Coyle et Puttfarcken, 1993). Ils semblent être impliqués dans le processus normal de 

vieillissement (Reiter et coll., 1996). 

L'organisme a développé des systèmes de défense contre ces radicaux libres avec des 

enzymes tel que la carnityl acétyl transférase et la gluthation peroxydase et des molécules 

antioxydantes tel que les vitamines C et E et le j3-carotène (Reiter et coll., 1996). De nombreux 

auteurs ont montré que la mélatonine est une molécule antioxydante très puissante, 5 fois plus 

que la gluthation peroxydase, 15 fois plus que le mannitol, et 2 fois plus que la vitamine E qui 

est la molécule de référence des antioxydants (Pieri et coll., 1996). Cependant, ces 

observations sont à moduler car les effets antioxydants de la mélatonine sont observés in vitro 

pour des doses supraphysiologiques (entre !lM et mM) (Scwerynek et coll., 1995, Duell et 

coll., 1998). En revanche, În vivo, des doses physiologiques de mélatonine protègent les 

cellules hépatiques contre les dégâts dus aux radicaux libres produit par une injection de safrole 

(Tan et coll., 1994). De plus, une pinéalectomie qui permet de diminuer très fortement les taux 

plasmatiques de mélatonine par ablation de la source principale de synthèse de cette hormone, 

augmente les altérations au niveau de l'ADN induit par le safrole, produit carcinogène (Tan et 

coll., 1994). 

Ces résultats permettent de penser que la mélatonine est une molécule endogène qui fait 

partie du système antioxydant naturel. Etant donné que la production de mélatonine diminue 
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avec l'âge, on peut penser que la mélatomne joue un rôle physiologique dans l'augmentation 

avec l'âge des dommages dans l'ADN, la mort cellulaire et la neurodégénération (Beyer et coll., 

1998). 

2.4.4. Autres effets 

La diminution progressive de la concentration plasmatique mélatoninergique avec l'âge 

entraîne une perturbation de nombreuses fonctions physiologiques. Des processus 

physiologiques tels que la sexualité, le rythme veille-sommeil, ou encore la diminution de la 

température corporelle préalable à l'endormissement sont perturbés au cours du vieillissement 

et améliorés par un traitement à la mélatomne (Young, 1996). 

De plus un traitement à la mélatomne permet de resynchromser les cycles hormonaux tel 

que celui du cortisol qui est désynchronisé au cours du vieillissement (Ferrari et coll., 1995). 
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3. Objectifs 

Plusieurs observations nous ont donc poussé à étudier les liens possibles entre le système 

mélatoninergique et l'autorégulation du débit sanguin cérébral. 

Premièrement, le facteur de risque le plus important des A VC est l'âge, le risque 

doublant avec chaque décade après 50 ans (Zuber et Mas, 1993). Dans le même temps la 

concentration plasmatique en mélatonine diminue (Touitou et coll., 1981). 

Deuxièmement, la fréquence des accidents ischémiques transitoires présente des 

variations circadiennes et saisonnières qui peuvent se rapprocher du cycle circadien et 

saisonnier de la mélatûnine (Zuber et Mas, 1993). 

Troisièmement, les patients souffrant de migraine présentent un taux de mélatonine plus 

faible que la moyenne (Brun et coll., 1995) et un plus grand risque de faire des AVC 

(Tatemachi et Mohr, 1992). 

Finalement, la mélatonine constricte les artères du polygone de WilIis (Mahle et coll., 

1995, Geary et coll., 1997) et diminue le DSC de jeunes rats (Capsoni et coll., 1996). 

Tous ces éléments laissent envisager l'existence d'un lien entre le système 

mélatoninergique et le système cérébro-vasculaire mais ne le démontrent pas. Ainsi, l'objectif 

de ce travail sera de démontrer l'existence d'un lien entre ces deux systèmes. Pour cela nous 

avons cherché au cours des cinq études qui suivent à répondre à plusieurs questions: 
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1. La mélatonine peut-elle modifier l'autorégulation du débit sanguin cérébral? (Chapitre II-l) 

2. Est ce que la modification des capacités d'autorégulation du DSC que nous avons 

précédemment observé est due à une constriction du système cérébro-vasculaire? (Chapitre 

II-2) 

3. Comment la mélatonine constricte t'elle les artérioles cérébrales? (Chapitre II-3) 

4. Quel effet a la suppression de la mélatonine endogène sur le système cérébro-vasculaire des 

animaux jeunes? (Chapitre U-4) 

5. Est ce qu'un traitement chronique à la mélatonine peut améliorer les capacités 

d'autorégulation du DSC d'animaux âgés? (Chapitre II-5) 
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Chapitre II : 

Travaux personnels 
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l.La mélatonine augmente la marge de sécurité de la circulation 

cérébrale chez le rat 

Melatonin improves cerebral circulation security margin in rats 

Am. J. Physiol. 275, 1 : H139-H144. 

Olivier Régrigny, Philippe Delagrange l , Elizabeth Scalbert l , Jeffrey Atkinson & Isabelle 

Lartaud-Idjouadiene. 

Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire (BA 3116), Faculté de Pharmacie de 

l'Université Henri Poincaré-Nancy l, 5 rue Albert Lebrun, 54000 Nancy and 1 IRIS, 6 place 

des Pléiades, 92415 Courbevoie Cedex, France 
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RESUME 

Nous avons vu dans l'introduction que la mélatonine est un vasoconstricteur direct des 

grosses artères cérébrales d'influx in vitro (Geary et coll., 1997) et diminue le DSC (Capsoni et 

coll., 1996), Nous avons alors émis l'hypothèse que la mélatonine, en administration aiguë, 

pourrait augmenter la réserve vasodilatatrice du système vasculaire cérébral face à une chute 

de pression améliorant ainsi les mécanismes d'autorégulation du DSC mis en jeu lors d'une 

chute de pression artérielle moyenne. 

Cette étude a pour but de démontrer que la mélatonine peut augmenter la marge de 

sécurité du DSC en augmentant la réserve vasodilatatrice du système vasculaire cérébral in 

vivo. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons mesuré l'effet d'une perfusion de mélatonine 

à différentes doses chez le rat adulte éveillé sur le DSC de base, les résistances cérébro­

vasculaires de base, la réactivité au CO2 (test de vasodilatation cérébro-vasculaire) et la limite 

basse d'autorégulation suite à une hypotension hémorragique. 

Cette étude montre que la mélatonine induit un déplacement dose-dépendant de la limite 

basse d'autorégulation vers des valeurs de pression artérielle moyenne moins élevées. Comme 

la mélatonine n'a pas d'effet sur la pression artérielle moyenne de base, une telle diminution de 

la limite basse d'autorégulation entraîne une augmentation de la marge de sécurité cérébro­

vasculaire. Ce déplacement de la limite basse d'autorégulation peut être relié à une 

augmentation de la capacité de dilatation cérébro-vasculaire face à une chute de pression 

artérielle moyenne. Cette meilleure réserve vasodilatatrice est d'ailleurs retrouvée lors du test 

au CO2 et est corrélée à l'augmentation des résistances cérébro-vasculaires de base. 

Ces résultats nous ont permis de conclure que la mélatonine augmente la réserve 

vasodilatatrice du système vasculaire, et ce, sans effet sur la pression artérielle moyenne. Cette 
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augmentation de la réserve vasodilatatrice du système vasculaire aboutit à une augmentation de 

la marge de sécurité de l'autorégulation du débit sanguin cérébral. 

Nous pouvons émettre l'hypothèse que cette augmentation de la réserve vasodilatatrice 

du système cérébro-vasculaire est due à la constriction aussi bien des grosses artères d'influx 

que des petites artères intra-cérébrales par la mélatonine. 
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ABSTRACT 

As melatonin is a cerebral vasoconstrictor agent, we tested whether it could shift the lower 

limit of cerebral blood flow autoregulation to a lower pressure level, by improving the 

cerebrovascular dilatory reserve, and thus widen the security margin. Cerebral blood flow and 

cerebrovascular resistance were measured by hydrogen clearance in the frontal cortex of adult 

male Wistar rats. The cerebrovasodilatory reserve was evaluated from the increase in the 

cerebral blood flow under hypercapnia. The lower limit of cerebral blood flow autoregulation 

was evaluated from the faH in cerebral blood flow following hypotensive hemorrhage. Rats 

received melatonin infusions of 60, 600, or 60000 ng.kg-1.h-1, a vehicle infusion, or no infusion 

(n = 9 per group). Melatonin induced concentration-dependent cerebral vasoconstriction (up to 

25% of the value for cerebrovascular resistance of the vehicle group). The increase in 

vasoconstrictor tone was accompanied by an improvement in the vasodilatory response to 

hypercapnia ( + 50 to + 100% versus vehicle) and by a shift in the lower limit of cerebral blood 

flow autoregulation to a lower mean arterial blood pressure level (from 90 to 50 mmHg). As 

melatonin had no effect on baseline mean arterial blood pressure, the decrease in the lower 

limit of cerebral blood flow autoregulation led to an improvement of the cerebrovascular 

security margin (from 17% in vehicle to 30%,55% and 55% in the low, medium and high dose 

melatonin groups, respectively). This improvement in the security margin suggests that 

melatonin could play an important roIe in the regulation of cerebral blood flow and may 

diminish the risk of hypoperfusion-induced cerebral ischemia. 
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INTRODUCTION 

Melatonin influences many physiological responses (Goldman, 1983). Furthermore, 

melatonin has been shown to constrict large diameter cerebral arteries in vitro (Geary et al., 

1997). We investigated, therefore, the impact of melatonin on cerebrovascular resistance 

(CYR) reserve in vivo. We postulated that an increase in cerebral vasoconstrictor tone would 

improve the cerebral vasodilatory capacity. The cerebrovascular dilatory reserve was 

investigated by measuring the effect ofmelatonin on the increase in cerebral blood flow (CBF) 

produced by hypercapnia, a challenge which is frequently used to test the cerebrovascular 

dilatory reserve (Heistad et al., 1980, Wei et al., 1980, Jones et al., 1989). Finally, as the 

autoregulatory capacity of CBF is related to the cerebrovascular dilatory reserve (paulson and 

Waldemar, 1990), we investigated whether melatonin modifies the lower limit of CBF 

autoregulation. Experiments were performed in chronically instrumented, non-anesthetized, 

unrestrained rats which received an i. v. infusion of melatonin. 

METHODS 

AnimaIs. 

Adult, male Wistar rats (Ico : WI, IOPS AFlHan; Iffa-Credo, 69210 l'Arbresle, France, 

n = 45, weight = 516 ± 16g) were randomized into control (no infusion), vehicle (infusion of 

solvent : NaCI 9%0 plus 1% of absolute ethanol), or treated groups (melatonin 60, 600, or 

60000 ng.kg-1.h-1) (n = 9 per group). The illumination schedule was lights on at 6 am and off at 

6 pm. 



68 

Baseline CBp, cerebrovascular resistance, blood gases, blood pH, arterial blood pressure 

and heart rate. 

The methods used have been described in full elsewhere (Haining et al., 1968, Lartaud et 

al., 1993). A brief summary will be given here. 

Following implantation of cortical electrodes (a platinum anode: diameter = 150 ~m at 

coordinates A = + 2 mm, L = + 2 mm from the bregma, and a silver cathode : diameter = 200 

~m at coordinates A = + 2 mm, L = - 2 mm from the bregma) under sodium pentobarbital 

anesthesia (60 mg.ki l , i.p.) on day 0, animaIs were aHowed 12 days to recover. A 

polyethylene cannula (0.96/0.58 mm o.d.li.d.; Merck Biotrol, 95380 Chennevieres, France) 

was placed via the femûral artery in the dûrsal aûrta, and a silicone catheter (1.94/0.64 illilî 

o.d.li.d, Sigma Medical, 92008 Nanterre, France) in the femoral vein under halothane (2%)-02 

anesthesia. AnimaIs were allowed 2 days to recover. 

On the 14th. day following implantation of the electrodes, and 3h after the lights came 

on, awake rats were placed in an air-tight cage (255 x 215 x 175 mm) through which air was 

passed at a flow rate of 10 Lmin- l . The electrodes were connected to an amperometric circuit 

which applied +200 m V to the platinum, cortical anode. 

The femoral artery cannula was flushed, and connected to a low volume, strain-gauge 

transducer (Baxter, Bentley Laboratories, Europe). The femoral vein cannula was connected to 

an infusion pump (Bioblock Scientific, 75000 Paris, France) via a silicone tube and a plastic 

syringe (to avoid melatonin adsorption). Infusion of melatonin or vehicle at a rate of 0.254 

mLh-1 was begun and continued throughout the experiment, i.e. 5 hours. 

A 60 minutes' equilibration period allowed the plasma concentration of melatonin to 

equilibrate (results not shown). A mixture of air plus hydrogen (5 %) was passed through the 
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cage. The potential gradient between the two cortical electrodes produced a hydrogen 

oxidation CUITent : 

Rats inhaled hydrogen until the oxidation CUITent reached a stable level, showing that the 

cerebral cortex was saturated with hydrogen (5 minutes). At saturation, a blood sample (50 JlI) 

was taken via the femoral artery cannula for the determination of pH, Pa02 (mmHg) and 

PaC02 (mmHg ; 170 pHIBlood Gas Analyzer, Corning Medical, Medtield, USA). Arterial 

blood pressure (mmHg) was recorded and heart rate (bpm) was determined from a high chart 

speed recording of the pulse pressure signal. 

The gas mixture was changed from air plus hydrogen to air alone. The cortical 

elimination of hydrogen (hydrogen clearance curve) was an exponential function, the rate of 

which (logarithmic function) was directly proportional to cortical blood flow. Hydrogen 

clearance data were treated according to the initial slope technique (Auk:land et al., 1964), 

CBF being calculated from the tirst order rate equation : 

CBF (ml.min- l .l OOg-1 brain) = [(0.693/to.s) x À] x 100 

where : tO•5 = the half-time of hydrogen clearance, and À = the partition coefficient for 

hydrogen between blood and tissue (= 1). Cerebrovascular resistance (mmHg.ml-1.min.l00g) 

was calculated as : mean arterial blood pressure / CBF. Two further measurements of baseline 

blood pH, Pa02 and PaC02, arterial pressure, heart rate and CBF were carried out at 15 min 

intervals. In none of the groups was there any signiticant difference (one-way analysis of 

variance, ANOVA) between any of the three basetine measurements. 
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Cerebrovascular reactivity to hypercapnia. 

Cerebrovascular reactivity to CO2 was detennined 15 minutes following the third and 

final measurement of baseline CBF, by switcrung the gas mixture from air to air plus CO2 

(10%). After 5 min exposure to CO2, hydrogen was added for a further 5 min. Blood pH, Pa02 

and paC02, arterial pressure, heart rate and CBF were then determined. Cerebrovascular 

reactivity to hypercapnia is given as : increase in CBF / increase in PaC02 (mLmin- l . 

-1 -1 
100g .mmHg ). Rats next breathed air for 20 min in order to allow for blood pH, Pa02 

PaC02, arterial pressure, heart rate, and CBF to return to baseline (data not shown). 

Lowa limit of CBF autoregulation. 

After a further 20 min recovery period, i.e. 2.5 hours after the beginning of infusion, 

hemorrhage (20.8 ± 0.3 mI.kg- l in 10 ± 2 min ; in none of the groups was there any significant 

difference (two-way ANOVA) between volume and time of hemorrhage) was performed by 

disconnecting the femoral artery cannula from the pressure transducer. Arterial pressure fell 

rapidly, then recovered witrun the next 2.5 hours. The rise in blood pressure was similar in aIl 

groups (data not shown), suggesting that the neurohormonal compensatory reflexes of the 

extracranial circulation reacted to hypotensive hemorrhage in a similar fashion in all groups. 

One mI of the blood removed during hypotensive hemorrhage was used to measure the 

plasma concentration of melatonin by radio-immunoassay, using 2-[125I]iodomelatonin (IM 

215, Amersham, UK) and a melatonin anti-body (19540/16876, Guilford, UK). 

During the 2.5 hours' period during blood pressure rose, 10 measurements ofblood pH, 

Pa02 and PaC02, arterial pressure, heart rate, and CBF were performed. For each treatment 

group (control, vehic1e or melatonin) CBF (absolute values and % baseline), arterial pressure, 

heart rate, and blood gases values were presented in the form used by Barry et al. (1982). 
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Baseline values as well as values measured during the rise in blood pressure were pooled and 

grouped by categories over mean arterial blood pressure ranges of 20 mmHg. One-way 

ANOVA within these different mean arterial blood pressure ranges was performed for each 

treatment group. The lower limit of CBF autoregulation (mmHg) was defined as the lower 

Iimit of the lowest mean arterial blood pressure range in which CBF was not significantly less 

than baseline CBF. The security margin (%) was defined as : 

«baseline mean arterial blood pressure - lower limit of CBF autoregulation) x 100) / 

baseline mean arterial blood pressure (Lartaud et al., 1993). 

Substances used 

Melatonin was purchased from Sigma Chemical Company (St Louis, MO, USA) and was 

dissolved in saline plus absolute ethanol (1%). Doses are expressed in terms ofbase. Halothane 

(HaIothane Trofield®) was purchased from Bélamont (75000 Paris, France). Oxygen, 

hydrogen and carbon dioxide were purchased from Air Liquide (54000 Nancy, France). 

Sodium pentobarbital was purchased from Sanofi Santé Animale (33501 Libourne, France). AlI 

solutions were protected from light to prevent the photodecomposition of melatonin. 

Statistical analysis. 

Results are expressed as means ± SEM. The experimental proto col was designed to use a 

one-way analysis of variance (ANOVA), with the variable "treatment" (control, vehicle, 

melatonin at 60, 600 or 60000 ng.kg-1.h-1). Significant differences between means were 

determined using the Bonferonni test. One-way ANOV A using the variable "mean arterial 

blood pressure range" was performed for each treatment group separately for the analysis of 

values obtained following hypotensive hemorrhage. The probability level chosen was P < 0.05 

(NS = not significant). 
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RESULTS 

Body weight decreased slightly (7 ± 2%) from day 0 to day 14 (516 ± 16 versus 478 ± 

lOg, n = 45, P = 0.016); there were no differences amongst the groups at day 14. 

Plasma concentration ofmelatonin. 

Plasma melatonin concentration was low in control and vehic1e groups (Table 1). The 

low dose infusion rate (60 ng.kg-1.h-1) produced a six-fold increase in plasma melatonin 

concentration. A ten-fold increase in infusion rate doubled the plasma melatonin 

concentration; a further hundred-fold increase produced a sixteen-fold increase in plasma 

melatonin concentration. 

Baseline arterial blood pressure, heart rate, cerebral blood flow, cerebrovascular resistance, 

blood gases, and blood pH. 

Arterial blood pressure (systolic, diastolic, mean and pulse), heart rate, pH and blood 

gases were similar in all groups (Table 1). 

CBF and cerebrovascular resistance were similar in vehic1e and control groups 

(Table 1). Melatonin induced a concentration-dependent diminution ofCBF associated with an 

increase in cerebrovascular resistance (Table 1): Cerebrovascular resistance was linearly related 

to the logarithm of the plasma concentration of melatonin. Parameters of the linear regression 

were: slope = 0.16 ± 0.03 (mmHg.min.100g.pg-l.ml-1); intercept = 1.14 ± 0.09 (mmHg.ml-

1.min.100g); n = 45; r2 = 0.35; P < 0.05. 

Cerebrovascular reactivity to hypercapniŒ 

CO2 inhalation produced a similar increase in PaC02 in aIl groups (Table 2) and an 

increase in CBF of + 50 to + 170% (Table 2). Melatonin potentiated the vasodilatory response 

to hypercapnia in a concentration-dependent fashion as witnessed by the greater increase in 



73 

cerebrovascular reactivity during hypercapnia (Table 2). There was a linear relation between 

the hypercapnia-induced decrease in cerebrovascular resistance (Y) and the logarithm of the 

melatonin plasma concentration (X). Parameters of the linear regression were : slope = 0.22 ± 

0.04 (mmHg.min.100g.pg-l), intercept = 0.14 ± 0.09 (mmHg.m1-1.min.100g), n = 45, ~ = 0.48, 

P < 0.01. Furthermore there was a significant correlation between the hypercapnia-induced faU 

in cerebrovascular resistance (Y) and baseline cerebrovascular resistance (X) : slope = -0.98 ± 

0.11 (no units), intercept = 0.82 ± 0.17 (mmHg.m1-1.min.lOOg), n = 45, ~ = 0.68, P < 0.01. 

CO2 inhalation induced a similar degree ofbradycardia in all groups, but had no effect on 

mean or pulse arterial blood pressures (Table 2). 

Lower limit of cerebral blood flow autoregulation and security margin. 

Following hypotensive hemorrhage in control and vehicle groups, CBF remained 

constant in the 110-129 and 90-109 ranges of mean arterial blood pressure, but significantly 

decreased in the pressure ranges below 90 mmHg (Table 2). The lower limit of cerebral blood 

flow autoregulation was, therefore, 90 mmHg in these two groups. The security margin was 

17% (Figure 1, Table 3). 

In the me1atonin treated groups, the lower limit of cerebral blood flow autoregulation 

was shifted to lower mean arterial blood pressure values (70 or 50 mmHg) and the security 

margin was improved (from 17% in the vehicle group to 33% and 55% in the melatonin 

treated groups, Figure 1, Table 3). 

Heart rate decreased in the lower blood pressure ranges in aU treatment groups except 

the 600 ng.kg-1.h-1 melatonin group. Pa02 increased and pH decreased as pressure feU below 

baseline values (Table 3). PaC02 decreased at lower blood pressures in the two higher 

melatonin dose groups. 
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DISCUSSION 

The present study shows that melatonin induces concentration-dependent cerebral 

vasoconstriction. This increase in vasoconstrictor tone amplifies the vasodilatory response to 

hypercapnia and shifts the lower Iimit of CBF autoregulation towards lower mean arterial 

blood pressure values. As melatonin had no effect on baseline mean arterial blood pressure, the 

decrease in the lower limit leads to an improvement in the cerebrovascular security margin. 

Su ch effects were obtained at physiological concentrations of melatonin. The plasma 

concentration of melatonin in control and vehicle groups was similar to the day-time value (10 

to 50 pg.ml-1) (Lewy et al., 1979). The plasma concentration of melatonin following infusion at 

a rate of 60 ng.kg-1.h-1 was similar to the night-time plasma concentration of melatonin (100 to 

300 pg.mr1) (Lewy et al., 1979). 

Melatonin increases baseline cerebral vasoconstrictor tone (present results and (Capsoni 

et al., 1996)). This amplifies the vasodilatory response to hypercapnia and shifts the lower limit 

of CBF autoregulation. This mechanism could involve large cerebral influx arteries and/or 

cerebral microvessels. The diameter of the large cerebral influx arteries is as important in the 

regulation of CBF as is that of the cerebral microvessels (Heist ad et al., 1978). It has been 

shown that melatonin has a direct vasoconstrictor effect on large cerebral influx arteries such 

as the anterior, middle and posterior cerebral arteries (Geary et al., 1997). However, this is 

probably not the on1y factor involved. Indeed, Paulson and Waldemar (1990) proposed that a 

change in the diameter of the large influx arteries modifies the response of the intracerebral 

arterioles downstream. Thus, if large cerebral arteries are constricted by melatonin, then small 

diameters vessels would dilate and their vasodilatory response to a faIl in pressure would be 

lower. This would lead to no change in baseline CBF but a shift in the lower limit of CBF to a 

higher pressure level. Our results are in contradiction with this hypothesis as we found that 
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melatonin Iowered baseline CBF and shifted the lower limit of CBF autoregulation to a lower 

pressure level. Furthermore, the cerebrovascular reactivity to COz - which is a measure of the 

dilatory capacity of cerebral microvessels (Heistad et al., 1980, Wei et a!., 1980, Jones et al., 

1989) - increased in a concentration-dependent way following melatonin. AlI these 

observations lead us to suggest that melatonin constricts both large cerebral influx arteries and 

cerebral microvessels. 

The vasoconstrictor effect of melatonin on large cerebral arteries has been reported to be 

direct and mediated by an MeIl receptor (Geary et al., 1997). Concerning the effect of 

melatonin on cerebral microvessels, information is lacking. However, the concentration­

dependent nature of the cerebrovascular responses observed in the present study suggests that 

a receptor mechanism is involved. One can postulate that the beneficial effect of melatonin on 

the lower limit of CBF autoregulation should be antagonized by MeIl antagonists (e.g. 

luzindole, S20928, or S20929; (Dubocovich et a!., 1997, Ting et a!., 1997». 

Indirect and nonspecific effects of melatonin cannot be ruled out. Firstly, melatonin­

induced vasoconstriction may partially be provoked by a reduction of neuronal metabolism 

(Stankov et a!., 1992) and cerebral glucose uptake (Vitte et a!., 1989) in the frontal cortex. 

Experiments using 2-deoxyglucose or other compounds which Iower neuronal metabolism 

cou Id c1arifY this matter. Secondly, melatonin-induced vasoconstriction may partially be related 

to an increase in the intracerebral concentration of serotonin (Miguez et a!., 1994). Thirdly, 

although melatonin induces a decrease in intracerebral concentration of nitric oxide (Guerrero 

et al., 1996) this is unIikely to be involved, as meIatonin potentiates the vasodilatory response 

to hypercapnia, which is amplified by reIease of nitric oxide (Iadecola, 1992). 

vYhatever the mechanism involved in the melatonin-induced vasoconstriction, our results 

may have clinical relevance in the area of stroke. The most important risk factor for stroke is 
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age. After age 50, the risk of stroke doubles with each succeeding decade. Ischemic stroke is 

more common than hemorrhagic stroke in all age groups, but particularly in the elderly group 

where (in France) it comprizes nearly 85% of aIl strokes (Alperovitch et al., 1986). The 

increased frequency of ischemic stroke may be related to the fact that, with age, the lower limit 

of CBF autoregulation is shifted to a higher mean arterial blood pressure value (W ollner et al., 

1979, Shuaib, 1992, Lartaud et al., 1993). Furthermore blood pressure lability increases with 

age although mean arterial blood pressure tends to remain stable. Thus in elderly normotensive 

subjects the security margin is reduced. This decrease in the security margin, in association 

with the higher blood pressure lability, increases the risk of periodic cerebral hypoperfusion 

leading to cerebral ischemia. This could increase the frequency of cerebrovascular disorders in 

the elderly (Bowen and Davidson, 1986, Shuaib, 1992). Our finding that acute melatonin 

infusion increases the vasodilatory reserve and improves the security margin suggests that 

melatonin, even if it induces a slight decrease in baseline CBF, may diminish the age-related 

increase risk of cerebral ischemia. Along the same lines it is interesting to note that melatonin 

secretion decreases with age (Sack et al., 1986) and the incidence of stroke shows circadian 

(Wroe et al., 1992) and circa-annual (Pasqualetti et al., 1990) cycles similar to these reported 

for plasma levels of melatonin. Finally patients suffering from migraine have lower plasma 

melatonin concentrations (Brun et al., 1995) and a higher risk of stroke (Tatemachi and Mohr, 

1992). Taken together all these observations suggest that melatonin may have a 

cerebrovascular protective role and that this may involve an improvement in the security 

margm. 

It should he noted that other factors may play a minor role in the response to hypotensive 

hemorrhage. Pa02 increased, and pH decreased slightly in aIl groups. Thus although such 

changes may modity the lower limit of CBF autoregulation, the effect would be similar in all 
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groups. PaCOz decreased to a greater extent in the lowest blood pressure ranges in the two 

higher dose groups. Given the linear relationship between CBF and PaCOz (Hemandez et al., 

1978), the decrease in PaCOz do es not explain why CBF is maintained until 50 mmHg in the 

two higher dose groups; but it may explain the faIl in CBF at lower blood pressure values in 

these two groups. 

In conclusion, acute melatonin administration increased the cerebrovascular dilatory 

capacity and thus improved the cerebrovascular security margin. This improvement in security 

margin suggests that melatonin may play an important role in the regulation of CBF. The 

relation of this to a possible involvement in hypoperfusion-induced cerebral ischemia in the 

elderly merits further study. 
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Table 1: Baseline arterial blood pressure, heart rate, cerebral blood flow (CBF), 

cerebrovascular resistance (CVR), blood gases, pH, arterial blood pressure, and plasma 

melatonin concentration. 

Melatonin (ng.kg-l.h-l) 

control vehicIe 60 600 60000 

n 9 9 9 9 9 

diastolic arterial blood 89±3 88 ±2 83 ± 1 89±2 85 ±2 
pressure (mmHg) 

systolic arterial blood 139±2 138±2 130±2 138±2 133±2 
pressure (mmHg) 

mean arterial blood 109±2 109±2 105 ± 1 1l0±2 106±2 
pressure (mmHg) 

pulse pressure 50±2 50 ±2 46±2 48 ±2 48±2 
(mmHg) 

heart rate (bpm) 393 ± 13 374±8 372 ±7 385 ± 10 394±8 

CBF (ml.min-l.lOOg-l) 81 ± 1 80 ± 1 70 ± 1* 64± 1* 63 ± 1* 

CVR l.36 ± 0.06 l.36 ± 0.05 l.52 ± 0.03* l.72 ± 0.05* l.69 ± 0.07* 
(mmHg.mr 
l.min.lOOg) 

Paû2 (mmHg) 86.1 ± l.5 83.8 ± 1.4 87.1 ± l.2 84.1 ± l.1 86.2 ± l.3 

PaC02 (mmHg) 30.8 ± 0.7 30.1 ± l.5 30.7 ± 0.3 30.7 ± 0.5 29.8 ± 0.3 

pH 7.449 ± 7.460 ± 7.456 ± 7.466 ± 7.446 ± 
0.007 0.006 0.006 0.006 0.006 

plasma concentration 42 ± 12 51 ± 10 292 ± 37 553 ± 165 8697 ±2762 
of melatonin (pg.ml-l) 

n = number of rats. 
* = P < 0.05, one-way ANOVA and Bonferonni test, versus vehicIe. 
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Table 2: Arterial blood pressure, heart rate, cerebral blood flow (CBP), cerebrovascular 

resistance (CYR), blood gases, and pH during CO2 inhalation. 

Melatonin (ng.kg-l.h-l) 

control vehicle 60 600 

n 9 9 9 9 

mean arterial pressure 120±7 117±3 110±2 114± 5 
(mmHg) 

pulse pressure (mmHg) 53 ±4 53 ±3 48 ±5 53 ±2 

heart rate (bpm) 304 ±20§ 313 ± 16§ 297±17§ 333 ± 14§ 

CBP (ml.min-l.l OOg-l) 134.1 ± 8.2§ 12l.2 ± 7.3§ 142.0 ± 7.6§ 143.2 ± 3.2§* 

CYR 0.96 ± 0.06§ 0.99 ± 0.07§ 0.79 ± 0.04§* 0.85 ± 0.03§ 
(mmHg.mrl.min.lOOg) 

RC02 l.9 ± 0.3 l.8 ± 0.3 2.8 ± 0.2* 3.6 ± 0.3* 
(ml.min-l.l00g-l.mmHg-l) 

Pa02(mmHg) 112.2 ± 1.9§ 108.9 ± 1.7§ 107.6 ± 2.3§ 109.5 ± 2.4§ 

PaCQ2 (mmHg) 
~ ·"r·~ 

58.4 ± 2.3§ 55.0 ± l.9§ 56.9 ± l.3§ 53.3 ± l.5§ 

pH 7.241 ± 7.245 ± 7.230 ± 7.239 ± 
0.013§ 0.009§ 0.012§ 0.013§ 

Reactivity to CO2 is expressed as RC02 = increase in CBP / increase in PaC02. 
n = number of rats. 
* = P < 0.05, one-way ANOVA and Bonferonni test, versus vehicle. 

60000 

9 

117±6 

51 ±2 

335±17§ 

168.2 ± 0.9§* 

0.75 ± 0.05§* 

3.8 ± 0.2* 

112.2 ± 3.0§ 

57.4±2.1§ 

7.221 ± 
0.022§ 

§ = P < 0.05, one-way ANOV A and Bonferonni test, versus baseline in the same group (Table 1). 
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T;,.bl~ 3: C,:,:-~c~p.l b1o'Jè fis'" (abs8h:t'J v:llues, CBF, mLm:n-1.! 00g-1 and % blscline), me an arteria! pressure (MAP, mmHg), he art rate (HR, bpm), 
blood gases, and pH following hypotensive hemorrhage. 

MAP1 CBF % baseline MAPz HR PaCûz Pa02 pH N 

control (n = 9) lower limit = 90 mmHg security margin = 17% 
110-129 78 ± 1 97 ± 1 118±1 413 ± 16 29.9 ± 0.9 92.7 ± 2.7 7.428 ± 0.007 19 
90-109 78 ± 1 98 ± 2 102 ± 1 408 ± 12 29.2 ± 1.0 99.5 ± 2.8 7.428 ± 0.007 35 
70-89 69±2§ 85 ± 2§ 83 ± 1 383 ±9 29.0 ± 0.7 100.9 ± 1.5 7.418 ± 0.010 36 
50-69 60±2§ 73 ±2§ 60 ±2 421 ± 9 23.9 ± O.7§ 108.9 ± 3.5 7.397 ± 0.015 12 
30-49 41 52 41 253 19.9 119.8 7.512 1 
P <0.001 <0.001 0.022 0.003 0.091 0.101 

vehicle (n = 9) lower limit = 90 mmHg security margin = 17% 
110-129 77 ± 1 100 ± 1 115±1 384 ± 11§ 30.2 ± 1.9§ 80.3 ± 2.0§ 7.458 ± 0.007§ 21 
90-109 78 ± 1 97 ±2 98 ± 1 430 ±6 26.5 ± 0.5 95.5 ± 1.5 7.433 ± 0.004 49 
70-89 65 ±2§ 81 ± 2§ 85 ± 1 428 ± 9 27.8 ± 0.8 98.8 ± 1.5 7.426 ± 0.006 24 
50-69 50 ± 2§ 63 ± 3§ 58 ±2 399 ± Il 27.3 ± 1.2 104.4 ± 1.1 7.440 ± 0.005 8 
30-49 44 ±2§ 55 ± 3§ 47 ± 1 393 ± 5 25.6± 1.1 102.1 ± 5.6 7.467 ± 0.018§ 5 
P <0.001 <0.001 <0.001 0.049 <0.001 <0.001 

melatonin 

60 ng.kg-1.h-1 (n = 9) lower limit = 70 mmHg security margin = 33% 
110-129 68 ±3 100 ± 3 113 ± 2 373 ± 17 30.2 ± 0.4 88.0±2.1 7.444 ± 0.016 5 
90-109 69 ± 1 99 ± 5 99 ± 1 416 ± 10 27.9 ± 0.8 89.6±1.3 7.458 ± 0.005 39 
70-89 71 ± 2 101 ± 2 81 ± 1 446 ± 5§ 25.9 ± 0.6 101.1 ± 1.4§ 7.424 ± 0.006§ 39 
50-69 59 ± 3§ 84 ±4§ 60 ± 1 403 ± 6 29.5 ± 0.8 106.9 ± 1.7§ 7.406 ± 0.009§ 17 
30-49 47 ±2§ 64 ±2§ 49 ± 1 404 ±6 28.0 ± 2.8 107.1 ± 1.4§ 7.392 ± 0.007§ 3 
P <0.001 <0.001 <0.001 0.099 <0.001 <0.001 



600 ng.kg-1.h-1 (n =- 9) lower limit = 50 mmHg security margin = 55% 
110-129 65 ±2 100 ::t l 118±1 384 ± 12§ 30.6 ± 0.6 82.7 ± 1.7§ 7.467 ± 0.009 
90-109 62 ± 1 96 ±2 99 ± 1 442 ± 10 26.2 ± 0.9 94.9 ± 1.7 7.431 ± 0.012 
70-89 60±2 92 ±4 79 ± 1 448 ± 11 25.0 ± 1.2 105.5 ± 1.8§ 7.409 ± 0.009 
50-69 62±2 100 ±4 63 ± 1 437 ± 10 24.6 ± 1.4 110.3 ± 1.5§ 7.400 ± 0.010 
30-49 44-37§ 66-55§ 50-45 547-488§ 21.1-13.0§ 95.6-119.3§ 7.439-7.269 
P 0.048 0.014 0.007 0.002 <0.001 <0.001 

60000 ng.kg-1.h-1 (n = 9) lower limit = 50 mmHg security margin = 55% 
110-129 63 ±2 100 ± 1 118±3 397 ± 15 30.2 ± 0.5 85.7 ± 0.5 7.455 ± 0.012 
90-109 61 ± 1 97 ±2 99 ± 1 421 ± 11 26.5 ± 1.0 93.9 ± 2.8 7.413 ± 0.012 
70-89 63 ± 1 98 ±2 82 ± 1 406 ± 12 21.5 ± 0.9§ 106.0 ± 2.1§ 7.405 ± 0.010 
50-69 68 ±2 98 ±2 62 ± l 459 ± 10 22.6± 1.1§ 101.2 ± 1.8 7.401 ± 0.010 
30-49 50 ±4§ 81 ± 5§ 39 ±2 396 ± 42 15.6± 1.1§ 119.3 ± 5.3§ 7.367 ± 0.040 
P 0.001 0.003 0.015 <0.001 <0.001 0.007 

MAP 1 = MAP ranges (mmHg). 

MAP2 = average MAP values (mmHg) measured in the corresponding MAP range. 

n = number of rats. 

N = total number of CBF values measured inside the treatment group (control, vehicle or melatonin groups) at each MAP range. 

P = probability value following one-way ANOVA (variable = MAP range). 

§ = P < 0.05, one-way ANOVA and Bonferonni test, versus value in baseline MAP range (i.e., 90-109 mmHg for aIl groups). 
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Figure 1: Lower limit (11) of CBF autoregulation in vehic1e ( open triangles) and control (open 

squares) groups (upper left), vehic1e and low dose melatonin (60 ng.kg-I.h-I ; full circ1es) 

groups (upper right), vehic1e and medium dose melatonin (600 ng.kg-1.h-I ; full squares) groups 

(lower left), vehic1e and high dose melatonin (60000 ng.kg-1.h-I ; full triangles) groups (lower 

right). 

CBF values (% baseline, ± SEM) are grouped by mean arteriaI blood pressure ranges of 20 

mmHg (30-49; 50-69; 70-89; 90-109; 110-130 mmHg) and graphically represented in the 

center of each range (according to Barry et al (1982) and Lartaud et al (1993)). For statisticaI 

significance see Table 3. 
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2. La mélatonine augmente le tonus des artérioles cérébrales et diminue la 

limite basse d'autorégulation du débit sanguin cérébral 

Melatonin increases pial artery tone and the lower li mit of CBF 

autoregulation 

Fund. Clin. Pharmacol. (soumis) 

Olivier Régrigny, Philippe Delagrange1, Elizabeth Scalbert1, Jeffrey Atkinson & Jean-Marc 

Chillon. 

Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire (EA 3116), Faculté de Pharmacie de 

l'Université Henri Poincaré-Nancy!, 5 rue Albert Lebrun, 54000 Nancy and l IRIS, 6 place 

des Pléiades, 92415 Courbevoie Cedex, France 
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RESUME 

Les résultats de la première étude ont montré que la mélatonine diminue la limite basse 

de l'autorégulation du débit sanguin cérébral sans modifier la pression artérielle systémique 

moyenne. Il en résulte une augmentation de la marge de sécurité du débit sanguin cérébral. Nos 

avons émis l'hypothèse que ce déplacement de la limite basse était consécutif à une constriction 

des artères et artérioles cérébrales de résistances. Il a déjà été démontré que la mélatonine 

constricte des artères cérébrales de large diamètre telles que l'artère cérébrale moyenne (Geary 

et coll., 1997). Dans cette deuxième étude, nous avons examiné l'effet d'une perfusion de 

mélatonine sur le diamètre des petites artérioles cérébrales de résistance. Pour ce faire, nous 

avons réalisé la même expérience que précédemment mais en observant cette fois ci les artères 

cérébrales par l'intermédiaire d'une fenêtre crânienne. 

Nous avons donc étudié l'effet d'une perfusion de mélatonine sur le diamètre des 

artérioles cérébrales, ainsi que l'effet du luzindole (un antagoniste de la mélatonine) sur ces 

changements de diamètre. Puis nous avons observé les changements de diamètre des artérioles 

cérébrales, de rats soumis ou non à une perfusion de mélatonine, suite à une hémorragie 

hypotensive. 

Les résultats obtenus ont montré que : 

1. La mélatonine constricte le système cérébro-vasculaire. Cet effet constricteur de la 

mélatonine est contrecarré partiellement par une vasodilatation compensatrice. Cette 

dilatation compensatrice est due aux mécanismes de l'autorégulation. En effet, la 

méJatonine constricte les artères cérébrales d'influx. Selon les caractéristiques de 

l'autorégulation développées dans l'introduction, une telle vasoconstriction des artères 
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cérébrales d'influx entraîne une baisse du DSC au niveau des artères de plus petit diamètre. 

En conséquence, celles-ci vont dilater afin de maintenir le DSC constant. Donc, au niveau 

des artérioles cérébrales que nous observons par l'intermédiaire de notre préparation, la 

mélatonine provoque directement une vasoconstriction et indirectement une vasodilatation 

suite à la vasoconstriction des artères de plus gros diamètres. La résultante de ces deux 

effets contraires au niveau des artérioles cérébrales reste une diminution de diamètre 

provoqué par la mélatonine. La vasodilatation indirecte est mise en évidence lors de la 

superfusion de luzindole dans la fenêtre crânienne simultanément à l'administration i. v. de 

mélatonine. Dans ces conditions, le luzindole bloque les effets vasoconstricteurs directs de 

la mélatonine sur les artérioles cérébrales, mais pas les vasodilatations indirectes. 

2. L'augmentation des capacités d'autorégulation du débit sanguin cérébral suite à une 

perfusion de mélatonine, que nous avons déjà observé et que nous avons retrouvé ici, est 

bien due à une augmentation de la réserve vasodilatatrice du système cérébro-vasculaire, 

elle-même consécutive à la constriction du système cérébro-vasculaire par la mélatonine. 

Ces résultats posent la question de savoir si l'effet vasoconstricteur de la mélatonine est 

médié par des récepteurs ou bien par d'autres mécanismes. 
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ABSTRACT 

We studied a possible link between the melatonin-induced increase in cerebral arteriolar tone 

and the melatonin-induced shift in cerebral blood flow (CBF) autoregulation to a lower 

pressure level. 

Using the cranial window technique, we showed that intravenous infusion of melatonin 

constricted pial arterioles (-5.1±1.3 and -5.4±0.7 Ilm at 60 and 600 ng.kg-1.h-t, respectively). 

Perivascular application of luzindole alone had no significant effect but aboli shed 

vasoconstriction induced by melatonin (-0.5±0.7 and +3.0±1.2 Ilm at 60 and 600 ng.kg-1.h-t, 

respectively) . 

Using a combination of the hydrogen clearance and cranial window techniques, we showed 

that intravenous infusion of melatonin had no effect on baseline CBF but shifted the lower 

limit (LL) of CBF (CBF) autoregulation (stepwise hypotension) to a lower pressure (90±2 

mmHg in vehicle vs 71±3 and 51±5 mmHg, both P<0.05, after melatonin at 60 and 600 

ng.kg-1.h-1, respectively). The high i.v. infusion rate of melatonin increased the arteriolar 

dilatory response to hypotension. As melatonin had no effect on systemic blood pressure yet 

shifted the LL of CBF autoregulation, the security margin increased (28±5 in controls vs 

38±3 and 55±5% after melatonin at 60 and 600 ng.kg-1.h-1 respectively, both P<0.05). 

Our results suggest that melatonin increases cerebral arteriolar smooth muscle tone so 

augmenting arteriolar dilations capacity leading to a melatonin-induced shift in the LL of 

CBF autoregulation to a lower systemic pressure level. 

KEYWORDS: CBF; autoregulation; cranial window; hydrogen clearance 



89 

1. Introduction 

We recently reported that perivascular application of melatonin dose-dependently 

constricted cerebral arterioles via stimulation of MT l and/or MT2 melatonin receptors 

followed by blockade of ca1cium-activated large conductance potassium channels (BKcJ 

(Régrigny et al., 1999). We had previously reported that i.v. infusion of rnelatonin shifts the 

lower lirnit (LL) of cerebral blood flow (CBF) autoregulation to a lower systernic pressure 

level (Régrigny et al., 1998). In the present paper we pursue our theory that the shift in the LL 

of CBF autoregulation is linked to an increase in arteriolar tone produced by melatonin. 

Using an open skull preparation in anesthetized rats we investigated the effects of an i.v. 

infusion of melatonin on arteriolar diameter and the LL of CBF autoregulation (stepwise, 

hypotensive hemorrhage). 

2. Methods 

2.1. Animais 

Adult male Wistar rats (Ico: WI, IOPS AFlHan; Hfa-Credo, l'Arbresle, France) were 

allowed free access to food and water, housed at 24°C and exposed to 12 hours oflight (lights 

on 0600h and off' 1800h). Experiments were performed in accordance with the guidelines of 

the French Ministry of Agriculture (perrnits 54-4 and 03575). 

Animais were anesthetized with sodium pentobarbital (60 mg.kg- l , i.p.) at 0900h. A 

polyethylene cannula (Merck Biotrol, Chennevieres, France) was introduced into the left 

femoral artery, and connected to a low volume, strain-gauge transducer (Baxter, Bentley 

Laboratories, Europe) for measurement of blood pressure and heart rate. A second cannula 

was introduced into the right fernoral artery to withdraw blood for measurement of arterial 
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blood gases and induction of hypotension. Silicone catheters (Sigma Medical, Nanterre, 

France) were introduced into each femoral vein. In order to maintain a satisfactory level of 

anesthesia throughout the experiments, the left catheter was connected to a pump (Bioblock 

Scientific, Paris, France) and sodium pentobarbital (0.25 ml h-l; 20 mg kg-1 h-l) infused 

continuously. After surgery was completed, paralysis of skeletai muscle was obtained with 

gallamine triethiodide (20 mg.kg-1 i.v.) repeated every hour (Régrigny et aI., 1999) and animaIs 

were mechanically ventilated with room air (60 strokes min-l; 10 ml kil). Since animaIs were 

paralyzed, the depth of anesthesia was evaluated by applying pressure to the tail and 

confirming the lack of change in heart rate or blood pressure. Rectal temperature was 

maintained at 37°C with a heating pad. At the end of the experiment, animaIs were killed with 

a sodium pentobarbital overdose (200 mg.kg-t, i.v.). 

2.2. Arteriolar diameter 

We measured diameter in first order arterioles of the cerebrum (Harper and Bohlen, 

1984) through an open skull preparation (Chillon et aI., 1996, 1999). The head was placed in 

an adjustable he ad holder and a 1 cm incision made in the skin to expose the skull. Ports were 

placed for inflow and outflow of artificial cerebrospinal fluid (aCSF, pH = 7.3, mmol/L: KCI, 

3.0; MgClz, 0.6; CaClz, 1.5; NaCl, 131.9; NaHC03, 24.6; urea, 6.7; and glucose, 3.7 (Chillon 

et aI., 1996, 1999)). Craniotomy was performed over the left parietal cortex, and the dura was 

incised to expose cerebral vessels which were continuously suffused with aCSF, warmed to 

37° C and equilibrated with 5% CO2-95% N2. 

Arteriolar diameter was measured using a microscope (Stemi 200-C, Carl Zeiss Jena 

GMBH, Jena, Germany) connected to a closed-circuit video system with a final magnification 
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ofx400, using image analysis software (Saisam®, Microvision Instruments, Evry, France). The 

precision ofthis system is 0.5 Ilm. 

2.3. Cerebral blood flow 

The methods used have been described elsewhere (Haining et al., 1968; Lartaud et al., 

1993). Briefly, cortical electrodes (a platinum anode: diameter = 150 f.lm at coordinates A = -

2 mm, L = + 2 mm, and a silver cathode: diameter = 200 f.lm at coordinates A = - 4 mm, L = + 

2 mm trom the bregma) were implanted in the right parietal cortex. The electrodes were 

connected to an amperometric circuit which applied +200 m V to the platinum, cortical anode 

for measurement of the hydrogen oxidation CUITent following inhalation of hydrogen (5%, v/v 

in air). 

At saturation, a blood sample (50 Ill) was taken via the femoral artery cannula for the 

determination of pH, Pa02 (mmHg) and PaC02 (mmHg; 170 pHIBlood Gas Analyzer, Corning 

Medical, Medfield, USA). The gas mixture was changed to air alone and the elimination of 

hydrogen trom the cortex was evaluated. Hydrogen clearance data were analyzed according to 

the initial slope technique (Aukland et al., 1964) and CBF calculated as: 

CBF (ml.min-l.lOOg-1 brain) = [(0.693/t0.5) x Â] x 100 

where : tO.5 = the half-time of hydrogen clearance, and Â = the partition coefficient of hydrogen 

between blood and tissue (= 1). 

Each CBF measurement was followed by a 10 minutes' interval in order to ensure that 

the cortex was fully desaturated. 
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2.4. Experimental protocols 

Thirty minutes after surgery, baseline arteriolar diameter, CBF, heart rate, arterial blood 

pressure, pH, Paû2 and PaCû2 were measured. luzindole (10-6 M) was superfused for 20 

minutes and measurements repeated. Luzindole was then washed out and the right femoral vein 

cannula connected to a pump (Bioblock Scientific, Paris, France) for infusion of melatonin (60 

or 600 ng.ki1.h-1) or vehicle (0.15 M NaCI + 1% v/v ethanol) (n= 5 per group, body weight = 

524 ± 17g). Sixty minutes later, when the plasma concentration of melatonin was stable 

(Régrigny et al., 1998), measurements were repeated. Luzindole (10-6 M) was again 

superfhsed (20 min) and measurements repeated. 

In a second experiment, following baseline measurements, intravenous infusion of 

melatonin (60 or 600 ng.kg-1.h-1) or vehicle was begun (n = 7 per group, body weight = 530 ± 

199). Sixt y minutes later, measurements were repeated and stepwise hypotension (10 mmHg 

per step) induced by withdrawal of blood via the femoral arterial cannula. At each pressure 

step, measurements were repeated. Ventilation was adjusted as a function of blood gas values 

such that pH, Paû2 and PaCû2 were maintained within the physiological range. 

2.5. Calculations 

Effect of melatonin on cerebral arteriolar diameter is reported as change :trom baseline 

(i.e., values obtained before melatonin or vehicle administration). Cerebral arteriolar diameter 

during pressure steps are reported as absolute values or as change :trom perfusion values (i.e., 

values obtained during melatonin or vehicle administration). The lower limit of CBF 

autoregulation was calculated for each animal using the least squares method previously 

described by Schmidt et al (1990). The security margin (%) was defined as: 
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(baseline mean arterial blood pressure - lower limit of CBF autoregulation) x 100) / (baseline 

mean arterial blood pressure) (Lartaud et al., 1993). 

2.6. Substances used 

Melatonin, luzindole and gallamine triethiodide were purchased from Sigma Chemical 

Company (St Louis, MO, USA). Melatonin was dissolved in saline (0.15 M Nad) plus 

absolute ethanol {l % v/v). AlI solutions were protected from light. Doses are expressed as 

base. Nitrogen was purchased from Air Liquide (Nancy, France). Sodium pentobarbital was 

purchased from Sanofi Santé Animale (Libourne, France). KCI, MgCh, CaCh, NaCI, NaHC03, 

urea and glucose from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). 

2.7. Statistical analysis 

Results are expressed as means ± s.e.mean. Significant differences between means were 

determined with the paired or unpaired t-test and the Bonferroni correction for multiple 

comparisons with a single control after ANOVA using SPSS SYS STAT (v 8.0). The 

probability level chosen was P ~ 0.05. 

3. Results 

3.1. Effect of local application of luzindole on vasoconstriction induced by melatonin (i. v.) 

Melatonin constricted cerebral arterioles but its effect was not related to dose (table 1 

and figure 1). Luzindole alone had no effect on arteriolar diameter but blocked 

vasoconstriction induced by the low and high doses ofmelatonin (figure 1). Luzindole had no 

effect on arterial blood pressure, heart rate or blood gases (data not shown). 
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3.2. Effect of melatonin (i. v.) on changes in CBF and arteriolar diameter induced by stepwise 

hypotension 

Melatonin reduced cerebral arteriolar diameter but had no effect on other parameters 

(table 1). 

Melatonin shifted the lower limit of CBP autoregulation to a lower blood pressure value 

in a dose-dependent fashion (table 1). As melatonin had no effect on mean arterial blood 

pressure, the CBP security margin significantly increased (table 1). 

Cerebral arterioles dilated as mean arterial blood pressure decreased; at any glven 

pressure level, dilatation was greater following the high dose of melatonin (figure 2). However 

internaI diameters were not significantly different between the different groups for aIl the 

pressure steps (figure 3). 

4. Discussion 

The present study shows that i. v. administration of a low dose of melatonin 

(60 ng.kg-1.h-1) constricted cerebral arterioles with no reduction in CBP, and shifted the lower 

limit of CBP autoregulation to a lower level of systemic mean arterial pressure. A still greater 

shift in CBP autoregulation but no further increase in arteriolar constriction was obtained with 

a higher dose of melatonin (600 ng. kg-l .h-1). In parallel, arteriolar dilatation induced by 

hypotensive hemorrhage was greater in rats treated with the high dose of melatonin. 

4.1. Effect qfmelatonin on cerebral arterioles 

We have already reported (Régrigny et al., 1999), that local application of melatonin 

constricts cerebral arterioles in a dose-dependent manner following stimulation of MT 1 and/or 

MT 2 receptors. In the present study, vasoconstriction induced by i. v. infusion of melatonin was 
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not dose-dependent and four hypotheses can be put forward to explain this discrepancy. 

Firstly, the dose of 60 ng.kg-1.h-1 may already be a maximalus effective concentration for 

cerebral arteriolar constriction. Secondly, i.v. melatonin may induce constriction by a 

mechanism which is not mediated by vascular MTl and/or MT2 receptors, involving for 

example neuronal metabolism (Stankov et al., 1992) or glucose uptake (Vitte et al., 1989). 

However, local application of the MTl and/or MT2 melatoninergic receptor antagonist, 

luzindole, blocked vasoconstriction induced by i. v. infusion of melatonin. Thirdly, different 

vascular receptors may have different affinities for melatonin, an MT 1 receptor inducing 

vasoconstriction at nanomolar concentrations and an MT 2 receptor inducing relaxation at 

higher concentrations (Doolen et al., 1998). According to this hypothesis the overall effect of 

the high dose of melatonin may result from the interaction between contractile and dilator 

responses. However, in our previous experiment we did not observe vasodilatation after 

superfusion of melatonin at micromolar concentrations (Régrigny et al., 1999). Fourthly, 

melatonin constricts large diameter cerebral arteries in vitro (Geary et al., 1997). According to 

the corollary of the Paulson and Waldemar (1990) hypothesis, such a constriction of large 

diameter cerebral arteries may lead to a compensatory autoregulatory dilatation of smaller 

arterioles down stream in order to maintain CBF constant. Thus, we propose the following 

working hypothesis: after intravenous infusion of melatonin direct constriction of cerebral 

arterioles is compensated by indirect vasodilatation following constriction of large diameter 

cerebral arteries. This hypothesis would explain results obtained with luzindole: local 

application (directly in the cranial window mixed to aCSF) abolishing a direct vasoconstrictor 

effect of melatonin (i.v.) on small diameter cerebral arterioles and so revealing the indirect 



96 

vasodilator effect of melatonin on small diameter cerebral arterioles subsequent to 

vasoconstriction of large diameter upstream cerebral arteries. 

4.2. Effect ofmelatonin on baseline CBF 

Although melatonin vasoconstricted cerebral arterioles, it had no effect on baseline CBF. 

This result do es not confirm previous findings showing that i.v. melatonin lowers CBF in 

unanesthetized rats (Régrigny et al., 1998 ; Capsoni et al., 1996). This may be explained by the 

fact that in unanesthetized rats metabolic control of CBF is more important and that melatonin, 

via its effects on neuronal metabolism (Stankov et al., 1992) or glucose uptake (Vitte et al., 

1989), leads to a decrease in recruitment of capillaries (Klein et al., 1986). Sucha mechanism 

may be less important in anesthetized rats in which neuronal metabolism and glucose uptake 

are greatly diminished by anesthesia (Van Aken and Van Hemelrijck, 1991). This may aiso 

explain the low value of CBF that we (50 m1.min-1.l00g-1) and others (60 ± 7 (Magata et al., 

1995); 41 ± 8 ml.min-1.lOOg-1 (Matsumoto et al., 1975» observe in anesthetized rats. The 

technique used here (hydrogen clearance plus cranial window) is not responsible of the low 

CBF values as others have reported higher CBF values using such techniques in anesthetized 

rats and cats (Auer and Mokry, 1986; Auer and Ishiyama, 1986). This hypothesis would 

suggest that the decrease in CBF observed after melatonin in unanesthetized rats is due to a 

decrease in neuronal metabolism and glucose intake rather than to arteriolar constriction and 

that the minor changes in diameter observed in the present experiment do not reduce flow. 

However, using the Poiseuille equation and presuming that an the others parameters remain 

constant, we can calculate that a reduction of the internaI diameter of 13% should induce a 

reduction of more than 40% in flow. 



4.3. Effect of melatonin on the lower limit of CBP autoregulation and hypotension-induced 

dilatation of cerebral arterioles 
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Melatonin shifted the lower limit of CBF autoregulation to a lower value of systernic 

mean arterial pressure in anesthetized rats, as it did in unanesthetized rats (Régrigny et al., 

1998). Our working hypothesis was that the shift in the lower lirnit of CBF autoregulation 

observed in unanesthetized rats stems from an increase in the arteriolar dilatory response to a 

faH in blood pressure. This is in part supported by the concomitance of the shift in the lower 

lirnit of CBF autoregulation and the increase in the amplitude of hypotension-induced arteriolar 

dilatation in anesthetized rats treated \"I/ith the high dose of melatorun. Ho\"vever, it is not 

confirmed by the fact that melatonin-induced constriction in anesthetized rats was not related 

to dose, whereas the shift in the lower lirnit of CBF autoregulation was dose-dependent. It is 

aiso not confirmed by the fact that cerebral arteriolar diameters are not significantly different 

between the 3 groups used in this study for aH the pressure steps. Melatonin-induced 

vasoconstriction oflarger cerebral arteries or non-vascular effects of melatonin may contribute 

to the shift of the lower lirnit of CBF autoregulation. 

s. Conclusion and perspectives 

As melatonin did not increase systernic mean arterial blood pressure, the security margin, 

i. e., the degree to which the blood pressure decreases before falling below the lower lirnit of 

CBF autoregulation, was increased. This would protect the brain against hypotension-induced 

ischernia and may be an important element of the endogenous circadian control of the lower 

limit of CBF autoregulation. Plasma melatonin levels show a circadian rhythm. In man, blood 

pressure shows a circadian rhythm and during the inactive night period, when blood pressure is 

low, the high levels of melatonin may shift the lower lirnit of CBF autoregulation to a lower 
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value of systemic mean arterial pressure and so protect the brain from hypotension-induced 

ischemia. 

Following on from this, in the elderly in which melatonin rhythms are less marked 

(Touitou et al., 1981) this endogenous system may be less efficient. This merits further 

investigation as periodic hypotension-induced ischemia may play an important role in the 

etiology ofvascular dementia (Skoog, 1997). 
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Table 1: Effect ofmelatorun (i.v.) on systemic arterial blood pressure, heart rate, blood gases, 
pH, cerebral blood flow (CBF), the lower lirnit of cerebral blood flow autoregulation 
(LLCBF), the security margin (SM), cerebral arteriolar diameter (ID) and changes in arteriolar 
diameter (6ID) in anesthetized rats. 

vehicle Melatonin (ng.kg-I.K1) 

60 600 

baseline infusion baseline infusion baseline infusion 

N 7 6 6 

Body weight 530 ± 13 566 ± 16 494 ± 12 

Arterial blood pressure (mmHg) 

systolic 144 ± 3 140 ± 3 141 ± 2 138±3 146±2 139±2 

diastolic 107 ±4 106 ± 3 101 ± 3 101 ± 2 112±2 106± 2 

mean 122 ± 3 119 + 3 117±3 116±3 123 ± 2 117±2 

pulse 37 ± 2 34±2 40±2 37 ±2 34± 3 33 ± l 

Heart rate (bpm) 363 ± 11 363 ± 9 339 ± 21 340 ± 19 363 ± 16 370 ± 11 

pH 7.39 ±.O 7.40 ± .017.41 ± .01 7.39 ± .01 7.40 ± .02 7.39 ± .02 

PaC02 (mmHg) 35 ± 2 36 ± 1 34 ± 1 36 ± 1 35 ± 1 37 ± 1 

Pa02 (mmHg) 88± 3 85 ±2 88 ± 2 88± 1 87± 3 84± 6 

CBF (m1.min- l .lOOg- l ) 50±2 51 ± 2 51 ± 2 51 ± 2 52± 3 49± 3 

LLCBF (mmHg) 90 ± 2 71 ± 3 51 ± 5 

SM(%) 28 ± 3 38 ± 3 55 ± 5 

ID (!lm) 40± 3 41 ± 3 41 ± 3 35 ± 3* 38 ± 6 33 ± 5* 

Ll ID (!lm) 0.7± 1.0 -6.7 ± 1.1 t -4.9 ± 1.1 t 

n = number of rats. 

* = p ~ 0.05, vs baseline, paired t-test with Bonferroni correction after ANOVA 

t = p ~ 0.05, vs vehicle, unpaired t-test with Bonferroni correction after ANOV A. 
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Figure 1: Changes in arteriolar diameter induced by luzindole (superfusion, 10-6 M; open bar), 

melatonin (i.v., cross-hatched bar) and meIatonin plus luzindole (full bar) (n = 5 per group). 

* P s 0.05, versus baseline, paired t-test with Bonferroni correction after ANOV A. 

t P s 0.05, versus melatonin, unpaired t-test with Bonferroni correction after ANOV A. 
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Figure 2: Effect of melatonin (vehicle: full squares, n = 7; melatonin 60; open squares, n = 7; 

melatonin 600 ng.kg-1h-1, open circles, n = 7) on changes in cerebral arteriolar diameter (from 

baseline) produced by hypotensive hemorrhage. 

* = p .:::; 0.05, versus baseline, paired t-test with Bonferroni correction after ANOV A. 

t = p.:::; 0.05, versus vehicle, unpaired t-test with Bonferroni correction after ANOV A. 



~ 

El 
:::t 

"-" 
M 
(j) .... 
(j) 

S 
Cï:l .-

Cl -Cï:l e 
Q) .... 
~ ....... 

70 

60 

50 

40 

30 
20 

* 

40 

103 

60 80 100 120 

Mean Arterial Pressure (mm Hg) 

Figure 3: Effect of melatonin (vehicle: full squares, n = 7; melatonin 60; open squares, n = 7; 

melatonin 600 ng.kg-1.h-1, open circles, n = 7) on cerebral arteriolar diameter during 

hypotensive hemorrhage. 

* = p s 0.05, versus baseline, paired t-test with Bonferroni correction after A.l\JOVA 
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3. Effets de la mélatonine sur le diamétre des artères cérébrales in vivo 

Effects of melatonin on rat pi al arteriolar diameter in vivo 

Br. J. Pharmacol.127 : 1666-1670, 1999. 

Olivier Régrigny, Philippe Delagrange l , Elizabeth Scalbert l , Isabelle Lartaud-Idjouadiene, 

Jeffrey Atkinson, & Jean-Marc Chillon. 
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place des Pléiades, 92415 Courbevoie Cedex, France 



105 

RESUME 

Les résultats obtenus dans l'étude précédente nous ont permis de conclure que la 

mélatonine augmentait les capacités de vasodilatation du système cérébro-vasculaire face à une 

chute de pression artérielle moyenne. Cette augmentation est due à une constriction du système 

cérébro-vasculaire par la mélatonine. En effet, la mélatonine constricte aussi bien les artères 

cérébrales de large diamètre telles que l'artère cérébrale moyenne (Geary et coll., 1997) et les 

artérioles de petit diamètre visualisées par l'intermédiaire de la fenêtre crânienne. Il a déjà été 

établi que la mélatonine constricte les artères cérébrales moyennes après activation d'un 

récepteur (MT l et/ou MT 2) par blocage des canaux potassiques calcium-dépendant de large 

conductance (Geary et colL, 1997). 

Dans cette étude, nous avons voulu déterminer à l'aide d'outils pharmacologiques si les 

mécanismes d'action de la mélatonine sur les artérioles cérébrales étaient similaires. 

La troisième étude présentée dans ce chapitre a donc été réalisée afin : 

1. de vérifier que la mélatonine, administrée in situ dans la fenêtre crânienne et non plus i. v. 

est bien un constricteur des artérioles cérébrales 

2. de déterminer le mécanisme d'action par lequel la mélatonine constricte les artérioles 

cérébrales. 

Pour cela, nous utiliserons la technique de la "fenêtre crânienne", qUI nous permet 

d'appliquer directement les différents outils pharmacologiques (agonistes, antagonistes, .. ) sur 

les artérioles cérébrales en superfusant la préparation. Nous avons dans un premier temps 

vérifié que la mélatonine constricte les artérioles cérébrales dans ces conditions expérimentales. 

Pour ensuite étudier son mécanisme d'action, nous avons utilisé le luzindole (un antagoniste 



106 

des récepteurs MT 1 et MT 2) afin de déterminer si cet effet était médié ou non par les 

récepteurs mélatoninergiques. Finalement, comme il a déjà été reporté que la mélatonine 

constricte les artères cérébrales par l'intermédiaire des BKca2+ (Geary et coll., 1997), nous 

avons voulu vérifier leur rôle dans la constriction des artérioles cérébrales induite par la 

mélatonine. Nous avons donc utilisé un inhibiteur des BKca2+, le TEA, et un activateur des 

BKca2+, le NS1619, afin de voir leurs effets sur les constrictions induites par la mélatonine. 

Les résultats de cette étude, nous ont permis de conclure que : 

1. la mélatonine est bien un vasoconstricteur direct des artérioles cérébrales (EC5o de 3,0 ± 

0,1 10-8 M), 

2. cet effet vasoconstricteur est médié par l'inhibition des canaux BKca2+ suite à l'activation 

des récepteurs MTl et/ou MT2. 

Sur la figure 2 de cette publication, le diamètre des veines cérébrales apparaît augmenté 

suite à l'administration de mélatonine dans la fenêtre crânienne. Au cours de nos 

expérimentations, nous avons mesuré uniquement le diamètre des artérioles cérébrales et pas 

celui des veines et donc nous ne disposons pas de valeurs précises pour quantifier ce 

phénomène. Un effet potentiel de la mélatonine sur la circulation veineuse cérébrale et son 

influence éventuel sur l'autorégulation du DSC reste donc à déterminer. 

Nous avons donc démontré que la mélatonine est un vasoconstricteur des artérioles 

cérébrales. Il est établi que les traitements chroniques par des vasoconstricteurs peuvent avoir 

des effets trophiques sur la paroi vasculaire (Du et coll., 1996). Au cours du vieillissement, la 

concentration plasmatique de mélatonine diminue (Sack et coll., 1986), et la structure de la 

paroi des artérioles cérébrales change (Hadju et coll., 1990) avec en particulier une atrophie de 
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la paroi. n est donc envisageable que la mélatonine contribue aux changements structuraux que 

subissent les artérioles cérébrales au cours du vieillissement. 
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SUMMARY 

1 Based on our finding that melatonin decreased the lower limit of cerebral blood flow 

autoregulation in rat, we previously suggested that melatonin constricts cerebral arterioles. The 

goal of tbis study was to demonstrate tbis vasoconstrictor action and investigate the 

mechanisms involved. 

2 The effects of cumulative doses of melatonin (10-10 to 10-6 M) were examined in cerebral 

arterioles (30-50 !lm) of male Wistar rats using an open skull preparation. Cerebral arterioles 

were exposed to 2 doses of melatonin (3 x 10-9 and 3 x 10-8 M) in the absence and presence of 

the MT 1 and/or MT 2 receptor antagonist, luzindole (2 x 10-6 M) and the Ca2+ -activated K+ 

(BKca) channel blocker, tetraethylammonium (TEA +, 10-4 M). The effect of L-nitro arginine 

methyl ester (L-NAME, 10-8 M) was examined on arterioles after TEA+ superfusion. Cerebral 

arterioles were aIso exposed to the BKca activator, NS 1619 (10-5 M), and to sodium 

nitroprusside (SNP, 10-8 M) in the absence and presence of melatonin (3 x 10-8 M). 

3 Melatonin induced a dose-dependent constriction with an ECso of 3. O±O. 1 nM and a 

maximal constriction of -15± l %. Luzindole abolished melatonin-induced vasoconstriction. 

TEA+ induced significant vasoconstriction (-10±2%). No additional vasoconstriction was 

observed when melatonin was added to the aCSF in presence of TEA+, whereas L-NAME still 

induced vasoconstriction (-10±1%). NS1619 induced vasodilatation (+11±1%) which was 

50% less in presence of melatonin. Vasodilatation induced by SNP (+ 12±2%) was not 

diminished by melatonin. 
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4 Melatonin directly constricts small diameter cerebral arterioles in rats. This vasoconstrictor 

effect is mediated by inhibition of BKca channels following activation of MT l and/or MT 2 

receptors. 

KEYWORDS: melatonin, cerebral arterioles, potassium channel s, cerebral blood flow 

autoregulation 
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aItificial cerebrospinal fluid 

Ca2+ activated large-conductance K+ channel 

L-nitro arginine methyl ester 

sodium nitroprusside 

tetraethylammonium 
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INTRODUCTION 

We recently reported that melatonin increased the autoregulatory cerebrovascular 

dilatory capacity and improved the cerebrovascular security margin in rats (Régrigny et al., 

1998), suggesting a potential protective effect of melatonin against hypotension-induced 

cerebral ischemia (Shuaib, 1992, Daffertshofer and Hennerici, 1995, Skoog, 1997). We 

suggested that melatonin increases the cerebrovascular dilatory capacity by constricting not 

only large cerebral influx arteries but also cerebral microvessels (Régrigny et al., 1998). 

Melatonin is known to constrict large-diameter cerebral arteries in vitro, following G protein­

dependent inhibition of Ca2+ activated large-conductance K+ (BKca) channels (Geary et al., 

1997). In contrast, little is known of the effects of melatonin on small diameter cerebral 

arterioles which are involved in cerebral blood flow autoregulation. 

The tirst goal of this study was to investigate the contractile effects of melatonin on small 

diameter (less than 50 /lm) cerebral arterioles. The second goal was to determine whether the 

contractile effect of melatonin on small diameter cerebral arterioles was mediated by inhibition 

of BKca channels following activation of melatonin (MT l and! or MT 2) receptors, as previously 

described for large-diameter cerebral arteries (Geary et al., 1997). Experiments were 

performed using an open skull preparation in anesthetized rats. 

Part of these results was presented at the Winter Meeting of the British Pharmacological 

Society, Brighton (Chillon et al., 1999). 
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METHODS 

AnimaIs and open skull preparation. 

Experiments were performed on adult, male Wistar rats (lco : WI, lOPS AFlHan; IfIa­

Credo, l'Arbresle, France, body weight = 538 ± 22 g; 8-9 months). Animais were allowed free 

access to food and water, and housed at 24°C under controlled conditions of light-dark cycle 

(LID: 12H/12H, lights on at 6 am and off at 6 pm). Experiments were performed in accordance 

with the guidelines of the European Union and the French Ministry of Agriculture (permits 54-

4 and 03575) .. 

AnimaIs were anesthetized with sodium pentobarbitone (60 mg kg-l, i.p.) at 9 am. A 

polyethylene cannula (Merck Biotrol, Chennevieres, France) was introduced into the left 

femoral artery, and connected to a low volume, strain-gauge transducer (Baxter, Bentley 

Laboratories, Europe) for measurement of blood pressure and heart rate. A polyethylene 

cannula was introduced into the right femoral artery to withdraw blood for measurement of 

arterial blood gases (pH, Pa02 and PaC02, mmHg; 170 pHIBlood Gas Analyzer, Corning 

Medical, Medfield, USA). A silicone catheter (Sigma Medical, Nanterre, France) was 

introduced into the left femoral vein, and connected to a pump (Bioblock Scientific, Paris, 

France) for infusion of sodium pentobarbitone (at a rate of 0.25 ml h-l; 20 mg kg-1 h-1) 

throughout the experiment to maintain anesthesia. AnimaIs were intubated and mechanically 

ventilated with room air (60 strokes min-l; 10 ml kil). Paralysis of skeletal muscle was 

obtained with gallamine triethiodide (20 mg kg- l i.v.) repeated every hour. Because the animals 

were paralyzed, the depth of anesthesia was evaluated by applying pressure to the tail and 

observing changes in heart rate and blood pressure. Rectal temperature was maintained at 37-
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38°C with a heating pad. At the end of the experiment, animaIs were killed while under general 

anesthesia. 

Measurement of arteriolar diameter. 

We measured the diameter of first order arterioles of the cerebrum (Harper and Bohlen, 

1984) through an open skull preparation (Chillon et al., 1996, 1997). The head was placed in 

an adjustable head holder, and a 1 cm incision was made in the skin to expose the skull. The 

skin edges were retracted with sutures, and ports placed for inflow and outflow of artificial 

cerebrospinal fluid (aCSF). Craniotomy was performed over the left parietal cortex, and the 

dura was incised to expose cerebral vessels. The exposed brain was continuously suffused 

(3 ml min-l) with aCSF, warmed to 37-38° C and equilibrated with a gas mixture of 5% CO2-

95% N2. The composition of the aCSF was (mM) KCl, 3.0; MgCh, 0.6; CaCh, 1.5; NaCI, 

131.9; NaHC03, 24.6; urea, 6.7; and glucose, 3.7 (Chillon et al., 1996, 1997). 

Arterioles were monitored through a microscope (Stemi 2000-C, Carl Zeiss Jena 

GMBH, Jena, Germany) connected to a closed-circuit video system with a final magnification 

of x 400. Images of arterioles were digitized using a video frame. Arteriolar diameter was 

measured from the digitized images with image analysis software (Saisam®, Microvision 

Instruments, Evry, France). The precision ofthis system is 0.5 ~m (1 pixel = 0.5 ~m). 

Experimental protocols. 

In a first experiment, we determined the effects of melatonin on cerebral arterioles. We 

examined latency and duration of the response induced by melatonin. For this we measured 

cerebral arteriolar diameter (n = 5) every 5 min during perfusion with aCSF plus melatonin 

(10-6 M). After 25 min, melatonin perfusion was stopped and we measur~d retum in diameter 



113 

to baseline. A cumulative concentration-response curve for melatonin (n = 8) was constructed 

by adding increasing concentrations ofmelatonin in the range of 10-10 to 10-6 M. For each rat, a 

sigmoid curve fit was then calculated with the least squares method: 

y = min + (max - min) / ( 1 + ( 10 logECso /10 logX) slope) 

where: Y = diameter variation (!lm), X = dose of melatonin (M), mm = mInImUm, max = 

maximum, EC50 = the half-maximum effect, and slope = the slope of the curve. 

The averages of min, max, EC50 and slopes were then used to determine the average 

response curve. For the remainder of the experiments, 2 doses of melatonin, 3 x 10-9 M (ECso, 

see results) and 3 x 10-8 M (inframaximal, see results) were used. 

In a second set of experiments, we explored the mechanisms by which melatonin induced 

contraction of cerebral arterioles. The effects of the melatonin receptor (MT 1 and MT 2) 

antagonist, luzindole (Dubocovich, 1995) (n = 7), and the BKca channel blocker, 

tetraethylammonium (Brayden and Nelson, 1992) (TEA+, n = 6) on arteriolar vasoconstriction 

induced by melatonin were determined. Cerebral arterioles were exposed to 2 cumulative doses 

of melatonin (3 x 10-9 and 3 x 10-8 M) prior to and after 20 min of superfusion of the craniai 

window with aCSF plus luzindole (2 x 10-6 M) or TEA+ (10-4 M). In order to verify that 

cerebral arterioles were still able to constrict after TEA+, we repeated this experiment (n = 4) 

with L-nitro arginine methyl ester (L-NAME, 10-8 M, a concentration which induced 

constriction of amplitude similar to that induced by melatonin, 3 x 10-8 M) instead of 

melatonin. The effect of melatonin on the vasodilatation of cerebral arterioles induced by the 

BKca channel activator NS 1619 (Holland et al., 1996) (n = 6) was also assessed in the same 

rats. For this, cerebral arterioles were exposed to NS 1619 (10-5 M) prior to and 15 min after 
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addition of melatonin at 3 x 10-8 M in the aCSF. To verify that the effect of melatonin on 

NS1619-induced vasodilatation was specific, we repeated this experiment (n = 4) with another 

vasodilatator, sodium nitroprusside (SNP, 10-8 M, a concentration which induced a similar 

degree of dilatation to that induced by NS 1619). Finally, to verify that NS 1619 acts via BKca 

channel in this preparation, we studied the effect of TEA+ (10-4 M) on NS1619-induced 

vasodilatation (10-5 M, n = 6). For this, cerebral arterioles were exposed to NS1619 prior to 

and 15 min after addition of TEA + in the aCSF. 

AlI experiments started 30 min after completion ofsurgery which lasted about 2 hours. 

AlI drugs, individually or in combination, were added to the aCSF at their final concentration 

and superfused in the craniai window until a stable response was obtained. For each drug 

concentration, diameters of cerebral arterioles, arterial blood pressure, heart rate, and blood 

gases were measured prior to the infusion of the drug and after stabilization of the diameter 

under drug infusion (about 20 min). Responses of cerebral arterioles to the various drugs were 

defined as the differences in diameters measured at the same point on the cerebral arteriole 

prior to and during drug infusion. Responses of cerebral arterioles were expressed either as 

absolute change in diameter (flm) or as percentage change, using the diameter measured prior 

to drug infusion as baseline. The craniai window was continuously superfused with aCSF 

between drug exposure for 30 min to washout drugs and allow the diameter of the cerebral 

arterioles to return to baseline. 
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Substances used 

Melatonin, luzindole, TEAr
, NS1619, SNP, L-NAME and gallamine triethiodide were 

purchased from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Melatonin, luzindole and 

NS1619 were dissolved in aCSF plus absolute ethanol (0.1% v vol) and protected from light. 

Control studies showed that the solvent had no effect on cerebral arteriolar diameter (43 ± 3 vs 

baseline 45 ± 2 !lm). Doses are expressed as base. Gases were purchased from Air Liquide 

(Nancy, France). Sodium pentobarbitone was purchased from Sanofi Santé Animale (Libourne, 

France). KCI, MgCh, CaCh, NaCl, NaHC03, urea and glucose were purchased from Merck 

KGaA (Darmstadt, Germany). 

Statistical analysis. 

Results are expressed as means ± s.e.mean. The experimental protocol was designed to 

use one-way analysis of variance (ANOVA). Significant differences between means were 

determined using the Bonferroni test. The probability level chosen was P ~ 0.05. 

RESlJLTS 

Cumulative concentration-response curve for melatonin. 

Melatonin induced dose-dependent constriction of cerebral arterioles (figures 1, 2 and 3). 

The constriction of cerebral arterioles was maximal after 10 min perfusion with aCSF plus 

melatonin (10-6 M). Thirty minutes after the end of the melatonin superfusion, cerebral 

arteriolar diameter returned to baseline values (figure 3). The responses of cerebral arterioles 

to cumulative doses of melatonin were fit to a sigmoid curve (Y = (-5.6±0.2) + ((5.7±0.5) / 

(1+ (10s.5±o.2 / 101ogX»l.O±O.1); R2 = 0.98; P < 0.01) with an EC50 of 3.0 ± 0.1 nM, a maximum 
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constriction of -5.6 ± 0.2 Ilm (-15 ± 1% vs baseline 38 ± 2 Ilm) and a slope of 1.0 ± 0.1 

Ilm.mmor1.L. 

Effects of luzindole on melatonin-induced constriction. 

Luzindole (2 x 10-6 M), had no significant effect on cerebral arteriolar diameter (46±2 

Ilm vs baseline diameter: 46 ± 2 Ilm) but abolished the constriction induced by melatonin 

(figure 4). 

Effects of TEA + on melatonin-induced constriction. 

The BKca channel blocker, TEA+ (10-4 M), induced significant constriction of cerebral 

arterioles (-10 ± 2% vs baseline 48 ± 2 Ilm) of a similar amplitude to that induced by melatonin 

(3 x 10-8 M: -14 ± 1% vs baseline 47 ± 3 Ilm). No additional vasoconstriction was observed 

when melatonin (3 x 10-9 and 3 x 10-8 M) was added to the aCSF in presence of TEA+ 

(figure 5). 

Effects of L-NAME on TEA + -induced constriction. 

The absence of vasoconstriction in cerebral arterioles preconstricted with TEA'" was 

specifie for melatonin as L-NAME (10-8 M) in the presence of TEA+ induced an additional, 

significant vasoconstrictor response (figure 5). 

Effects ofmelatonin on NS1619- or SNP- induced dilatation of cerebral arterioles. 

The BKca channel activator NS 1619 (10-5 M) induced a significant increase in cerebral 

arteriolar diameter (+ Il ± 1%; vs baseline 45 ± 3 Ilm; figure 6). Melatonin (3 x 10-8 M) 

induced significant constriction of cerebral arterioles (-13 ± 1 % vs baseline 45 ± 3 Ilm). 

NS1619-induced vasodilatation in the presence ofmelatonin was reduced by 50% (+5 ± 1% vs 



117 

baseline 39 ± 3 !lm; figure 6). TEA+ significantly reduced vasodilatation induced by NS1619 

(+16 ± 2% vs +8 ± 1%). 

SNP (10-8 M) induced significant vasodilatation (+12 ± 2%; vs baseline 39 ± 6 Jlm; 

figure 6). Melatonin (3 x 10-8 M) induced significant constriction of cerebral arterioles (-12 ± 

1 % vs baseline 37 ± 6 !lm). The vasodilator response to SNP in the presence of melatonin (+ 17 

± 4% vs baseline 33 ± 6 !lm) was equal to that obtained prior to melatonin superfusion 

(figure 6). 

Luzindole, melatonin, TEA+, NS1619, L-NAME or SNP in the craniai window had no 

significant effect on systemic hemodynamics or blood gas parameters as heart rate (357 ± 14 

bpm), mean arterial blood pressure (120 ± 2 mmHg), pH (7.39 ± 0.01), Pa02 (96 ± 3 mmHg) 

and PaC02 (36 ± 1 mmHg) did not change significantly throughout the experiment. 

DISCUSSION 

The present study shows that melatonin constricts small diameter cerebral arterioles in 

situ in anesthetized rats. This effect appears to be mediated by the binding of melatonin on 

MT 1 and/or MT 2 receptors as the melatoninergic receptor (MT 1 and MT 2) antagonist, 

luzindole, aboli shed the response of cerebral arterioles to melatonin. Furthermore, our results 

suggest that the vasoconstriction induced by melatonin is due to inhibition of BKca channels as 

melatonin failed to elicit vasoconstriction when BKca channels were already inhibited by TEA+ 

and reduced the vasodilatation induced by the BKca activator, NS 1619. 

We previously suggested that melatonin constricts not only large cerebral influx arteries 

but aiso cerebral arterioles (Régrigny et al., 1998). A direct vasoconstrictor effect of melatonin 

on large-diameter cerebral arteries has already been established (Geary et a!., 1997). Our 
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hypothesis that melatonin would vasoconstrict small diameter cerebral arterioles was based on 

the following observations. First, the cerebrovascular response to carbon dioxide, which is a 

measure of the dilatory capacity of cerebral microvessels (Heistad et al., 1980, Wei et al., 

1980, Jones et al., 1989), was increased in a concentration-dependent manner following 

melatonin infusion (Régrigny et al., 1998). Second, melatonin infusion shifted the lower limit 

of cerebral blood flow autoregulation towards a lower level of blood pressure (Régrigny et al., 

1998), an effect that, according to the hypothesis of Paulson and Waldemar (1990), would 

only be observed if melatonin constricted not only large diameter cerebral arteries but also 

cerebral microvessels. 

The present results confirm our hypothesis that melatonin constricts small diameter 

cerebral arterioles. In our study, melatonin constricted cerebral arterioles in situ with a potency 

(ECso = 3.0 ± 0.1 nM) similar to that described for large diameter cerebral arteries in vitro 

pressurized to physiologicallevels (ECso = 2.7 nM) (Geary et al., 1997) or for pressurized tail 

arteries (0.7-3.2 nM) (Ting et al., 1997). Furthermore, the maximal decrease in diameter 

observed in our study (-15%) was also similar to that measured in large-diameter cerebral (10-

17%) (Geary et al., 1997) or in tail arteries (19-20%) (Ting et al., 1997). The response to 

melatonin was similar to that produced by maximum dose of another vasoconstrictor, 

endothelin (22 ± 5%) (Faraci, 1989). 

The contractile effect of melatonin on cerebral arterioles was aboli shed by pretreatment 

with luzindole, a melatoninergic receptor antagonist (Krause and Dubocovich, 1991) at a 

concentration tbat has been reported to antagonize melatonin-induced vasoconstriction in 

isolated middle cerebral arteries (Geary et al., 1997). This result supports the hypothesis that, 

as in large-diameter cerebral arteries (Geary et al., 1997), melatonin acts on a vascular MT l 
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and/or MT2 receptor. However, as melatonin is known to be an anti-oxidant (Reiter, 1997) and 

as free radicals are known to dilate blood vessels via effects on potassium channels (Archer et 

al., 1994) we cannot rule out the possibility that such a mechanism is at Ieast partIy responsible 

for melatonin-induced constriction in our experiments. 

In large diameter cerebral arteries, such as the middle cerebral artery, melatonin induces 

vasoconstriction by blockade of receptor-coupled BKca (Geary et al., 1997). The present 

results suggest that the same mechanism operates in arterioles. Melatonin failed to elicit further 

vasoconstriction in cerebral arterioles preconstricted with the BKca channel blocker TEA+, 

suggesting that the two drugs act via the same pathway. This was confirmed when we 

examined the effect of a vasoconstrictor with a different mechanism of action, L-NAME, on 

cerebral arterioles preconstricted with TEA+. L-NAME significantly constricted cerebral 

arterioles preconstricted with TEA +. An additional indication that melatonin-induced 

vasoconstriction in cerebral arterioles is mediated by the BKca channels is given by the results 

of the experiment using NS1619. NS1619, a BKca channel opener, induced vasodilatation in 

cerebral arterioles and this was antagonized by melatonin and TEA +. This effect of melatonin 

appears to be specifie for the BKca channel opener, NS1619, as melatonin failed to antagonize 

vasodilatation of cerebral arterioles induced by a vasodilatory agent with a different mechanism 

of action, SNP. NS1619 has been shown to inhibit L-type Ca2+ channels and voltage-activated 

K+ channels (Rolland et al., 1996), however the fact that TEA+ inhibits NS1619 vasodilatation 

is consistent with· an effect ofNS 1619 on BKca channels in our preparation. 
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Implications of our findings 

In conclusion, the present results show that rnelatonin vasoconstricts srnall diarneter 

cerebral arterioles. This direct constrictor effect of rnelatonin in srnall diarneter cerebral 

arterioles appears to be rnediated by rnelatoninergic (MT l and/or MT 2) receptors. The results 

aIso suggest that, as observed in large-diarneter cerebral arteries (Geary et al., 1997), 

vasoconstriction induced by activation of the receptor is rnediated by inhibition of BKca 

channels. This direct vasoconstrictor effect of rnelatonin observed in vivo on cerebral 

arterioles, together with the vasoconstrictor effect of rnelatonin observed in vitro on large­

diameter cerebral arteries (Geary et al., 1997), rnay explain the increase in the cerebrovascular 

dilatory capacity and the decrease of the lower lirnit of cerebral blood flow autoregulation that 

we have previously described (Régrigny et al., 1998). 
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Figure 1: Cumulative concentration-response curve for melatonin. Results are expressed as 

change in diameter from baseline. 

Values are means ± s.e.mean; n = 8. The sigmoid curve was calculated as the average of the 

individual curves obtained by least squares analysis of each data set (see Methods). 
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A B 

Figure 2: Cerebral arterioles (a) and cerebral veins (v) superfused with aCSF (A) or with aCSF 

plus rnelatonin (10-6 M; B). Arrows show the reduction in arteriolar diarneter induced by 

rnelatonin. 
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Figure 3: Latency and duration effect of melatonin (10.6 M) on cerebral arteriolar diameter. 

Arrow shows the end of the melatonin perfusion. 

Values are means ± s.e.mean; n = 5. * P:s: 0.05 vs. baseline. 
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Figure 4 Effect of melatonin (3 x 10-9 and 3 x 10-8 M) prior to (aCSF) and after luzindole 

(2 X 10-6 M). 

Values are means ± s.e.mean; n = 7. * P :::; 0.05 vs. baseline. t P :::; 0.05 vs. responses induced 

by melatonin alone. 
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Figure 5: Effect of melatonin (3 x 10-9 and 3 x 10-8 M; n = 6) or L-NAi\1E (10-8 M; li = 4) 

prior to (aCSF) and after TEA~ (10-4 M). 

Values are means ± s.emean. * P S; 0.05 vs. baseline. + P S; 0.05 vs. responses induced by 

melatonin alone 
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III in absence of melatonin 
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Figure 6: Effect ofmelatonin (3 x 10-8 M) on th~ vasodilatory response to NS1619 (10-5 M; n 

= 6) or SNP (10-8 M; n = 4). 

Values are means ± s.e.mean. * P s 0.05 vs. baseline. t P s 0.05 vs. responses induced by 

NS1619. 
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4. Structure et fonction des artérioles cérébrales chez le rat pinealectomisé 

Cerebral arteriolar structure and function in pinealectomized rats. 

Olivier Régrigny, François Dupuis, Jeffreyi\tkillspn, Patrick Limifiana, Philippe Delagrange1, 

Elizabeth Scalbert1, & Jean-Marc Chillon. 

Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire (EA 3116), Faculté de Pharmacie de 

l'Université Henri Poincaré-Nancy l, 5 rue Albert Lebrun, 54000 Nancy and l IRIS, 6 place 

des Pléiades, 92415 Courbevoie Cedex, France 
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RESUME 

Les expériences précédentes nous ont permis d'étudier les effets d'une administration 

aiguë de mélatonine. Nous avons ainsi observé que la mélatonine est un vasoconstricteur des 

artérioles cérébrales. Cet effet est médié par l'inhibition des canaux BKca2+ suite à l'activation 

des récepteurs MT 1 et! ou MT 2. Cette vasoconstriction des artérioles cérébrales de petit 

diamètre associée à celle des artères cérébrales de large diamètre (artère cérébrale moyenne 

(Geary et coll., 1997» augmente la réserve de vasodilatation cérébro-vasculaire et déplace la 

limite basse de l'autorégulation du DSC vers de plus faibles valeurs de pression artérielle 

moyenne systémique. Comme la mélatonine n'a aucun impact sur la pression artérielle moyenne 

systémique, la marge de sécurité du DSC augmente. Les deux dernières expériences présentées 

dans cette thèse ont eu pour but d'examiner les effets chroniques de la mélatonine sur la 

structure des artérioles cérébrales et sur la limite basse de l'autorégulation du DSC. 

Il est en effet établi que les traitements chroniques par des vasoconstricteurs (e.g. 

l' endotheline) peuvent avoir des effets trophiques sur la paroi vasculaire par des mécanismes 

de conversation croisée (Du et coll., 1996). Nous avons donc émis l'hypothèse que la 

mélatonine, en activant ces récepteurs, pouvait induire d'une part une vasoconstriction, et 

d'autre part entraîner une activation de voies de transduction intracellulaire induisant une 

stimulation des rho kinases et une prolifération cellulaire. Si tel est le cas, la diminution 

progressive de la concentration plasmatique de mélatonine observée avec l'âge (Sack et colL, 

1986) pourrait être un des facteurs contribuant au développement de l'atrophie de la paroi des 

artérioles cérébrales avec le vieillissement (Hadju et colL, 1990). Cette atrophie étant associée 

à une dimimltion de la distensibilité de la paroi des artérioles cérébrales, cela pourrait 

contribuer à la diminution de la réserve vasodilatatrice et à l'augmentation de la limite basse 

observée chez les sujets âgés. 
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Nous avons donc émit l'hypothèse que la suppression de la production de mélatonine 

chez un animal jeune pourrait entraîner les mêmes altérations structurales des artérioles 

cérébrales que celles décrites chez le rat âgé, à savoir une atrophie de la paroi vasculaire 

associée à une diminution de sa distensibilité. Nous avons également supposé que, suite à ces 

altérations des artérioles cérébrales, la limite basse de l'autorégulation du DSC pourrait être 

augmentée chez ces rats jeunes privés de mélatonine. 

Pour tester cette hypothèse, nous avons effectué des pinéalectomies sur des rats jeunes 

(2 mois) et nous avons comparé la structure et la fonction de leur artérioles cérébrales à celles 

de rats non pinéalectomisés. Afin de vérifier que les effets observés étaient bien dus à la 

privation de mélatonine nous avons également comparé la structure et la fonction des artérioles 

cérébrales des rats pinéalectomisés à celles de rats pinéalectomisés ayant reçu un traitement 

substitutif à la mélatonine. 

Nous avons conclu que la pinéalectomie des jeunes rats induit une atrophie de la paroi 

des artérioles cérébrales ainsi qu'une réduction de leur distensibilité. Ces changements ne sont 

cependant pas suffisant pour modifier les capacités d'autorégulation du débit sanguin cérébral 

de ces animaux. Les effets de la pinéalectomie sur la structure des artérioles cérébrales étant 

reversés par la mélatonine, c'est probablement la diminution de la production de cette dernière 

qui est à l'origine des altérations obtenues. 

Ainsi, une privation de mélatonine, même pour une courte période (ici 1 mois) induit des 

changements structuraux des artérioles cérébrales comparables à ceux retrouvés chez des rats 

âgés (Hadju et coll., 1990). Comme la production de mélatonine diminue avec l'âge (Sack et 

coll., 1986), op. peut penser que la mélatonine joue un rôle dans les altérations structurelles des 

artérioles cérébrales associées à l'âge. Si tel est le cas, la mélatonine pourrait être un traitement 

efficace contre le vieillissement des artérioles cérébrales. 
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ABSTRACT 

Background: As melatonin is a vasoconstrictor of cerebral arterioles and chromc treatment 

with vasoconstrictors has trophic effects on the vascular wall, we examined the effects of 

pinealectomy on cerebral arteriole structure and function and on cerebral blood flow (CBF) 

autoregulation in young male Wistar rats. 

Methods and resuits: Rats were divided into 4 groups: controis (n=8), pinealectomized 

(n=lO), pinealectomized plus melatonin (0.5 mg.kg-l.dail in the drinking water; n=9) and 

sham-operated rats (n=8). Four weeks later, we studied the lower limit ofCBF autoregulation 

by repeated measurement ofCBF (a.u., laser doppler) and mean arterial pressure at baseline 

and during stepwise hemorrhage hypotension. InternaI arteriolar diameter (/lm, craniai 

window) was also measured. Following dilatation (EDTA, 67 mmollL), stress-strain 

relationships were calculated from repeated measurement of internaI arteriolar diameter during 

stepwise hypotension and cross-sectional area of the vessel wall (CSA). Pinealectomy had no 

effect on the lower limit of cerebral blood flow autoregulation or on the vasodilatory capacity 

of cerebral arterioles following stepwise hypotension. CSA decreased following pinealectomy 

(550±34 vs 819±36 /lm2; P<O.05) and was restored by melatonin (924±39 /lm2). The stress­

strain curve was steeper and the tangential elastic modulus was higher in pinealectomized 

compared to sham-operated rats (6.8±1.0 vs 4.6±0.4 10-5 N/m2; P<0.05). Melatonin abolished 

the increase in the tangential elastic modulus (4.9±0.8 10-5 N/m2). 

Conclusions: Pinealectomy of young rats induces atrophy of the cerebral arteriole wall 

associated with a decrease in passive distensibility. These effects are prevented by melatonin. 

They do not modify the cerebrovascular autoregulatory response to hypotension. 
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CONDENSED ABSTRACT: 

We examined the etfects of pinealectomy on cerebral arteriole structure and function and 

cerebral blood flow (CBF) autoregulation in rats. In controls (n=8), pinealectomized (n=lO), 

pinealectomized plus melatonin (0.5 mg.kg-1.dai l ; n=9) and sham-operated rats (n=8) we 

measured the Iower limit of CBF autoregulation, the cross-sectional area of the vessei wall and 

the stress-strain relationship. Pinealectomy had no effect on the vasodilatory capacity of 

cerebral arterioles following a fall in blood pressure or on the lower limit of CBF 

autoregulation but decreased CSA and increased the tangential elastic modulus. These latter 

effects were prevented by melatonin. 

KEYWORDS: cerebral circulation; blood flow; mechanics; hemorrhage 
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We recently reported that melatonin shifted the lower limit of cerebral blood flow 

autoregulation toward lower values of pressure without any change in systemic mean arterial 

pressure (Régrigny et al., 1998). Thus, melatonin improved the cerebrovascular security 

margin in rats, suggesting a potential protective effect of melatonin against hypotension-

induced cerebral ischemia (Shuaib, 1992, Daffertshofer and Hennerici, 1995, Skoog, 1997). 

We reported that melatonin shifted the lower limit of cerebral blood flow autoregulation by 

constricting cerebral arteries and arterioles following activation of MT 1 and! or MT 2 receptors 

(Régrigny et al., 1999). 

As vasoconstrictors acting via membrane receptors trigger intracellular responses 

(Machesky et Hall, 1996) that lead to hypertrophy (Finkel, 1999) following interaction with 

growth factors (via a cross talk mechanism), we speculated that a decrease in melatonin 

production by pinealectomy lead to hypotrophy, that this alters arteriolar structure and 

function and so produces a shift in autoregulation. 

The goal of this study was to examine the effects of melatonin deprival following 

pinealectomy on cerebral arteriole structure and mechanics and on the lower Iimit of cerebral 

blood flow autoregulation in young normotensive rats. In order to evaluate to what extent the 

alterations produced by pinealectomy were consecutive to melatonin deprival, we also studied 

arteriolar structure and function in pinealectomized rats treated for 1 month with melatonin. 

METHODS 

AnimaIs and operative procedures. 

Experiments were performed on male Wistar rats (lco: WI, IOPS AFlHan; Iffa-Credo, 

l'Arbresle, France; body weight = 378 ± Ilg). At 8 weeks of age, rats were divided into 4 

groups: controls (n = 8), pinealectomized (n = 10), pinealectomized plus melatonin (0.5 

mg.kg-1.day"1 in the drinking water; n = 9) and sham-operated rats (n:: 8). 
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The animals were pinealectornized under pentobarbital anesthesia (60 mg/kg). Briefly the 

head was placed in a stereotaxie device, the skull was exposed and a hole (5 mm in diameter) 

was drilled above the lambda. The venous sinus was incised and the pineal gland located 

underneath the sinus was removed by aspiration. The skin was then sutured and the rats 

received a single injection ofpenicillin (120000 IU/kg, im). Sham-operated animaIs were 

submitted to the same procedure except that the pineal gland was not removed. Control 

animaIs were not submitted to the operation. 

Melatonin was prepared three times a week by dissolving the drug (12 mg) in ethanol (1 

ml; 100% v/v). This solution was then diluted with demineralized water to a final concentration 

of 6 mg/L (concentration of ethanol: 0.05%). Untreated rats received a solution prepared in 

the same wayexcept that melatonin was ornitted. Fluid consumption and body weights of 

untreated or treated rats were determined weekly throughout the treatment. 

AnimaIs were allowed free access to food and fluid, housed at 24°C and exposed to 12 

hours oflight (lights on at 6 am and offat 6 p.m.). Experiments were performed in accordance 

with the guidelines of the French Ministry of Agriculture (perrnits 54-4 and 03575). 

After 1 month of treatment, we exarnined the cerebral circulation and the structure and 

mechanics of cerebral arterioles. Animals were weighed and anesthetized with sodium 

pentobarbital (60 mg.kg"l, i.p.) at 9 am. A polyethylene cannula (Merck Biotrol, Chennevieres, 

France) was introduced into the left femoral artery, and connected to a low volume, strain­

gauge transducer (Baxter, Bentley Laboratories, Europe) for measurement ofblood pressure 

and heart rate. A polyethylene cannula (Merck Biotrol, Chennevieres, France) was introduced 

into the right femorai artery to withdraw blood for measurement of arterial blood gases and the 

production ofhypotension. A silicone catheter (Sigma Medical, Nanterre, France) was 

introduced into a femoral vein, and was connected to a pump (Bioblock Scientific, Paris, 
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France) for infusion of sodium pentobarbital (0.25 ml.h- l ; 20 mg.kg-1.h- I ) to maintain anesthesia 

throughout the experiment. AnimaIs were intubated and mechanically ventilated with room air 

(60 strokes per minutes; 10 ml per kg). Paralysis of skeletal muscles was obtained with an 

injection of gallamine triethiodide (20 mg.kg- l i.v.) repeated every hour. Because the animaIs 

were paralyzed, the depth of anesthesia was periodically evaluated by applying pressure to the 

tail and observing changes in heart rate and blood pressure. Rectal temperature was maintained 

at 37-38°C with a heating pad. 

Measurement of arteriolar diameter. 

We measured diameter in first order arterioles of the cerebrum (Harper and Bohlen, 

1984) through an open skull preparation (Chillon et al., 1996, 1997) The head was placed in 

an adjustable head holder. A 1 cm incision was made in the skin to expose the skull. Ports were 

placed for inflow and outflow of artificial cerebrospinal fluid (CSF). Craniotomy was 

performed over the left parietal cortex, and the dura was incised to expose cerebral vessels. 

The exposed brain was continuously suffused with artificial CSF, warmed to 37-38° C and 

equilibrated with a gas mixture of5% CO2-95% N2 . The composition of the CSF was (in 

mmol/L) KCl, 3.0; MgCh, 0.6; CaCh, 1.5; NaCl, 131.9; NaHC03, 24.6; urea, 6.7; and 

glucose, 3. 7 (Chillon et al., 1996, 1997). 

Arterioles were monitored through a microscope (Stemi 200-C, Carl Zeiss Jena GMBH, 

Jena, Germany) connected to a closed-circuit video system with a final magnification ofx400. 

Images of arterioles were digitized using a video frame grabber. Arteriolar diameter was 

measured from the digitized images using image analysis software (Saisam®, Microvision 

Instruments, Evry, France). The precision ofthis system is 0.5 !lm. 
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Measurement of cerebral blood f1ow. 

CBF was measured by laser doppler flowmetry using a BLF 21 system (Transonic 

Systems Inc., Ithaca, NY, USA) equipped with a 1.2 mm diameter needle probe.(Fujii et al., 

1991b) The probe was placed in the cranial window into the CSF above the surface of the 

brain cortex. CBF was expressed as arbitrary units or as percentage (of baseline) changes in 

CBF during stepwise hypotension. 

Experimental protocol. 

Thirty minutes after completion of surgery, cerebral arteriolar diameter was measured at 

baseline. Stepwise hypotension (10 mmHg per step) down to 20-30 mmHg was induced by 

controlled withdrawal ofblood. At each step, systemic pressure, arteriolar diameter, CBF and 

blood gases were measured 1 min. after the decrease in blood pressure. After the final step, 

blood was re-injected to restore blood pressure. 

Vascular smooth muscle was then deactivated by suffusion of cerebral vesseis with 

artificial CSF containing EDTA (67 mmollL), which produces complete deactivation of 

smooth muscle in cerebral arterioles (Baumbach et al., 1988b). Pressure-diameter relationships 

were obtained in deactivated cerebral arterioles between mean arterial pressures of 130 and 20 

mmHg, using hemorrhage to reduce pressure in steps of 10 mmHg. At each pressure step, 

arteriolar diameter reached a steady state within 15 sec. and internal diameter was measured 30 

sec. later. After the final step, blood was re-injected to restore blood pressure. Arterioles 

maximally dilated by EDT A were then fixed in vivo at physiological pressure by suffusion of 

vessels with glutaraldehyde (2.25% v/v glutaraldehyde in 0.10 mollL cacodylate buffer). 

Arterioles were considered to be adequately fixed when blood flow through the arterioles 

ceased. After the animal was killed, the arteriolar segment used for pressure-diameter 

measurements was removed, processed for microscopy and embedded in paraffin. 
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The cross-sectional area (CSA) of the arteriolar wall was determined on 7 ~m sections 

using the video image analyzing system described above. Luminal and total (lumen plus vessel 

wall) CSA of the arteriole were measured by tracing the luminal and outer edges of the vessel 

wall. CSA of the vessel wall was calculated by subtraction ofluminal CSA from total CSA. 

Calculations. 

Cerebral arteriolar diameter and blood flow values are reported as absolute values or as 

percentage change from baseline. For each group, CBF (absolute values and percentage 

baseline), arterial pressure, heart rate and blood gas values were presented in the form used by 

Barry et al (1982). Values were pooled and grouped by categories over mean arterial pressure 

ranges of 10 mmHg. One-way ANOV A between these different mean arterial pressure ranges 

was performed foreach treatment group. The lower limit of cerebral blood flow autoregulation 

was defined as the lower limit of the lowest mean arterial blood pressure range in which CBF 

was not significantly less than baseline CBF. The security margin (%) was defined as «baseline 

mean arterial blood pressure - lower limit of cerebral blood flow autoregulation) x 100) divided 

by baseline mean arterial blood pressure (Lartaud et al., 1993). 

Calculation of Mechanical Characteristics 

The assumptions upon which we based calculations of circumferential stress, 

circumferential strain and tangential elastic modulus have been described in detail previously 

(Baumbach et al., 1988b, Baumbach and Heistad, 1991). It should be noted, however, that in 

the present experiments, as in previous experiments (Régrigny et al., 2000), systemic arterial 

pressure, and not pial arteriolar pressure was used. 

Circumferential stress (cr) was calculated from systemic arterial pressure (P), inner 

diameter of cerebral arterioles (Di), and wall thickness (WT): cr = (P x DÜ/(2WT). Systemic 

2' 2 2 blood pressure was converted from mmHg to Newtons per m (1 mmHg = 1.334 x 10 N/m). 
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Wall thickness was calculated from cross-sectional area of the vessel wall (CSA) and inner 

cerebral arteriolar diameter: WT = [( 4CSAht + D?i/2 - Di]/2. External diameter of cerebral 

arterioles (De) was caIculated as: De = Di + 2WT. Histological determination of cross-sectional 

area were used in aIl calculations ofwall thickness and circumferential stress. Circumferential 

strain (e) was calculated as e = (Di - Do)lDo, where Do is original diameter (= diameter at 20-

30 mmHg of pressure). 

To obtain tangential elastic modulus, the stress-strain data from each animal were fitted 

to an exponential curve (y = aebx) usingleast squares analysis: cr = croePe, where cro is the stress 

at the original diameter (Do) and 13 is a constant that is related to the rate of increase of the 

stress-strain curve. Tangential elastic modulus (ET) was calculated from the tangent of the 

exponential curve: ET = dcr/de = I3croebe. 

Substances used 

Gallamine triethiodide and melatonin were purchased from Sigma Chemical Company (St 

Louis, MO, USA). Nitrogen and carbon dioxide were purchased from Air Liquide (Nancy, 

France). Sodium pentobarbital was purchased from Sanofi Santé Animale (Libourne, France). 

KCI, MgCh, CaCh, NaCI, NaHC03, urea and glucose were purchased from Merck KGaA 

(Darmstadt, Germany). 

Statistical analysis. 

Results are expressed as means ± s.e.mean. The experimental protocol was designed for 

the use of a one-way ANOV A with the variable "treatment" (control, sham, pinealectomized, 

and pinealectomized plus melatonin). Significant differences between means were determined 

using the Bonfèrroni test. One-way ANOV A using the variable "mean arteriaI blood pressure 
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range" was performed separately for each treatment group for the analysis of values obtained 

following hypotensive hemorrhage. The probability level chosen was P:S; 0.05. 

RESULTS 

Baseline values (Table 1) 

Neither pinealectomy or treatment with melatonin modified body weight in rats. Cerebral 

arteriolar internal diameter was not influenced by pinealectomy or melatonin, whereas CSA 

was decreased by pinealectomy and restored to values similar to those of control and sham­

operated rats after treatment with melatonin. Heart rate, blood pressure, pH and blood gases 

were similar in all groups of rats. 

Vascular Mechanics 

Following deactivation of cerebral arterioles with EDTA, external diameter was 

significantly less in pinealectomized rats than in control, sham-operated or melatonin-treated 

rats at mean arteriolar pressures between 110 and 50 mmHg (Figure 1). 

The stress-strain curve was shifted to the left (Figure 2) and the slope oftangential 

elastic modulus versus stress was significantly higher (Table 1) in pinealectomized than in 

control rats. Thus, passive distensibility decreased in cerebral arterioles of pinealectomized 

rats. Treatment with melatonin attenuated the leftward shift of the stress-strain curve (Figure 

2) and the increase in the slope of tangential elastic modulus versus stress (Table 1). 

Lower limit of cerebral blood flow, security margin and dilatation of cerebral arterioles 

Following hypotensive hemorrhage in control rats, CBF remained constant until the 30-

39 pressure range then significantly decreased; the lower limit of cerebral blood flow 

autoregulation was 40 mmHg and the security margin 62% (Figure 3).The lower limit of 



cerebral blood flow autoregulation was the same in sham-operated, pinealectomized or 

melatonin-treated rats (Figure 3) and the security margin remained constant (Table 1). 
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In aIl rats, cerebral arterioles dilated significantly at pressures less than 70 mmHg; 

maximal dilatation (41 ± 4% controls, 40 ± 2% sham-operated, 43 ± 2% melatonin-treated, 

and 31 ± 2% pinealectomized) was observed at 20-29 mmHg. There was no significant effect 

ofpinealectomy or melatonin on active dilatation during stepwise hypotension (figure 4). 

DISCUSSION 

The present study shows that pinealectomy reduces wall thickness, without changing 

internaI diameter prior to inactivation with EDT A, and increases the rigidity of the cerebral 

arteriolar wall. Treatment with melatonÎn restOïes normal wall thickness and rigidity. As the 

vasodilatory capacity of cerebral arterioles following a faIl in blood pressure was not modified 

with any of the treatments, the lower limit of cerebral blood flow autoregulation was similar in 

aIl groups. 

Effects of melatonin on cerebral arteriole structure and mechanics. 

Melatonin deprival for one month reduced wall thickness; this was prevented by 

melatonin treatment. This result confirms our hypothesis that melatonin has trophic effect on 

cerebral arterioles vessel wall. There are at least 3 mechanisms by which melatonin could 

modify smooth muscle cell proliferation. Firstly, vasoconstrictors acting via a G protein, such 

as angiotensin II, interact with growth factor pathways via a cross talk mechanism mediated by 

Rho (Du et al., 1996). It has previously been reported that melatonin constricted middle 

cerebral arteries following activation of a G protein linked receptor (Geary et al., 1997). 

Secondly, melatonin vasoconstricts small diameter cerebral arteries in vivo (Régrigny et al., 

1999). Even if melatonin has no effect on systemic pressure, this vasoconstriction may be 

associated with an increase in pial arteriolar pressure. It has previously been shown that a 
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relationship exists between pressure and hypertrophy in cerebral arterioles of rats in vivo 

(Baumbach et al., 1991; Baumbach, 1996, Chillon et Baumbach, 1999). However, it as also 

already been reported that pinealectomy increases (Harlow, 1987) whereas melatonin 

treatment decreases systemic mean blood pressure (Laflamme et al., 1998, Arangino et al, 

1999, Kilic et al., 1999, Wang and Ng, 2000). In the present experiment, we did not monitor 

blood pressure during treatment but, according to published results, an increase in pressure 

after pinealectomy should induce vascular wall hypertrophy and melatonin should produce 

vascular wall atrophy. We observed the opposite in the present study. Thirdly, an anti­

apoptotic effect of melatonin on smooth muscle cells cannot be excluded (as shown by Mayo 

et al. (1998) on neuronal cells or in thymic tissue by Sainz et al (1999». This anti-apoptotic 

effect could disturb the equilibre between cell proliferation and death in favor of proliferation 

and so explain the trophic effect of melatonin. However, the cellular mechanism remains to be 

clarified. 

The trophic effect of melatonin observed in the present experiment is not supported by 

the fact that melatonin has been shown to prevent ceIl proliferation in cancer (Slominski and 

Pruski, 1993) or to have no effect on bovine aortic smooth muscle ceIls mitogenesis (Nemecek 

et al., 1986). There are, however, certain important differences which may explain this 

apparent discrepancy with our results. In our experiment melatonin deprival was chronic {l 

month) whereas the other studies were performed in vitro after a short exp 0 sure to melatonin. 

Secondly, the other experiments were performed on carcinoma cells or aortic smooth muscle 

cells. Trophic effects of melatonin may be limited to vascular smooth muscle cells of resistance 

vessels such as cerebral arterioles. 

Distensibility of cerebral arterioles decreased in pinealectomized rats. This may be due to 

a reduction in the proportion of compliant (smooth muscle, elastin and endothelium) to stiff 
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(collagen and basement membrane) components. Therefore, melatonin may attenuate the 

decrease in distensibility in pinealectomized rats by increasing the proportion of smooth muscle 

ceUs. 

Effects ofmelatonin on the lower limit of cerebral bloodjlow autoregulation. 

Despite the differences in structure and mechanics obtained after melatonin deprival there 

were no consequences on the Iower limit of cerebral blood flow autoregulation. This result 

may be explained by the fact that the vasodilatory reserve (defined as the difference between 

basal diameter and maximal diameter during autoregulatory hemorrhage) remained unchanged. 

Indeed, basal diameter was similar in aIl groups and there was no change in active vasodilatory 

capacity of cerebral arterioles following a fan in blood pressure in the different groups. 

Another explanation could be the pronounced autoregulatory capacity that we observed in 

young rats. We observed a security margin of 70% versus only 20% in 12 month oid rats 

(Régrigny et al., 1998). We can thus hypothesize that young normotensive rats have sufficient 

cerebrovascular vasodilatory reserve to compensate for structural and mechanical alterations. 

A longer period of melatonin deprival may be required to produce profound structural 

alterations which do modifY autoregulation. As melatonin production decreases with age (Sack 

et al., 1986), oid rats may be an adequate model to study effects of melatonin deprival on 

cerebral arterioles structure and function. 

Conclusion and implications. 

Pinealectomy of young normotensive rats induces atrophy of the cerebral arteriole vessel 

wall associated with a decrease in passive distensibility. As these structural and mecharucal 

alterations were reversed by melatonin treatment, they were probably consecutive to melatonin 

deprival. Albeit, the structural and mechanical alterations had no effect on the lower limit of 



cerebral blood flow autoregulation in young rats, perhaps following compensatory 

mechanisms. 
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Melatonin deprival in young normotensive rats induces changes in the structure and mechanics 

of cerebral arteriolessimilar to those observed in oid rats (Hadju et al., 1990) in wmch the 

lower limit of cerebral blood flow autoregulation increases (Lartaud et al., 1993). This, 

together with an increase in blood pressure variability (Zito et al., 1991), may contribute to 

vascular dementia in aging (Shuaib, 1992, Skoog, 1998). As melatonin production decreases 

with age (Sack et al., 1986), this may be an important element of the age-associated alteration 

in structure and mechanics of cerebral arterioles and may play an important role in the etiology 

of vascular dementia. 
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Table 1: Baseline values in control, sham, pinealectomized, and pinealectomized plus melatonin 
rats .. 

Parameters Control Sham Pinealectomized Pinealectomized 
+ Meiatonin 

Baseline Measurements 

Body Weight (g) 455 ± 13 439± 7 415 ± 6 427± 13 

Systemic Arterial Pressure (mmHg) 

systolic 135 ± 3 128 ± 3 131 ± 3 132±5 

diastolic 92 ± 3 90±4 88 ±4 88 ±3 

mean 106±2 104 ± 3 103 ± 4 104±3 

pulse 43 ± 4 38 ± 3 43 ± 3 44 ± 6 

Arterial Blood Gases 

PaCû2 (mmHg) 34 ± 1 33 ± 1 34 ± 1 33 ± 1 

pH 7.47± 7.49± 7.47 ± .01 7.49 ± .01 
1"\1 

.Vi .01 

Paü2 (mmHg) 86 ± 1 88 ±2 89 ± 1 94± 3 

Lower Limit of CBF (mmHg) 40 40 40 40 

Security Margin (%) 62 61 61 61 

Cerebral Arterioles Prior to EDTA 

InternaI Diameter (r..lm) 50± 4 51 ± 3 49±2 53 ± 3 

Cerebral Arterioles 4fter EDTA 

InternaI Diameter Ü1m) 99±6 102±4 84± 3t lOO± 4 

External Diameter (/lm) 105±5 108±4 88±3t 106±3 

CSA ofWaH (/lm2) 826±46 819±36 550±34t 924±39 

ET vs Stress 4.6 ± 0.4 4.4 ± 0.4 6.8 ± l.ot 4.9±0.8 

Measurement of internaI diameter prior to deactivation of smooth muscle was obtained at 
baseline levels of arterial pressure. Measurement of internaI diameter after deactivation of 
smooth muscle by EDT A was made at a mean arterial pressure of 100 to 109 mmHg. External 
diameter after deactivation of smooth muscle by EDT A was calculated trom video 
measurement of internaI diameter at 100 to 109 mmHg mean arterial pressure and histological 
measurement of cross-sectional area (CSA) of the vessel wall. ET vs Stress: slope oftangential 
elastic modulus (ET) versus stress. Values are mean ± s.e.mean in 8 control, 8 sham, 10 
pinealectomized, and 9 pinealectomized plus melatonin (0.5 mg.kg-1 in drinking water) rats. 
t . P :s; 0.05 vs Control. 
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Figures 1: Pressure-external diameter reIationship in arterioles during maximal dilatation with 

EDTA (67 mmollL) in control (full squares, n = 8), sham-operated (full triangles, n = 8) and 

pinealectomized rats that were untreated (open circles, n = 10) or treated with melatonin (open 

squares, n = 9). Values are means ± s.e.mean. t P ~ 0.05 vs control. 
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Figures 2: Stress-strain relationship in arterioles during maximal dilatation with EDTA (67 

rnrnollL) in control (full squares, n = 8), sharn-operated (full triangles, n = 8) and 
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0.6 

pinealectomized rats that were untreated (open circles, n = 10) or treated with melatonin (open 

squares, n = 9). Values are mean ± s.e.mean. Di = cerebral arteriolar inner diameter at pressure 

steps of 130 to 20 mrnHg; Do = diameter at 20-29 mrnHg. 
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Figures 3: CBF autoregulation during stepwise hypotension in control (full squares, n = 8), 

sham-operated (full triangles, n = 8) and pinealectomized rats that were untreated (open 

cirdes, n = 10) or treated with melatonin (open squares, n = 9). CBF values (% baseline, ± 

s.e.mean) are grouped by mean arterial blood pressure ranges of 10 mmHg (20-29 to 100-109 

mmHg) (Barry et al., 1982, Lartaud et al., 1993). * P :::; 0.05 vs baseline values in same group. 
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Figures 4: Pressure-internaI diameter relationsrup in arterioles during hypotensive hemorrhage 

in control (full squares, n = 8), sham-operated (full triangles, n = 8) and pinealectomized rats 

that were untreated (open circles, n = 10) or treated with melatonin (open squares, n = 9). 

Values are mean ± s.e.mean. * P ~ 0.05 vs baseline values in same group. 
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5. Effets bénéfiques de la mélatonine sur la circulation cérébrale du rat agé 

Beneficiai effects melatonin on the cerebral circulation of the old rat. 

Olivier Régrigny, Jeffrey Atkinson, Patrick Limifiana, Philippe Delagrange1, Elizabeth 

Scalbere, & Jean-Marc Chillon. 

Laboratoire de Pharmacologie Cardiovasculaire (EA 3116), Faculté de Pharmacie de 

l'Université Henri Poincaré-Nancy l, 5 rue Albert Lebrun, 54000 Nancy and l IRIS, 6 place 

des Pléiades, 92415 Courbevoie Cedex, France 
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RESUME 

Comme nous l'avons vu dans l'étude précédente, la privation de mélatonine chez des rats 

jeunes induit des changements structuraux des artérioles cérébrales comparables à ceux 

retrouvé chez des rats âgés (Hadju et coll., 1990). Cependant, ces altérations structurales et 

fonctionnelles ne s'accompagnaient pas d'un déplacement de la limite basse de l'autorégulation 

du DSC. Cette dernière observation peut être due au fait que le laps de temps entre l'opération 

et l'expérience (1 mois) était trop court pour obtenir des altérations de l'autorégulation du DSC 

chez des animaux jeunes. Pour s'aflTanchir de ce handicap, nous avons utilisé des animaux âgé. 

En effet, comme la production de mélatonine diminue avec l'âge (Sack et coll., 1986), on peut 

penser que la mélatonine joue un rôle dans les altérations structurelles des artérioles cérébrales 

associé à l'âge. Si ces altérations structurales et fonctionnelles des artérioles cérébrales 

s'accompagnent au court du temps d'un déplacement de la limite basse, la diminution de la 

production de mélatonine avec l'âge pourrait être un élément important de l'étiologie des 

démences vasculaires. 

Pour vérifier l'implication de la mélatonine dans les modifications structurales des 

artérioles cérébrales observées au cours du vieillissement, nous avons traité des rats âgés par la 

mélatonine durant 3 mois. Sur ces animaux, nous avons étudié la structure (épaisseur de la 

paroi et distensibilité) des artérioles cérébrales que nous avons comparé à celle de ras jeunes et 

de rats âgés n'ayant pas suivi de traitement chronique à la mélatonine. Afin de voir si la 

mélatonine améliore les capacités d'autorégulation des rats âgés, nous avons également étudié 

les capacités d'autorégulation du DSC de ces différents groupes d'animaux. 

Les résultats de cette étude nous ont montré que la mélatonine pouvait empêcher, au 

moins partiellement, les effets du vieillissement sur la structure et la fonction des artérioles 

cérébrales, permettant ainsi d'améliorer les capacités d'autorégulation du débit sanguin cérébral 
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des ammaux âgés. La mélatonine protégerait les ammaux âgés contre les nsques 

d'hypoperfusion cérébrale dus au dépassement des capacités d'autorégulation du débit sanguin 

cérébral. Cependant, l'absence de modèles animaux d'hypoperfusion cérébrale ne nous permet 

pas de vérifier expérimentalement cette hypothèse. 
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ABSTRACT 

As melatonin IS a vasoconstrictor of cerebral arterioles and chronic treatment with 

vasoconstrictors has a trophic effect on the vascular wall, we exarnined the effects of chronic 

treatment with melatonin on cerebral arteriole structure and function and on cerebral blood 

flow (CBF) autoregulation in oid Wistar rats. 

Rats were divided into 4 groups: 3 (n=8), 12 (n=9), 24 month-old (n=9) and 24 month-old rats 

treated for 3 months with melatonin (0.4 mg.kg-1.dai l ; n=lO). We deterrnined the lower lirnit 

of CBF autoregulation (LLCBF) by repeated measurement of CBF (a.u., laser doppler) and 

mean arterial pressure at baseline, and during stepwise hypotension induced by hemorrhage. 

InternaI arteriolar diameter ()lm, cranial window) was also measured. Cerebral arteriolar stress­

strain relationships were studied following restoration of blood volume and deactivation 

(EDTA, 67 rnrnol/L), from repeated measurement of internaI arteriolar diameter during a 

second stepwise hypotension and cross-sectional area of the vesse1 wall (CSA) deterrnined by 

histology. 

Aging reduced the maximal vasodilatory capacity of cerebral arterioles (23±4% vs 41±4%; 

P<0.05), shifted LLCBF to higher value (80 rnrnHg vs 40 mrnHg) and reduced the security 

margin of the CBF autoregulation (44 vs 62%). CSA was also reduced (500±27 vs 826±47 

)lm2; P<0.05); the stress-strain curve was steeper and the tangential elastic modulus higher 

(8.1±0.6 vs 4.6±0.4 10-5 N/m2; P<0.05). Melatonin partially restored vasodilatory capacity 

(44±5 %),LLCBF (60 rnrnHg), security margin (41 %), CSA(643±34 )lm2) and tangential elastic 

modulus (5.5±0.3 10-5 N/m2). 

In conclusion, treatment with me1atonin reduced age-linked atrophy of the cerebral arteriole 

wall, restored passive distensibility and increased the security margin of CBF autoregulation. 

KEYWORDS: cerebral circulation; blood flow; mechanics; hemorrhage 
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INTRODUCTION 

With age, the LLCBF is shifted to a higher blood pressure value (Lartaud et al., 1993), 

following structural and functional changes su ch as atrophy and a decrease in distensibility of 

the arteriolar wall (Hadju et al., 1990) which reduce the vasodilatory capacity of the arterioles. 

The shift in the LLCBF produces a reduction in the security margin (degree to which pressure 

may faU before CBF starts to decrease (Lartaud et al., 1993)). This, associated with an 

increase in blood pressure variability (Zito et al, 1991), may contribute to vascular dementia 

(Shuaib, 1992, Skoog, 1998). We recently reported that, in young rats, melatonin 

vasoconstricts cerebral arterioles via activation of MTl and/or MT2 membrane receptors 

(Régrigny et al., 1999) and shifts the LLCBF to a lower pressure value (Régrigny et al., 1998). 

As membrane receptors trigger intracellular responses (Machesky and Hall, 1996) leading to 

cellular hypertrophy (Finkel, 1999), we speculated that chromc treatment of oid rats with 

melatomn prevents vascular wall atrophy and the decrease in passive distensibility as weIl as 

the shift in LLCBF. We therefore undertook the present study to examine the effects of 3 

months' treatment with melatonin on cerebral arteriolar structure and mechanics, and on the 

LLCBF in old rats. 

METHODS 

Animais and operative procedures. 

Experiments were performed on male Wistar rats (lco: WI, IOPS AFlHan; Iffa-Credo, 

l'Arbresle, France) divided into 4 groups: 3 (n = 8), 12 (n = 9), 24 month-old rats (n = 9) and 

24 month-old rats treated for 3 months with melatomn (0.4 mg.kg-1.dafl in the drinking water; 

n = 10). 

The melatonin (6 mg.L- I ; 0.1% v/v ethanol) solution was prepared three times a week. 

Untreated rats received a solvent. Water consumption and body weight were measured weekly. 
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AnimaIs were allowed free access to food and fluid, housed at 24°C and exposed to 12 

hours' light (6 a.m. to 6 p.m.). Experiments were performed in accordance with the guidelines 

of the French Ministry of Agriculture (permits 54-4 and 03575). 

After 3 months' of treatment, we determined the lower limit of CBF autoregulation and 

the structure and mechanics of cerebral arterioles. AnimaIs were anesthetized with sodium 

pentobarbital (60 mg.kg- l , i.p.) at 9 a.m. A polyethylene cannula (Merck Biotrol, Chennevieres, 

France) was introduced into the left femoral artery, and connected to a low volume, strain­

gauge transducer (Baxter, Bentley Laboratories, Europe) for measurement of blood pressure 

and heart rate. A second polyethylene cannula was introduced into the right femoral artery to 

withdraw blood for measurement of arterial blood gases and the production of hypotension. A 

silicone catheter (Sigma Medical, Nanterre, France) was introduced into a femoral vein and 

connected to a pump (Bioblock Scientific, Paris, France) for infusion of sodium pentobarbital 

(0.25 ml.h-1; 20 mg.kg-1.h-l ) to maintain anesthesia. AnimaIs were intubated and mechanically 

ventilated with room air (60 strokes per minutes; 10 ml.kg- l ). Paralysis ofskeletal muscles was 

obtained with gallamine triethiodide (20 mg.kg-1 i.v., repeated every hour). Because the 

animals were paralyzed, the depth of anesthesia was periodically evaluated by applying 

pressure to the tail and observing changes in heartrate and blood pressure. Rectal temperature 

was maintained at 37-38°C with a heating pad. 

Measurement of arteriolar diameter. 

We measured internaI diameter in first order arterioles of the cerebrum (Harper and 

Bohlen, 1984) through an open skull preparation (Chillon et al, 1996, 1997). The head was 

placed in an adjustable head holder. A 1 cm incision was made in the skin to expose the skull. 

Ports were placed for inflow and outflow of artificial cerebrospinal fluid (CSF). Craniotomy 

was performed over the left parietal cortex, and the dura was incised to expose cerebral 
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vessels. The exposed brain was continuously suffused with artificial CSF, warmed to 37-38° C 

and equilibrated with a gas mixture of 5% CO2-95% N2. The composition of the CSF was 

(mmollL) KCI, 3.0; MgCh, 0.6; CaCh, 1.5; NaCI, 131.9; NaHC03, 24.6; urea, 6.7; and 

glucose, 3.7 (Chillon et al., 1996, 1997). 

Arteriolar diameter was monitored through a microscope (Stemi 200-C, Carl Zeiss Jena 

GMBH, Jena, Germany) connected to a closed-circuit video system with a final magnification 

of x400. Images were digitized using a video frame grabber and arteriolar diameter measured 

using image analysis software (Saisam®, Microvision Instruments, Evry, France). The precision 

of this system is 0.5 !lm . 

. 1\1eaSllrement of cerebral bloodJl]orv. 

CBF was measured by laser doppler flowmetry using a 1.2 mm diameter probe (BLF 21, 

Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA).(Fujii et al., 1991b) CBF was expressed as arbitrary 

units or as percentage (ofbaseline) change in CBF (during stepwise hypotension). 

CBF, arterial pressure, heart rate and blood gas values were grouped by categories over 

mean arterial pressure ranges of 10 rnrnHg (Barry et al., 1982). One-way ANOVA between 

pressure ranges was performed and the lower limit of CBF autoregulation defined as the lower 

limit of the Iowest mean arterial blood pressure range in which CBF was not significantly less 

than baseline CBF. The security margin (%), which indicates the degree to which mean arterial 

pressure may faH before CBF starts to decrease, was defined as ((baseline mean arterial blood 

pressure - lower limit of cerebral blood flow autoregulation) x 100) divided by baseline mean 

arterial blood pressure (Lartaud et al., 1993). 



157 

Experimental protocol. 

Thirty minutes after completion of surgery, cerebral arteriolar diameter was measured at 

baseline. Stepwise hypotension (10 mmHg per step) down to 20-30 mmHg was induced by 

controlled withdrawaI of blood. At each step, systemic pressure, arteriolar diameter, CBF and 

blood gases were measured 1 min. after the faIl in blood pressure. After the final step, blood 

was re-injected to restore blood pressure. 

Vascular smooth muscle was then deactivated by suffusion of cerebral vessels with 

artificial CSF containing EDTA (67 mmollL), which produces complete deactivation of 

smooth muscle in cerebral arterioles (Baumbach et al., 1988b). Pressure-diameter relationships 

were obtained in deactivated cerebral arterioies between mean arterial pressures of 130 and 20 

mmHg, using hemorrhage to reduce pressure in steps of 10 mmHg. At each pressure step, 

arteriolar diameter reached a steady state within 15 sec. and internaI diameter was measured 30 

sec. tater. After the final pressure step, blood was re-injected to restore pressure. Arterioles 

were fixed in vivo by suffusion with glutaraldehyde (2.25% v/v glutaraldehyde in 0.10 mollL 

cacodylate buffer) and were considered to be adequately fixed when blood flow ceased. The 

animal was killed by sodium pentobarbital overdose, the arteriolar segment removed and 

embedded in paraffin. 

The cross-sectional area (CSA) of the arteriolar wall was determined on 7 fJ.m sections 

using the video image analyzing system described above. Luminal and total (lumen plus vessel 

wall) CSA of the arteriole were measured by tracing the luminal and outer edges of the vesse! 

wall. CSA of the vesse! wall was calculated by subtraction ofluminal CSA from total CSA. 

CSA = Total CSA - Luminal CSA 

Calcl/lalions. 

The assumptions upon which we based calculations of circumferential stress, 

circumferential strain and tangential elastic modulus have been described in detail previously 
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(Baumbach et al., 1988b, 1991). It should be noted, however, that in the present experiments, 

as in previous experiments (Régrigny et al., 2000), systemic arterial pressure, and not pial 

arteriolar pressure, was used. 

Circumferential stress (0') was ca1culated from systemic arterial pressure (P), inner 

diameter of cerebral arterioles (Di), and wall thickness (WT): 0' = (P x Di)/(2WT). Systemic 

blood pressure was converted trom mmHg to Newtons.m2 (1 mmHg = 1.334 x 102 N/m2). 

"VaU thickness was calculated trom cross-sectional area of the vesse! wall (CSA) and inner 

cerebral arteriolar diameter: WT = [(4CSAhc + Di2)lJ2 - DJI2. External diameter of cerebral 

arterioles (De) was calculated as: De = Di + 2WT. Histological determination of cross-sectional 

area was used in aH calculations of wall thickness and circuw.ferential stress. Circumferential 

strain (ê) was calculated as ê = (Di - Do)lDo, where Do is original diameter (= diameter at 20-

29 mmHg of pressure). 

The stress-strain data from each animal were fitted to an exponential curve (0' = O'oée) 

using least squares analysis where 0'0 1S stress at the original diameter and B is a constant 

related to the rate of increase of the stress-strain curve. Tangential elastic modulus (ET) was 

calculated as the tangent of the exponential curve: ET = dO'/dê = BO'oebe . 

Substances used 

Gallamine triethiodide and me!atonin were purchased trom Sigma Chemical Company (St 

Louis, MO, USA), nitrogen and carbon dioxide trom Air Liquide (Nancy, France), sodium 

pentobarbital from Sanofi Santé Animale (Libourne, France) and KCl, MgCh, CaCh, NaCl, 

NaHC03, urea and glucose from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). 



159 

Statistical analysis. 

Results are expressed as means ± s.e.mean. The experimental proto col was designed for 

the use of a one-way ANOVA (3, 12, 24 months, and 24 months treated with melatonin). 

Significant differences between means were determined using the Bonferroni test. One-way 

ANOVA using the variable "mean arterial blood pressure range" was performed separately for 

each treatment group for the analysis of values obtained following hypotensive hemorrhage. 

The probability level chosen was P ~ 0.05. 

RESULTS 

Baseline values (Table 1) 

Body weight increased significantly between 3 and 12 months and remained stable 

thereafter; melatonin did not modifY body weight. Heart rate, blood pressure, pH and blood 

gases were similar in all groups. Cerebral arteriolar internaI diameter prior to deactivation with 

EDTA was not influenced by aging or melatonin. CSA decreased with age in rats, treatment 

with melatonin increased CSA in 24 month-old rats to a value similar of 12 month-old rats. 

Vascular Mechanics 

Following deactivation of cerebral arterioles with EDT A, external diameter was 

significantly less in 24 month-old rats than in 3 month-old rats at mean arteriolar pressures 

between 100 and 60 mmHg (Table 1 and Figure 1). The stress-strain curve was shifted to the 

left (Figure 2) and the tangent elastic modulus vs stress was significantly higher (Table 1). 

Thus, passive distensibility was decreased with age. Treatment with melatonin attenuated this 

age-linked shift of the stress-strain curve (Figure 2) and the increase in the tangent elastic 

modulus vs stress (Table 1). 
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Lower limit of cerebral blood flow, security margin and dilatation of cerebral arterioles 

F ollowing hypotensive hemorrhage in 3 month-old rats, CBF remained constant until the 

30-39 pressure range and then significantly decreased; the Iower limit of CBF autoregulation 

was 40 mmHg (Figure 3) and the security margin 62% (Table 1). The lower limit of CBF 

autoregulation increased with age (Figure 3 and Table 1) and as mean arterial pressure was 

similar in aIl groups, the security margin decreased with age (Table 1). Treatment of 24 month­

old rats with melatonin decreased the lower limit of CBF autoregulation (Figure 3 and Table 1) 

and the security margin (Table 1) in to values similar to those observed in 12 month-old rats. 

Hypotension-induced dilatation of cerebral arterioles occurred at an increasingly lower 

pressure step \vith age (60-69 nl.1T'.Hg, 50~59 mrr.Hg and 40-49 IllIrJIg in 3, 12 and 24 month-

oid rats respectively, Figure 4). Maximal dilatation was observed at a pressure step of 30-39 

mmHg regardless of age, but was significantly less in 24 month-old rats (41 ± 4%, 34 ± 5% 

and 23 ± 4% in 3, 12 and 24 month-old rats respectively, Figure 4). After treatment with 

melatonin hypotension-induced dilatation of cerebral arterioles occurred at a higher pressure 

step (60 mmHg) and maximal dilatation was similar to that measured in 3 month-old rats (44 ± 

5%, Figure 4). 

DISCUSSION 

The present study shows that the cerebral arteriolar wall undergoes atrophy with age and 

that its passive distensibility faIls. The lower limit of CBF autoregulation is shifted to a higher 

pressure level and this reduces the security margin. Melatonin treatment of oid rats restores 

CSA, distensibility and CBF autoregulation. 



161 

Effects of melatonin on cerebral arteriole structure and mechanics 

In the present experiment aging is associated in rats with cerebral arteriolar vascular wall 

atrophy and increases in passive distensibility as previously described (Hadju et al., 1990). 

Furthermore, the structural and mechanical alterations observed with aging in rats are similar 

to the alterations observed after pinealectomy in young rats. As melatonin production 

decreases with age, it is somewhat tempting to speculate that tbis decrease contribute to the 

development of atrophy in oid rats (Sack et al., 1986). This may in part be support by our 

finding in this experiment that vascular wall atrophy was prevented by melatonin. However, we 

have to remain cautious as such a finding does not in and of itself confer a cause-and-effect 

relationsbip between melatonin deprival and vascular wall atrophy. 

Assuming that changes in wall tbickness are mainly due to changes in smooth muscle 

mass, there are several mechanisms by wbich melatonin could moditY smooth muscle cell 

proliferation. Three of those potential mechanisms (stimulation of growth factor pathways via 

cross talk mechanisms, increases in pial arteriolar pulse pressure, antiapoptotic effects of 

melatonin) have already been discussed in the previous paper. Melatonin could aiso moditY ceIl 

growth by interacting with other potential tropbic factors. For example, melatonin may 

decrease estrogen receptors expression (Ram et al., 1998, Ram et al., 2000), decrease 

apoptosis indirectly by decreasing glucocorticoid receptors (Sainz et aL, 1999) or modulate 

sympathetic output (Carneiro et al., 1994) and thus indirectly induce vascular wall 

hypertrophy. Future studies should be performed to determine the effective concentration of 

melatonin for trophic effects, if tbis effect is a direct one on smooth muscle cells and it is 

receptor-mediated. 
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Distensibility of cerebral arterioles decreases in oid rats. This may be due to a reduction 

in the proportion of compliant (smooth muscle, elastin and endothelium) to stiff (coHagen and 

basement membrane) components as previously reported by Hadju et al (1990). 

Effects ofmelatonin on the lower limit of cerebral bloodflow autoregulation 

In the present experiment, aging induced a shift of the lower limit of CBF autoregulation. 

This result is similar to those reported by Lartaud et al (1993) and Toyoda et al (1997a). This 

shift may be explained by the fact that the vasodilatory reserve (defined as the difference 

between baseline diameter and maximal diameter during hypotensive hemorrhage) decreased 

with aging. This reduction in the vasodilatory reserve may be linked to the decrease in passive 

distensibility observed in cerebral arterioles of aged rats. To our k_nowledge however, there is 

no direct link established between distensibility and vasoconstriction and/or vasodilatation of 

cerebral arterioles. How the decrease in distensibility may contribute to the shift of the lower 

limit of CBF autoregulation towards higher blood pressure values in oid rats remain to be 

investigated. Furthermore, similar structural and functional alterations m young 

pinealectomized rats were not accompanied by an increase of the lower limit of cerebral blood 

flow autoregulation. 

Melatonin treatment increased vasodilatory reserve and so shifted the lower limit of CBF 

autoregulation to a lower blood pressure. As this shift occurred in the absence of any change in 

mean arterial pressure, the security margin of cerebral blood flow was increased. Effects of 

melatonin on the vasodilatory reserve and on the lower limit of CBF autoregulation may be 

related to its effect on distensibility of cerebral arteriolar vessel wall but, once again, there is no 

evidences yet for such a relationship. At least another explanation can be put forward to 

explain the effects of melatonin on vasodilatory reserve and the lower limit of CBF 

autoregulation. Several studies suggest that endothelial factors play a role in cerebral 
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autoregulation (Kobari et al., 1994; Jones et al., 1999). Melatomn, a free radicals scavenger, 

may improve endothelium-dependent dilatation, and thus may improve autoregulatory 

dilatation and shift the lower lirnit of cerebral blood f10w autoregulation towards lower level of 

blood pressure values. However, we have to remain cautious with this interpretation as others 

have reported that endothelial factors do not influence cerebral autoregulation (Faraci et al., 

1989; Takahashi et al., 1995). 

Conclusion and implications 

Aging induces atrophy of the cerebral arteriole wall associated with a decrease in passive 

distensibility. These changes may contribute to the decrease of the lower lirnit of cerebral blood 

flmv autoregulation. As these structural and mechanical alterations were reversed by me1atomn 

treatment, the lower lirnit of cerebral blood f10w autoregulation in aged rats was decreased to 

that of 12 month-old rats. 

As melatomn production decreases with age (Sack et al., 1986), this may be an 

important element of the age-associated alteration in structure and mechanics of cerebral 

arterioles and the shift of the lower lirnit of CBF autoregulation. This increase in the lower 

lirnit of CBF autoregulation with aging, associated with an increase in blood pressure 

variability (Zito et al., 1991), may contribute to vascular dementia in aging (Shuaib, 1992; 

Skoog, 1998). Thus, the decrease in melatonin production with age may play an important role 

in the etiology ofvascular dementia. 
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Table 1: Baseline values in 3-, 12-, and 24-month oid rats, and 24-month old rats treated with 
melatonin .. 

lm 12 m 24m 24m+ 

Melatonin 

Number of animaIs (N) 8 9 9 10 

Baseline Measurements 

Body Weight (g) 382 ± 11 626 ± 29* 640 ± 30* 643± 34* 

Systemic Arterial Pressure (mmHg) 

systolic 135±3 134±4 128 ± 3 126 ± 5 

diastolic 92± 3 95 ± 5 87± 2 88 ±4 

mean 106±2 108 ± 5 102 ± 3 102 ±4 

pulse 43 ±4 39± 3 41 ±2 40± 3 

Arterial Blood Gases 

PaC02 (mmHg) 34± 1 33 ± 1 32± 1 33 ± l 

pH 7.47 ± .01 7.48 ± .01 7.49 ± .01 7.50 ± .01 

Pa02 (mmHg) 90±2 93 ±4 92±2 90 ± 1 

Lower Limit of CBF autoregulation 40 60 80 60 
(mmHg) 

Security Margin (%) 62 44 21 41 

Cerebral Arteriole InternaI Diameter 
(/lm) Prior to EDT A 43 ± 2 43 ± l 39±2 39± 2 

Cerebral Arterioles morphology Afler EDTA 

InternaI Diameter (/lm) 89± 5 82± 3 72± 3* 79±4 

External Diameter (/lm) 95±4 87±2 76±3* 84±3 

CSA of Wall (/lm2) 826±47 616±20* 500±27*t 643±34* 

Er vs Stress 4.6 ± 0.4 5.2± 0.7 8.1 ± 0.6* 5.6±0.8 

Measurement of internaI diameter prior to deactivation of smooth muscle was obtained at 
baseline levels of arterial pressure. Measurement of internaI diameter after deactivation of 
smooth muscle by EDT A was made at a mean arterial pressure of 90 to 99 mmHg. 
External diameter after deactivation of smooth muscle by EDT A was calculated from 
video measurement of internaI diameter at a mean arterial pressure of 90 to 99 mmHg and 
histological measurement of cross-sectional area (CSA) of the vesse! wall. Er vs Stress: 
slope oftangential elastic modulus (Er) versus stress. Values are mean ± s.e.mean. 

* P :::; 0.05 vs 3 months. 

tp:::; 0.05 vs 12 months. 
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Figures 1: Pressure-external diameter relationship in arterioles du ring maximal dilatation with 

EDTA (67 mmollL) in 3 (full squares, n = 8), 12 (full triangles, n = 9) and 24 month-old rats 

(full circ1es, n = 9) and 24 month-old rats treated for 3 months with melatonin (open squares, n 

= 10). Values are mean ± s.e.mean. t P ~ 0.05 vs 3 month old. 
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Figures 2: Stress-straÎn relationship in arterioles during maximal dilatation with EDT A (67 
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0.6 

mmollL) in 3 (full squares, n = 8), 12 (full triangles, n = 9) and 24 month-old rats (full circles, 

n = 9) and 24 month-old rats treated for 3 months with melatonin (open squares, n = 10). 

Values are mean ± s.e.mean. Di = cerebral arteriolar inner diameter at pressure steps of 130 to 

20 mmHg; Do = diameter at 20-29 mmHg. 



168 

120% 

100% 

-~ ., 
80% -li: 

Q 

ai: 
Q 60% Q 

S 
ëa 
:.. 

..Q 
40% ~ 

:.. 
~ 

U 

20% 

0% 

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

Mean Arterial Pressure (mm Hg) 

Figures 3: CBF autoregulation during stepwise hypotension in 3 (full squares, n = 8), 12 (full 

triangles, n = 9) and 24 month-old rats (full circles, n = 9) and 24 month-oid rats treated for 3 

months with melatonin (open squares, n = 10). CBF values (% baseline, ± s.e.mean) are 

grouped by mean arterial blood pressure ranges of 10 mmHg (20-29 to 100-109 mmHg) 

(Barry et al., 1982, Lartaud et al., 1993). Arrows show the lower limit of cerebral blood flow 

autoregulation. 
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Figures 4: Pressure-internaI diarneter relationship in arterioles during hypotensive hernorrhage 

in 3 (full squares, n = 8), 12 (full triangles, n = 9) and 24 rnonth-old rats (fun circles, n = 9) and 

24 rnonth-old rats treated for 3 rnonths with rnelatonin (open squares, n = 10). Values are 
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Chapitre III: Discussion 
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1. Effets aigus de la mélatonine 

Dans les trois premières études présentées ici, nous nous sommes intéressés aux effets 

aigus de la mélatonine sur le système cérébro-vasculaire, et en particulier aux effets sur les 

artérioles cérébrales et sur l'autorégulation du DSC. 

1.1. Effets aigus de la mélatonine sur les artérioles cérébrales 

Au cours de ce travail nous avons mis en évidence une action vasoconstrictrice de la 

mélatonine sur les artérioles cérébrales, et ce de 2 façons : 

~ Méthode indirecte: une perfusion intraveineuse de mélatonine diminue le DSC d'un 

rat éveillé sans modifier sa pression artérielle moyenne (voir Chapitre II-1), ce qui est 

un indice d'une constriction du système cérébro-vasculaire. 

~ Méthode directe: la technique de la fenêtre crânienne nous a permis d'observer 

l'effet constricteur de la mélatonine suite à une perfusion i. v. (voir Chapitre II-2) ou à 

une superfusion directement dans la fenêtre crânienne (voir Chapitre II-3). 

Cet effet constricteur de la mélatonine sur les artérioles cérébrales est dose dépendant 

(ECso de 3,0 ± 0,1 10-8 M) et du à la stimulation des récepteurs MT! et/ou MT2 (inhibition par 

le luzindole qui est un antagoniste de ces récepteurs). Les récepteurs MT! et/ou MT2 sont 

associés à des protéines Gilo . On peut émettre comme hypothèse que la 'stimulation de ces 

protéines G va entraîner une fermeture des BKca2+ ,soit directement, soit indirectement suite à 

inhibition de l'adénylate cyclase avec réduction de la concentration intracellulaire en AMPc 

(Figure 1). La fermeture des BKca2+ aboutit à une dépolarisation, entraînant ainsi une 

constriction des artérioles cérébrales. 
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Figure 1 : Hypothèse du mécanisme d'action intracellulaire de la mélatonine au niveau des 

artérioles cérébrales aboutissant à la contraction. AC = Adénylate Cyclase.; AMP c = 

Adénosine Monophosphate cyclique; GaBy = Proteine G hétérotrimérque. . 

Quel que soit le mécanisme mis en jeu dans la vasoconstriction des artérioles cérébrales 

par la mélatonine, les résultats obtenus suggèrent l'intervention d'autres éléments lors d'une 

perfusion i.v. de mélatonine. En effet, si la vasoconstriction observée suite à une perfusion in 

situ, directement dans la fenêtre crânienne, est dose-dépendante (voir Chapitre ll-3), tel n'est 

pas le cas lors d'une perfusion i. v. En effet, au lieu d'observer une augmentation de la 

constriction avec la dose supérieure, nous avons observé une diminution. Une première 

explication possible de ce résultat est que la faible dose utilisée dans cette expérience soit déjà 

une dose supramaximale. Une autre explication repose sur le modèle de segmentation 
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vasculaire précédemment décrit (voir Chapitre 1-0). En effet, d'après ce modèle, une 

constriction des larges artères cérébrales entraîne une dilatation compensatrice en amont pour 

maintenir le DSC constant. Or la mélatonine, lorsqu'elle est administrée par voie i. V., constricte 

non seulement les artérioles cérébrales mais également les artères de plus grand diamètre telles 

que les artères cérébrales moyennes (Mahle et coll., 1995, Geary et coll., 1997). La réponse 

des artérioles cérébrales à une administration i. v. de mélatonine serait donc la résultante d'un 

effet direct, vasoconstricteur, de la mélatonine sur les artérioles cérébrales et d'un effet 

indirect, vasodilatateur, suite à la constriction des artères plus larges en aval par la mélatonine. 

Cette hypothèse est renforcée par les résultats obtenus dans l'expérience décrite dans le 

Chapitre II -o. Dans cette expérience la mélatonine est administrée en perfusion i. v. et peut 

donc exercer son action vasoconstrictrice sur les artères et artérioles cérébrales. Par contre, le 

luzindole, superfusé dans la fenêtre crânienne, antagonise l'action vasoconstrictrice de la 

mélatonine uniquement sur les artérioles cérébrales. Nous avons alors observé une 

vasodilatation de ces artérioles cérébrales suite à la perfusion i. v. de la forte dose de 

mélatonine. Cette vasodilatation peut être du à la fixation de la mélatonine sur d'autres 

récepteurs que les récepteurs MT l et/ou MT 2 ou peut être induite par la vasoconstriction des 

artères d'influx situées en amont. Cette vasodilatation indirecte aurait alors pour but de 

maintenir le DSC constant. La variation de diamètre des artérioles cérébrales suite à la 

perfusion de mélatonine serait donc la somme de l'effet vasoconstricteur direct de la 

mélatonine et d'une dilatation due à l'autorégulation du DSC. Cependant, pour confirmer cette 

hypothèse, l'observation de tous les « étages» du système cérébrovasculaire est nécessaire. 
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1.2. Effets aigus de la mélatonine sur l'autorégulation du débit sanguin cérébral 

La vasoconstriction induite par les effets aigus de la mélatonine n'est pas sans 

conséquence sur les capacités d'autorégulation du DSC. En effet, suite à une administration 

i. v. de mélatonine, nous avons observé une réponse vasodilatatrice plus importante du système 

cérébro-vasculaire suite à une baisse de pression artérielle moyenne (Figure 2). Au moins 2 

hypothèses peuvent être proposées pour expliquer cette augmentation des vasodilatations 

induites par une diminution de la pression artérielle moyenne : 

~ Les artères cérébrales étant contractées, leur réserve de dilatation est plus 

importante. Ceci explique que le maximum de dilatation est plus important dans les 

artères ayant reçus de la mélatonine que dans les autres (voir Figure 3 Chapitre II-2). 

~ Les BKca2+ sont impliqués dans la dilatation des artérioles cérébrales durant 

l'autorégulation du DSC (voir Chapitre 1-l.2.4.2.). En les fermant, la mélatonine 

permet une plus grande sensibilité a l'hypotension, et donc une dilatation plus 

importante des artérioles cérébrales en réponse à l'hypotension. 
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pression artérielle moyenne 

Figure 2 : Courbe de dilatation des artérioles cérébrales en fonction de la pression artérielle 

moyenne sans mélatonine (trait pointillé) et avec mélatonine (trait plein). 

Cette augmentation de la réserve de dilatation des artérioles cérébrales face à une chute 

de pression artérielle moyenne se traduit par un déplacement de la limite basse d'autorégulation 

du débit sanguin cérébral vers des valeurs inférieures de pression artérielle. Comme cette 

réduction s'effectue sans diminution de pression artérielle moyenne, il en résulte une 

augmentation de la marge de sécurité de l'autorégulation du débit sanguin cérébral (Figure 3). 
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Figure 3 : Effet de la mélatonine sur la limite basse d'autorégulation du débit sanguin cérébral. 

Il est important de constater que la mélatonine a des effets sur le débit sanguin cérébral à 

des concentrations plasmatiques physiologiques. En effet, la concentration plasmatique en 

mélatonine dans les groupes contrôle et placebo est similaire aux valeurs photophasiques 

mesurées chez le rat (10 à 50 pg.ml°1 ) (Lewy et coll., 1979), et la concentration plasmatique en 

mélatonine du groupe faible dose est proche des valeurs scotophasiques (100 à 300 pg.ml°1) 

(Lewy et coll., 1979). Cela suggère que la mélatonine pourrait induire chez l'animal un cycle 

circadien d'autorégulation du débit sanguin cérébral. 

Ces observations qui tendent à démontrer un effet positif de la mélatonine suite à une 

administration aiguë sont cependant à moduler. En effet, l'administration i. v. de mélatonine 

induit également, en tout cas chez les animaux éveillés, une diminution du DSC. Par 

conséquent, le gain réel en débit sanguin cérébral, lors de l'hypotension, est faible voir nul (voir 

tableau 1 Chapitre II-1). Ainsi, les effets protecteurs de l'administration aiguë de mélatonine 

sur l'ischémie cérébrale rapportés par d'autres auteurs (Mesenge et coll., 1998) ne semble pas, 
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dans ce cas, être dus au déplacement de la limite basse de l'autorégulation du DSC mais 

probablement plus à l'effet antioxydant de la mélatonine décrit dans l'introduction 

bibliographique (voir Chapitre 1-2.4.3.). En effet, les radicaux libres sont supposés être 

responsables des dommages tissulaires dans l'ischémie (Coyle et Puttfarcken, 1993). La 

mélatonine par son action antioxydante (Tan et coll., 1994), empêche les dégâts cellulaires dus 

aux radicaux libres. Ainsi la mélatonine, en aigu, protégerait le cerveau non pas de la survenue 

de l'ischémie mais des conséquences de celle-ci. Cependant, encore une fois cette observation 

est à modulée puisque certains auteurs ont observé les effets antioxydants de la mélatonine que 

pour des doses supérieures aux doses physiologiques (Scwerynek et coll., 1995, Duell et coll., 

1998). 
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2. Effets chroniques de la mélatonine 

Dans les deux dernières études de ce travail, nous avons étudié les effets chroniques de la 

mélatonine sur le système cérébro-vasculaire. En effet, nous avons démontré que la mélatonine 

est un vasoconstricteur. Beaucoup de vasoconstricteurs (e.g. l'endotheline (Du et coll., 1996» 

peuvent également exercer des effets trophiques sur la paroi vasculaire (notamment par des 

mécanismes de «cross talk »). Nous avons donc voulu savoir s'il en était de même pour la 

mélatonine. En effet, si tel est le cas, la diminution de la concentration plasmatique de 

mélatonine au cours du vieillissement (Sack et coll., 1986) pourrait contribuer à l'atrophie de 

la paroi des artérioles cérébrales apparaissant avec l'âge (Hadju et coll., 1990). 

2.1. Effets chroniques de la mélatonine sur les artérioles cérébrales 

Nous avons étudié les effets chroniques de la mélatonine sur les artérioles cérébrales de 

deux façons. Tout d'abord nous avons voulu savoir si une suppression de la production de 

mélatonine endogène chez des animaux jeunes pouvait provoquer des effets sur la structure et 

la fonction des artérioles cérébrales comparables à ceux du vieillissement (Chapitre II-4). Dans 

cette expérience, pour nous assurer que les altérations observées étaient bien consécutives à la 

privation de la mélatonine et non à d'autres facteurs dus aux traumatismes opératoires ou à la 

pinéalectomie, nous avons également étudié des rats opérés mais non pinéalectomisés et des 

rats pinéalectomisés traités par la mélatonine. Suite à ces premiers résultats, nous avons 

regardé si ce traitement chronique à la mélatonine sur des rats âgés pouvait empêcher la 

dégradation de la structure et de la fonction des artérioles cérébrales observée avec 1'âge 

(Chapitre II-5). 

La Figure 4 schématise les effets de la pinéalectomie et du vieillissement sur la structure 

des artérioles cérébrales. La privation de mélatonine après la pinéalectomie induit chez 
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l'individu jeune une atrophie associée à une diminution de la distensibilité de la paroi de 

l'artériole cérébrale. Ces effets peuvent être attribués à la réduction de la concentration 

plasmatique en mélatonine puisqu'aucune altération structurale ou fonctionnelle n'est observée 

chez les animaux opérés non pinéalectomisés et chez les animaux pinéalectomisés traités par la 

mélatonine. Les altérations structurales au niveau des artérioles cérébrales observées chez les 

rats pinéalectomisés sont similaires à celles observées au cours du vieillissement (Hadju et colL, 

1990). En effet, le vieillissement induit également une atrophie de la paroi et une diminution de 

la distensibilité des artérioles cérébrales. Tout comme pour la pinéalectomie, un traitement 

chronique à la mélatonine reverse au moins partiellement les altérations structurales des 

artérioles cérébrales des rats âgés. Etant donné que la production de mélatonine diminue avec 

l'âge (Sack et coll., 1986), il est tentant de spéculé que cette diminution des taux plasmatiques 

de mélatonine au cours du vieillissement participe au développement des altérations 

structurales observées au niveau des artérioles cérébrales des rats âgés. Cependant les travaux 

présentés ici ne nous permettent pas d'établir un lien de cause à effet entre diminution de la 

production de mélatonine et altérations structurales des artérioles cérébrales. Très 

probablement, la mélatonine n'est pas le seul facteur impliqué dans la dégradation des 

artérioles cérébrales au cours du vieillissement. 
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Figure 4 • Effet chronique de la mélatonine sur les artérioles cérébrales. 
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mélatonine 

Nous n'avons pas, à l'heure actuelle de résultats pour expliquer l'effet trophique de la 

mélatonine sur la paroi des artérioles cérébrales Ce mécanisme pourrait reposer sur un « cross­

talk» comme déjà décrit pour beaucoup d'autres vasoconstricteurs. Un tel «cross-talk» 

pourrait faire suite à la diminution d' AMP c observée après la fixation de la mélatonine sur les 

récepteurs MT 1 et/ou MT2. En effet, une diminution du taux d'AMPc entraîne une stimulation 

des Rho-kinases qui elles-mêmes, vont par une cascade intracellulaire stimuler la prolifération 

cellulaire (Seasholtz et coll., 1999). Cette hypothèse reste à valider et d'autres voies 

intracellulaires peuvent être mis en jeu. Ainsi la Figure 1 pourrait se compléter comme suit 



? . -------

Proliferation cellulaires 
expression de génes 
migration et adhésion cellulaire ... 

181 

Hyperpolarisati on 

Rela"Xation 

Figure 5 : Hypothèse sur le mécanisme d'action intracellulaire de la mélatonine au niveau des 

artérioles cérébrales aboutissant à la contraction et au remodelage de la paroi vasculaire. AC = 

Adénylate Cydase; AMPc = Adénosine Monophosphate cyclique; Rho = Rho kinase; Ga~y 

= Proteine G hétérotrimérque 
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Finalement, nous ne pouvons pas rejeter un effet trophique de la mélatonine sur la paroi 

des vaisseaux cérébraux suite à une augmentation de la pression artérielle dans les artérioles 

cérébrales. L'administration, aussi bien aiguë que chronique, de mélatonine n'entraîne pas 

d'augmentation de la pression artérielle systémique. Nous n'avons cependant pas de mesure de 

la pression artérielle dans les artérioles cérébrales pour nous assurer que cela est également vrai 

dans la circulation cérébrale. Une augmentation de la pression et notamment de la pression 

pulsatile dans ces artérioles peut induire une hypertrophie de la paroi vasculaire (Baumbach, 

1996) 

2.2. Effets chroniques de la mélatonine sur l'autorégulation du débit sanguin cérébral 

Les résultats obtenus quant aux effets chroniques de la mélatonine sur la limite basse de 

l'autorégulation du débit sanguin cérébral sont plus contrastés. En effet, la pinéalectomie, bien 

que produisant les mêmes altérations structurales et fonctionnelles que le vieillissement, 

n'induit ni une diminution de la réserve de vasodilatation ni un déplacement de la limite basse 

de l'autorégulation du débit sanguin cérébral. Par contre, la réserve de vasodilatation est 

augmentée et la limite basse de l'autorégulation du débit sanguin cérébral est diminuée chez 

des rats âgés traités par la mélatonine (Figure 6). Cette différence pourrait être due à des taux 

plasmatiques de mélatonine différents au cours des expériences (donc à des effets aigus de la 

mélatonine présent dans certains groupes et pas dans d'autres). Cela est peu probable 

cependant puisqu'au moment de l'expérimentation, quel que soit le groupe considéré, la 

concentration de mélatonine plasmatique doit être très faible chez les animaux traités. En effet, 

les mesures sont effectuées environ 4 à 5 heures après l'arrêt du traitement. La mélatonine 

ayant une demi-vie de moins de 30 minutes (Mallo et coll., 1990), la concentration plasmatique 

de mélatonine exogène est donc divisée par plus de 1000 . Par conséquent, l'augmentation de 

la réserve de dilatation face à une chute de pression des artérioles cérébrales observée chez les 
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rats âgés est probablement due à des changements constitutifs. On peut penser que cela est à 

relier aux changements structuraux et en particulier à l'amélioration de la distensibilité induit 

par la mélatonine (voir paragraphe précédant). Nous ne pouvons pas cependant avec nos 

résultats expérimentaux rejeter d'autres mécanismes tels que, par exemple, une augmentation 

de la quantité de NO suite à un effet antioxydant de la mélatonine. En effet, certains auteurs 

ont suggéré que le NO pouvait intervenir dans la vasodilatation observée au cours de 

l'autorégulation du DSC (Kobari et coll., 1994 ; Jones et coll., 1999) 

pression artérielle moyenne 

Figurè 6 Effet d'un traitement chronique à la mélatonine (trait plein) sur la courbe de 

dilatation des artérioles cérébrales en fonction de la pression artérielle moyenne par rapport à 

l'absence de traitement à la mélatonine (trait pointillé). 

Cette augmentation de la réserve de dilatation des artérioles cérébrales face à une baisse 

de la pression artérielle moyenne aboutit à un déplacement de la limite basse d'autorégulation 

du débit sanguin cérébral vers valeurs inférieures de pression artérielle moyenne chez les rats 
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âgés. Comme cela se fait sans diminution de pression artérielle moyenne il y augmentation de la 

marge de sécurité de l'autorégulation du débit sanguin cérébral (Figure 7). 

Mais, contrairement à ce qui se passe lors d'un traitement aigu à la mélatonine, on peut 

penser que cela ne s'accompagne pas d'une diminution du DSC de base. En effet, d'après la loi 

de Poiseuille, comme la pression artérielle moyenne et le diamètre interne de base des artérioles 

cérébrales ne change pas, le DSC de base doit être identique. Un traitement chronique à la 

mélatonine induit donc un gain en débit face à une chute de pression artérielle. La mélatonine, 

en traitement chronique, protège donc le cerveau contre les risques d'hypoperfusion dus au 

dépassement de la limite basse d'autorégulation du DSC. 

Il faut noter cependant que la pinéalectomie chez des rats jeunes, ne modifie pas leur 

capacité d'autorégulation du DSC et ce malgré la diminution de distensibilité des artérioles 

cérébrales. 

Ceci peut être du au fait que les animaux Jeunes témoins ayant une capacité 

d'autorégulation du DSC extrêmement importante (limite basse d'autorégulation = 40 mm 

Hg), les animaux jeunes pinéalectomisés aient suffisamment de réserve de vasodilatation pour 

compenser une éventuelle réduction suite à la diminution de leur distensibilité. On peut alors 

penser qu'une privation de mélatonine d'une durée plus importante, provoque un déplacement 

de la limite basse d'autorégulation comme dans le cas du vieillissement. Cela reste à vérifier. 

Par ailleurs, à notre connaissance, il n'existe aucune étude démontrant qu'une diminution 

de la distensibilité des artérioles cérébrales conduise à une diminution de la réserve de 

vasodilatation au cours de l'autorégulation. Cette diminution de la distensibilité se traduit 

certes par une réduction de la vasodilatation maximale comme montré par les relations 

diamètre externe-pression moyenne systémique ou par les valeurs de diamètres internes dans 

les différents groupes de rats des études pinéalectomies ou vieillissement (étude 4 et 5 du 
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chapitre II). Cependant, rien ne démontre qu'une diminution de la vasodilatation à un stimulus 

induisant une réponse maximale tel que l'EDTA se traduise nécessairement par une réduction 

de la réponse vasodilatatrice à des stimulus submaximaux tels que des réductions de pression 

artérielle moyenne systémique. 
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Figure 7 : Effet d'un traitement chronique à la mélatonine sur la limite basse d'autorégulation 

du débit sanguin cérébral. 
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Conclusion générale et perspectives 

cliniques 
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De nombreux éléments nous ont laissé envisager l'existence d'un lien entre le système 

mélatoninergique et le système cérébro-vasculaire. Par exemple, la concentration plasmatique 

en mélatonine diminue avec l'âge (Touitou et coll, 1981) parallèlement à l'augmentation du 

risque d'accident vasculaire cérébral (AVC). De plus, la mélatonine possède des récepteurs sur 

les artères du système cérébro-vasculaire et elle constricte les artères du polygone de Willis 

(Mahle et coll., 1995, Geary et colL, 1997) et diminue le DSC de base de jeunes rats (Capsoni 

et coll, 1996). 

Il est donc envisageable que la mélatonine puisse avoir une influence sur la circulation 

cérébrale et en particulier sur l'autorégulation du DSC. Les études expérimentales citées dans 

ce travail de thèse, avaient pour but d'étudier le lien éventuel entre la mélatonine et 

l'autorégulation du DSC. 

que: 

Nous avons établi un lien entre la mélatonine et l'autorégulation du DSC, en démontrant 

• La mélatonine est un vasoconstricteur direct des artérioles cérébrales (EC50 de 3,0 ± 

0,1 10-8 M). Cet effet vasoconstricteur est médié par l'inhibition des canaux BKca2+ 

suite à l'activation des récepteurs MT l et/ou MT 2 

• Suite à la constriction du système cérébro-vasculaire par la mélatonine, les réserves 

de dilatation face à une baisse de la pression artérielle moyenne sont accrues. Cela 

induit un déplacement de la limite basse d'autorégulation du DSC vers des valeurs 

inférieures de pression artérielle moyenne. Comme ce déplacement de la limite basse 

se fait sans diminution de la pression artérielle moyenne de l'animal, la marge de 

sécurité de l'autorégulation du DSC est augmentée. Ainsi, la mélatonine augmente 

les capacités d'autorégulation des animaux face à une chute de pression, les 

protégeants ainsi contre les risques d'hypoperfusion cérébrale 
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• La mélatonine possède des effets trophiques sur la paroi des artérioles cérébrales. En 

effet, la suppression de la mélatonine chez des animaux jeunes aboutit à une atrophie 

de la paroi vasculaire, alors qu'un traitement chronique à la mélatonine chez des 

animaux âgés, aboutit à une augmentation de l'épaisseur de la paroi vasculaire. Nous 

n'avons pas déterminé la voie de signalisation intracellulaire de cet effet de la 

mélatonine. On peut cependant supposer qu'elle agit par un mécanisme de "cross 

talk" avec les Rho-kinases. Grâce à cet effet trophique, la mélatonine peut empêcher, 

au moins partiellement, les effets du vieillissement sur la structure et la fonction des 

artérioles cérébrales, permettant ainsi d'améliorer les capacités d'autorégulation du 

débit sanguin cérébral des animaux âgés. 

Grâce à ces effets sur la circulation cérébrale, la mélatonine pourraient avoir un effet 

protecteur contre les démences séniles par infarctus multiples d'origine vasculaire. 

En effet comme nous l'avons vu, une diminution des capacités d'autorégulation du DSC 

face à une chute de pression artérielle est observée avec l'âge et ce aussi bien chez le rat 

(Lartaud et colL, 1993) que chez l'Homme (Wollner et colL, 1979), c'est à dire que la limite 

basse de l'autorégulation du débit sanguin cérébral est déplacée vers des valeurs supérieures de 

pression artérielles moyennes. Ce déplacement de la limite basse de l'autorégulation du DSC en 

absence d'augmentation de la pression artérielle moyenne diminue la marge de sécurité. Dans le 

même temps, la labilité tensionnelle augmente (Zito et colL, 1991). L'association de ces deux 

phénomènes au cours du vieillissement aboutirait à une augmentation de la probabilité 

d'hypoperfusions cérébrales dues au simple dépassement de la limite basse d'autorégulation. Or 

chez l 'homme âgé, la répétition d'événements d'hypoperfusion cérébrale, pourrait être à 

l'origine des démences séniles par infarctus multiples d'origine vasculaire (Shuaib, 1992, 

Skoog, 1997). 
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Or un traitement chronique à la mélatonine de rats âgés de 24 mois permet de restaurer 

la structure et la fonction des artérioles cérébrales à des niveaux équivalents à ceux de rats âgés 

de seulement 12 mois. En restaurant de bonnes capacités d'autorégulation chez des individus 

âgés, la mélatonine les protègent contre les risques d'hypoperfusion cérébrale dues au 

dépassement de la limite basse d'autorégulation du DSC. 

De plus, non seulement la mélatonine protège contre les rIsques d'hypoperfusion 

cérébrale, mais sa disparition progressive avec l'âge est probablement responsable d'une partie 

de la diminution des capacités d'autorégulation avec l'âge. En effet, la suppression de la 

mélatonine chez des animaux jeunes induit des modifications structurelles et fonctionnelles des 

artérioles cérébrales assez proches de celle décrites lors du vieillissement (Hadju et coll., 

1990) 

Deux questions, importantes pour la compréhension du mécanisme d'action de la 

mélatonine sur l'autorégulation du DSC, restent encore cependant sans réponse: 

1. Quel récepteur médie l'action de la mélatonine ? En effet nous ne savons pas encore si 

l'action de la mélatonine est médiée par le récepteur MT l et/ou le récepteur MT2 . 

2. Quel est le mécanisme qui médie l'action trophique de la mélatonine ? 

La réponse à ces questions permettrait de clarifier l'application thérapeutique potentielle de la 

mélatonine ou des ses analogues spécifiques pour des sous types de récepteurs. En effet, on 

pourrait envisager l'utilisation d'un agoniste de la mélatonine pour diminuer le risque 

d'hypoperfusion cérébrale au cours du vieillissement. Cette prévention des épisodes 

d'hypoperfusion cérébrale au cours de la vie pourrait réduire la survenue de démence sénile 

d'origine vasculaire Etant donné le vieillissement générale de la population occidentale et la 

fréquence des démences d'origine vasculaire dans la population âgée, l'impact de telle 

traitement sur le confort de vie des personnes âgées serait considérable. Cependant, avant 
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d'envisager de telle applications thérapeutiques, il apparaît nécessaire d'explorer plus 

profondément le lien existant entre l'augmentation de la limite basse de l'autorégulation du 

DSC, les épisodes d'hypoperfusion cérébrale et les démences séniles d'origine vasculaire. Un 

tel développement nécessite dans un premier temps la mise au point de modèles animaux 

d'hypoperfusion cérébrale. Ces modèles pourraient être développés en ligaturant les artères 

carotides de rats normotendus comme déjà décrits par de la Torre et coll. (1992) et Pappas et 

coll. (1996). 
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Ce travail de thèse a établi l'existence d'un lien entre mélatonine et autorégulation du 

DSe. Ce lien est du aux propriétés vasoconstrictrices et trophiques de la mélatonine sur 

les artérioles cérébrales. Grâce à ces effets sur les artérioles cérébrales, la mélatonine 

augmente les capacités d'autorégulation du DSe. Il est donc envisageable que la 

mélatonine protège le cerveau contre les risques d'hypoperfusion et donc contre les 

démences séniles par infarctus multiples d'origine vasculaire. Cette hypothèse 

nécessitera pour être étudiée le développement de modèles d'hypoperfusion cérébrale 

animaux. 
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Le plan de travail est bien énoncé mais cc rapporteur considère que la motivation scientifique 
de ses recherches est mal argumentée et: souvent basée sur des observations pé.riphériques. 

Parde bibliographique: 

La revue de la littérature de :Monsieur REGRIGNY se décompose f.:Il deux parties majeures. 
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mélatonme. C<!tte partie est particulièrement riche et COllvre l'implica.tion de la mélaconine dans 
des sysrèmes cardio-vasculaires: le système cérébral et immunitaire. Le tout donne une bonne 
fondation pour les travaux propres de Monsieur REG RIGNY . 

UNIVERSITE DE CAEN - CNRS UMR 6551 
CeOIre CYCERON - Boulevard H. 8cequèl"el - BP 5229 - 14074 CI\.EN CedèX 
rd. 02 31 4702 30 - fox; 0231 470222 - E-mail: Ma<.:Kènzic@<.:ycerol.l.fr 



''''!<. 

Résulta.ts personnels: 

Les objectifs des travaux perso.cnels de Monsieur REGRIGNY sont clairement énoncés et 
jwrifi.és, même si cela est d'une manière concise. 

Dans le premier chapin'e, le canclidilt a pu démontrer grâce aux mesures classiques que la 
mélaranine diminue le débit sanguin cérébral de base, augmente le débit cérébro-vasculai.re 
hypercapnique et dimio.ue la limite inférieure de l'auto-régulation cérébrale. Ces études ont été 
publiées dans l'American]oumal of Physiology. La. seule critiqlle que l'on puisse émettre SUI la 
présentation de cet aspect de ses recherches est que les résultats sant présentés en pourcentage 
et non en valeur absolue du débit sanguin cérébral. Ce point peut être l'objet d'une discussion 
lOIS de la soutenance. 

Le deuxième chapitre des travaux personnels de Mon.'1ieur REGRIGNY concerne les eft"ets 
direcLS de la mélatomne sur le calibre des artérioles pie-mèrie.cnes. La mélatonine induit une 
vasOCOllstriction des petits vaisseaux d'envù"on 40 J.lIll. Cet effet n'est pas une fonction de la 
dose ad.mi.aistrée et peut être supprimée par }'administrcUion d'un antagoniste relativement 
sélectifpar les récepleurs mélatoninergiqucs. Par contre, cette étude, qui est soumise au]ournal 
of CardiovasCll]ar Pharmacology: ne peut mettre en é ... idence un effet direct de la mélatonine 
sur le débit sanguin cérébral de base. Plusieurs hypothèses ont été émises pour e.',<pliquer ceue 
dichotomie e~ méritent d'être défendues publiquement. 

Le troisième chapitre concerne les effelS direct:) de la mélatonine administrée par une fenêtre 
cranienne sur les vaisseaux: pie-mènens. Le canclidat a pu démontrer un effet 
" vasoconstricteur» sur les artérioles cérébrales. Ce para..cligme a permis un certain nombre de 
manipulations phanoacologiques pour mieux comprendre la nature des effets conlIactiles de la 
mélaronine. Néanmoins, il n'y a aucune discussion sur la poss.ibilité que les e.Œets de ces 
substances sont exercés non pas directement sur le muscle lisse cérébro-irasculaire mais via un 
effet métabolique sur le neurone. 

~...:v.. • 
Le quatrième chapitre est une érode biophysique du lit cérébro-vasculaire. MoD.SÎëur 
REGRIG~'Y démontre par des pariimètres standarclisés que l'ablation de l'épiphyse provoque 
lwe perte des masses musculaires dans la couche médiane des vajsseaux cérébraux:. Cette 
situation esL rétablie quand la mélatonine est admir.ùstréc après l'épiphysectomie. MiIlgré ce 
changement mécanique il 'y a pas de modification de la limite inférieure de l'autorégulation. 
Ces résultats sont à discuter cn p:u-allèle avec les syndromes tels que Shv-Drager ou 
l'hypotension idiopathique chronique, situation dans laquelle il y a une hypotrophie vasculaire 
et une moalIlcatlOn des linutes de l'autorégulation cérébrale. 

Le dernier chapitre concerne des modifications siguificatives des relations entre pression et 
débit dans le cerveau liées au vieillissement. L'impétrant montre que, chez le rat âgé, de 
nombreux paramètres sont affectés, y compris la limite inférieure de l'autorégulation. Ces 
modiGc.1.tions sont partiellement rétablies chez le rat âgé de 24 mois par l'administriirion de la 
mélatoIDne pendant les trois mois précécliint l'étude. L'ensemble de ces données conforte la 
thèse de Monsieur REGRIG~'Y selon la.quelle la c.lis:ninution de la Pl'oduction de la mélatonine 
liée au vieillissement a des conséquences néfastes SUI le plan physiopathclogique. 

Le mémoire se tennio.e par une discussion synthétique de l'ensemble des résultats de Monsieur 
REGRIGNY couvrant J'ensemble de ses recherches et faisant le lien entre ~c:s divers travaux. 
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Conclusion: 

L'ensemble des travau..'l: de Moosiew' REGRlGNY est impressionnant par le volume des 
recherches effectuées ainsi que par les méthodologies mises en œuvre. La thèse est a.t:ruarite; 
même si elle est swcepaèle à certaines maques et d~jà. couronnée p;;r trois publications dans 
des revues intemationaJes à un comité de lecture. D'autres publications sont soumises. En 
conclusion, ce travail ÏInpOrta.D.t est d'une qualité scientifique cout à f;rit remarquable 

Ce rapporteur considère que CE: candidat mérite de présenter se:; travaux publiquement devant 
un jury afin de postuler au grade de Docteur d'Université de Nancy. 

Fait à Caen, le Il septembre 2000 

Docte: ~\ Mac~N~IE 
Directeur de Recherches au CNRS 

Directeur de l'Unité UMR 6551 

. 
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The Ph.D. Candidate, Olivier Regngny, has completed a series of novel experiments that provides 

important insight into the role of the hormone melatonin in the cerebral Orculation. He chose a new 

area of research where little is yet known and logically bullt upon the initial published fllldings in 

the field. His researcb is particularly valuable for establishing cerebrovascular effects of melatonin 
in vivo, in both young and old rats, and elucidating putative roles for melatonin in extendingthe 
range of autoregulation to protect the brain from hypoperfusion and in influencing atrophy and 
passive distensibility of the vesse! wall. 

OvenU, Olivier has donc an excellent job on his Thesis. Two of the chapters have a1ready been 

published in top journals. The remaining three experimental chapters have been submitted for 
publication. The experimental work is appropriate to the stated go~ls and hypotheses and is 
carefully conducted and interpreted. The results are interesting and important contributions to the 

field. The candidate has a good understanding of the dynamics of the cerebral circulation and the 

relevant literature on cbis area as weIl as the area of melatonin. Although 1 am not fluent in French, 

it is obvious to me that the Introduction chapter is well-organized and comprehensive, including an 
of the primary points appropriate to this work. Beeause of the language, 1 also cannot comment on 
the actual Discussion chapter, but base my remarks on the English summary provided. 1 have no 
addition al comments on the two published studies (Chapter Il, 1 and 3); however 1 do have some 

corrections and suggestions for revising the other experimental chapters, which are detailed below. 

General comments: 

While the overall Introduction in Chapter 1 is weIl done, 1 found the introduction section on each of 

the unpublished stuqies (#2, 4, 5) in Chapter II to be too brief. The previous findings of the authors 

are presented without much discussion of the broader literature context for the study, in particular 

the role of melatonin and why it is of interest (appropria te referenees should be included). 

Study #2: Melatollin increases pial arrery cone and the lower limit of CBF autoregulation: 

1. 1 do not agree with the conclusions regarding the lack of a dose-response to melatomn. The 

most likelyexp!anation is that both Lv. doses achieve a maximal constrictor effeet (which was 
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found in study #3 to be 15::1%, similar to the diameter change seen here,13:t3%). Study #1 

indicates that the lower dose (60 ng/kg/h) gives maximum physiological levels, thus it is not 

surprising that thehigher dose has no funher effect Without testing lower doses, one cannot 

make any conclusions regarding the dose-dependency of the melatorun effect. On a related 

point, it is confusing that the fust paragraph of the discussion states that constriction was "less 
marked" with a higher dose. There does not appear to be a significant difference between the 
effects of the 2 doses. 

2. A more subtle point, but an important one, is that luzindole actually blocked the constriction to 

QQ.t.b. doses of melatonin. Luzindole does not "reverse" the action of melatonin.; but by bloc.ki.ng 

the constrictor ~ffect, it appears ta uncover another effect of melatonin, elicited by the higher 

dose. The latter effect is not blocked by locally applied luzindole and thus is not mediated by 

known melatonin receptors (such as MI'z), at least not in the region of the cranial window. 

3. The conclusion suggests the possibility that, in man, melatonin may shift the lower limit of 

autoregulation to protect against the circadian decrease in blood pressure at night. While this is 

an interesting idea, if should be noted that the CUITent study was done in the rat, which has 

~ blood pressure at night when melatonin is produced - what might be the relevance of the 

findings in this species? 

Study #4: Cerebral arteriolar structure and function in pinealectomized rats: 

1. Figure 4 (and lase paragraph of the results section) should indicate' whetber t~ere are any 

significant differences among the 4 groups, e.g., is the change in diameter at 30-40 mm Hg in 

pinealectomized rats different from rhat in the intact and melatonin-treated rats? This is a 

critical question. 
2. There should be sorne discussion of previous studies that found pinealectomy and/or melatonin 

treatment te affect systemic blood pressure (e.g., Harlow, 1987, J. Pineal Res. 4:147-159; 

Kawashima et al., 19~f/, Clin. Exp. Hypertension 9:1121-1131; Wang and Ng, 2000, Pharmacol. 

Toxicol. 86:125-128; Arangino et aL, 1999, Am. J. Cardiol. 83:1417-1419; Kilic et aL, 1999, J. 

Cereb.Blood Flow Metab. 19:511-516; Laflamme et aL, 1998, Am. J. Hyperten. 11:219-229; 

Cagnacci et al., 1998, Am. J. Physiol. 274:R335-R338). These manipulations were performed 

in the present study, and possible alterations in blood pressure could affect the vascular wall. 

Blood pressure was not monitored over the rnonth of ueatment. However because pinealectomy 

has been associated with increased blood pressure and melatonin with lowered blood pressure, it 

does not seem likely that these effects could explain vascular wall atrophy and trophic effects, 

respectively. Nevertheless, this point should be discussed..... . . 
3. The suggestion that melatonin has trophic effects on the vessel wall is novel and mtngulOg, 

however several points in the current discussion of this effect ("Effects of melatonin. on cerebral 

arreriole SEructure and mechanics" pg. 148-149) need revision and clarification. 
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a) The reference to angiotensin is not very compelling. The.re are a number of G proteins and the 

constriction by angiotensin is most likely mediated via Gq. Currently, there is no evidence that 

known melatorun receptors, thought te couple to Gi/o, interact with tyrosine kinase growth 

factor pathways. However, a possible association of Qi with Rho, which is discussed in Chapter 

III of the thesis, may be a more plausible mechanism to discuss here. 

b) The third point (last sentence of paragraph 1 ~ second paragraph of this discussion) throws 

together a number of unrelated srudies where melatonm is reported to have an effect on œil 
number. in an attempt to show some precedent for trophic effects. This discussion needs to be 

more thoughtful and careful in its interpretation of earlier work. A varlety of mechanisms are 

likely involved, ~nd none of these previous studies may be relevant to the effects seen in 

cerebral blood vessels. The Mayo et al., 1998, study cited actually shows melatonin to decrease 

ceU proliferation in PC12 cells; the anti-apoptotic efiect seen by this group involves 

counteracting the neurotoxin 6-0H-DA (perhaps via an antioxidant mechanism? A simiIar 

meehanism may underlie the effect of micromolar concentrations of melatonin ta prevent cell 

death in striatal neurons in culture (Iacouitti et ~al., 1999, Brain Res. 816:276-285). In many 
Câses, melatonin indirectly modifies eeU growth by regulation of other trophic influences, e.g., 

inhibition of estrogen-sensitive breast cancer eeUs via decreasing expression of estrogen 

receptors (Ram et aL, 1998, Mol. CeU. Endocrinol. 141:53-64 and Ram et aL, 2000, J. Pineal 

Res. 28:210-208); antiapopotic effect in thymie tissue via decrease expression of glucocorticoid 

receptors (Sainz et aL, 1999, FASEB 1. 13:1547-1556); decrease in the sympathetic trophic 

effect on smooth muscle in vas deferens by modulating sympathetic output (Carneiro et aL, 

1994. Eur J Phannacol. 251:73-77). Critical questions thar nccd to be addressed in future 

studies are - what is the effective concentration of melatonin for trophic effects, is the efieet 

receptor-mediated, is the effect a direct one of melatonin on vascular smooth muscle? 

c) Since we do not know the plasma levels of melatonin resulting from the oral administration 

in the present study, l would omit the final sentence (pg. 149, lines 10-13) of the second 

paragraph regarding effects of different doses of melatonin in vitro. 

Study #5: BeneficiaI effects melatonÏn on the cerebral circulation of the old rat: 
1. The discussion for this study is the on1y weak part of the Thesis. In sorne places, it repeats, 

verbatim, the discussion in Study #4. This is not acceptable. The same comments given above 

in point 3 for Study #4 apply here as well. A unique and more comprehensive disc~ssion ~ 
needed and should inc1ude a comparison of the current study with findings made prevlously ID 

young rats. 

References: Correct "Mable, C.D." tO "Mahle, C.D." in the reference section and throughout tbe 

text. 
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Jury: Professeurs Jeffrey Atkinson, Gary Baumbach, Diane Krause, Eric T MacKenzie, Docteur Philippe Delagrange. 

RESUME 

Les capacités d'autorégulation du' débit sanguin cérébral (Dse), qui permettent de maintenir le DSC 
constant en dépit de variation de pression artérielle, sont diminuées au cours du vieillissement augmentant 
ainsi le risque d'hypoperfusions cérébrales. La répétition de ces épisodes d'hypoperfusions cérébrales, sans 
conséquences cliniques à court terme, pourrait être à l'origine des démences séniles par infarctus multiples . 
d'origine vasculaire. Il n'existe pour l'instant aucun traitement permettant de restaurer chez un individu âgé 
des capacités d'autorégulation·du Dse optimales. 

De nombreuses observations laissent supposer que la mélatonine pourrait être impliquée dans cette 
diminution des capacités d'autorégulation du DSe àvec l'âge. Les études expérimentales citées dans ce 
travail de thèse ont donc pour but d'étudier'le lien éventuel entre la mélatonine et l'autorégulation drt DSC. 

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés aux effets aigus de la mélatonine sûr le système 
cérébro-vasculaire. Nous avons analysé l'effet d'une perfusion de mélatonine sur le Dse et son 
autorégulation. Nous avons également· étudié le mécanisme d'action de la mélatomne sur les artérioles 
cérébrales et son impact sur les vasodilatations induites par l'hypotension .. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés aux effets chroniques de· la mélatonine en 
examinant l'effet d'une privation de mélatonine chez des animaux jeunes ou d'un traitement chronique par 
la mélatonine chez des animau.x âgés sur la structure et les vasodilatations induites p~ l'hypotension des 
artérioles cérébrales et les conséquences sur les capacités d'autorégulation. 

Nous avons démontré un lien entre la mélatonine et l'autorégulation du DSe, en montrant que : 

1. La mélatonine vasoconstricte les artérioles cérébrales en inhibant les canaux BKca2+ suite à l'activation 
des récepteurs mtl et/ou MT2. 

2. La mélatonine, en constrictant les artères et artérioles cérébrales, augmente les capacités 
d' ,autorégulation des animaux face à une chute de pression. 

3. La mélatonine exerce des effets trophiques sur la paroi des artérioles cérébrales et atténue ainsi le~ 
effets du vieillissement sur la structure et la fonction des artérioles cérébrales, permettant d'améliorel 
les capacités d'autorégulation du débit sanguin cérébral des animaux âgés. 

En conclusion, la diminution progressive avec l'âge de la sécrétion de mélatonine peut contribuer à l~ 
diminution des capacités d'autorégulation. Un traitement chronique par la mélatonine peut, en amélioran1 
les capacÎtés d'autorégulation, du débit sanguin cérébral, protéger des démences s~niles par infarctm 
multiples d'origine vasculaire. 

Mots clés: mélatonine; artérioles cérébrales; hypertrophie; distensibilité. l 
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