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Potential anxiolytic effect of melatonin on intact
and L-NAME hypertensive rats
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Abstract. Aims: The mutual interrelation between cardiovascular diseases and anxiety disorder has been
frequently discussed. The aim of this study was to show whether L-NAME (N[omega]-nitro-L-arginine methyl
ester)-induced hypertension could induce behavioural disturbances in rats and whether these potential
disorders could be modified by chronic treatment with melatonin.

Material and Methods: 12-week-old male Wistar rats were divided into 4 groups (n = 10 per group): control,
melatonin (10 mg/kg/day p.o.), LNAME (40 mg/kg/day p.o.), L-NAME + melatonin. Systolic blood pressure
(SBP) was measured by non-invasive plethysmography once a week. Elevated plus maze (EPM) and light/
dark box (LDB) tests were used for investigation of anxiety behaviour.

Results: L-NAME administration induced the increase in SBP and melatonin in part prevented hypertension
development. L-NAME did not induce anxiety-like behaviour in rats. Melatonin in normotensive rats signi-
ficantly increased the time spent in the light part of LDB, and the number of transitions in LDB. Melatonin
also increased the number of transitions into the open arms in EPM in L-NAME hypertensive rats.
Conclusion: L-NAME-induced hypertension did not induce anxiety-like behaviour in rats. Melatonin induced
potential anxiolytic behaviour in controls and in L-NAME hypertensive rats. Fig. 2, Ref. 29, on-line full text
(Free, PDF) www.cardiologyletters.sks.sk
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Abstrakt. Ciele: Vzajomna suvislost medzi kardiovaskularnymi ochoreniami a psychickymi poruchami, ako
anxieta, je problém, o ktorom sa diskutuje stale viac. Cielom experimentu bolo zistit, ¢i hypertenzia navodena
L-NAME (N[omega]-nitro-L-arginin-metyl-ester) indukuje spravanie podobné anxiete u potkanov a sledovat
potencidlny protektivny efekt melatoninu na uvedené behavioralne alteracie.

Metddy: 12-tyzdriové samce potkanov kmena Wistar boli rozdelené do Styroch skupin po 10: kontroly, me-
latonin (10 mg/kg/den p. 0.), LLNAME (40 mg/kg/den p. 0.) a kombindcia LLNAME s melatoninom. Systolicky
tlak krvi (STK) sa meral neinvazivne pletyzmografickou metédou raz tyzdenne. Spravanie podobné anxiete sa
sledovalo na konci Stvrtého tyzdha experimentu pomocou testov spravania: vyvysenym krizovym bludiskom
(EPM) a testom preferencie svetla/tmy (LDB).

Vysledky: Aplikacia L-NAME spdsobila vzostup STK a melatonin ¢iasto¢ne zabrénil vzniku hypertenzie. Hyper-
tenzia navodena L-NAME neindukovala anxiézne prejavy pokusnych zvierat. Melatonin signifikantne prediil
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Cas straveny v osvetlenej Casti LDB a zvysil pocet prechodov do osvetlenej ¢asti LDB u kontrolnych potkanov.
Melatonin tiez zvysil pocet prechodov do otvorenych ramien EPM u potkanov ovplyvnenych L-NAME.

Zdver: Hypertenzia navodena L-NAME neindukovala spravanie podobné anxiete u potkanov. Melatonin posobil
potencidlne anxiolyticky u kontrolnych potkanov aj u zvierat s L-NAME-navodenou hypertenziou. Obr. 2, Lit.

29, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sks.sk
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Vzijomna uzka prepojenost medzi somatickymi a psychic-
kymi alteraciami je zndma od staroveku. Modernd medicina
priniesla mnozstvo dokazov, ze kardiovaskuldrne ochorenia
a anxiozne, ako aj depresivne ladenie pacientov spolu mno-
hostranne stvisia. Na jednej strane kardiovaskularna patolégia
moze indukovat psychické alteracie vo forme posttraumatic-
kej stresovej poruchy, anxiety a depresie (1, 2) a na druhej
strane pritomnost anxiety, depresie a inych zmien psychiky
zhorsuje nielen adherenciu k spravnemu zivotnému $tylu
a samotnej terapii (3), ale psychopatologické zmeny prispie-
vaju ku vzniku poruch kardiovaskularneho systému (2, 4).
Tieto uivahy sa tykaju nielen zdvaznych kardiovaskuldrnych
udalosti, ale aj takych beznych hemodynamickych poruch,
akou je hypertenznd choroba (5, 6, 7). Preto $tudium vza-
jomnych vztahov hypertenzie a anxiety sa stdva mimoriadne
diskutovanou témou.

Melatonin je latka, ktorej hlavnou ulohou je synchroni-
zovanie fyziologickych funkcii s periodicitou dia a noci (8).
Jestvuje mnozstvo nalezov, ktoré naznacujd, Zze melatonin
a jeho syntetické derivaty by mohli posobit anxiolyticky
a antidepresivne (9).

Cielom nasej prace bolo zistit, ¢i melatonin pdsobi anxio-
lyticky pri intaktnych potkanoch a potkanoch s hypertenziou
indukovanou L-NAME.

Material a metody

Pokusné zvierata a liecba

Dospelé, 12 tyzdiov staré samce potkanov kmena Wistar
sa ndhodne rozdelili do $tyroch skupin po 10: kontroly (Ctrl),
melatonin (Sigma Aldrich, 10 mg/kg/den; Mel), L-NAME
(40 mg/kg/den; LN) a L-NAME s melatoninom (LN + Mel)
v zodpovedajucich davkach. Latky sme podavali denne v pit-
nej vode per os pocas $tyroch tyzdiov trvania experimentu.
Pokusné zvierata boli chované v kontrolovanych podmienkach
pokusného zariadenia v 12/12-hodinovom cykle svetlo/tma,
pri teplote prostredia 22 - 24 °C v klietkach po jednom
s neobmedzenym prijmom vody a potravy.

Systolicky tlak krvi (STK) sa meral raz tyzdenne ne-
invazivne pletyzmograficky na chvoste. Priemerny STK sa
vypocital z priemernych hodnot tyzdniovych merani. Pokusné
zvieratd sa merali vo vyrovnanych skupinach pocas piatich
dni v tyzdni (od pondelka do piatku), vzidy medzi 7:00 a 9:00,
kazda skupina sa merala v rovnakom case pocas dna. Pokus-
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né zvieratd boli pocas merania umiestnené do priesvitného
plastového tunelového boxu, pricom pocas tejto procediry
neboli u potkanov pozorované ziadne znamky stresu.

Prejavy anxiety v spravani pokusnych zvierat boli sledo-
vané vyvy$enym krizovym bludiskom a testom preferencie
svetla/tmy po $tvrtom tyzdni podévania latok pred eutanaziou
pomocou narkézy a naslednou dekapitaciou.

Testovanie spravania

Spravanie podobné anxiete sa sledovalo dvoma testami
v tomto poradi: vyvysené krizové bludisko a test preferencie
svetla/tmy. Spravanie bolo zaznamenavané na videozaznam
a vyhodnocované v programe Ethovision XT 10 tracking
software (Noldus, Wageningen, Netherlands).

Vyvysené krizové bludisko (elevated plus maze, EPM)
predstavovalo zariadenie so $tyrmi ramenami v tvare znaku
plus vyvysené 50 cm nad podlahou a rozdelené na dve pro-
tilahlé otvorené ramend a dve protilahlé uzavreté ramena,
ktoré boli ohrani¢ené stenou z nepriesvitného plastu vysokou
30 cm. Testovanie prebiehalo podla prace (5).

Test preferencie svetla/tmy (light/dark box, LDB) sa robil
v zariadeni s rozmermi 30 x 50 x 30 cm, rozdelenom na dve
Casti, osvetlent a uzavretd, ktoré boli vzajomne prepojené
prechodovym otvorom. Osvetlena cast bola osvetlend svetlom
intenzity 50 luxov a snimana kamerovym systémom, uzavreta cast
bola zakryta nepriesvitnym plastovym vrchnakom, s intenzitou
svetla vnutri boxu 0 luxov. Testovanie prebiehalo podla prace (5).

Statisticka analyza

Vysledky st vyjadrené ako priemerna hodnota + S.E.M.
Rozdiely medzi skupinami boli $tatisticky vyznamné na
urovni p < 0,05. Na zistenie normalneho rozlozenia udajov sa
pouzil Shapirov-Wilkov test. Udaje boli normalne rozlozené
v parametroch tzkostného spravania a STK. Na Statisticka
analyzu sa pouzila jednorozmerna analyza rozptylu (one-way
ANOVA) s LSD post hoc testom.

Vysledky

Priemerny systolicky tlak krvi
Priemerny systolicky tlak krvi (PSTK) v kontrolnej
skupine bol 123,6 + 2,1 mmHg a v L-NAME skupine vy-



znamne stipol o 47,8 % (p < 0,05). Poddvanie melatoninu
neznizovalo PSTK u kontrolnej skupiny (2,42 %, ns), kym
u hypertenznych potkanov sa PSTK znizil o 14,7 % (p < 0,05)
(obrazok 1).

Vyvysené krizové bludisko

Percentudlny cas straveny v otvorenych ramenach v kon-
trolnej skupine bol 15,8 + 4,3 %. L-NAME predlzovalo cas
straveny v otvorenych ramenach o 98,8 % (ns). Podavanie
melatoninu kontrolnym potkanom predlzovalo cas straveny
v otvorenych ramenach o 77,1 % (ns), kym u hypertenznych
potkanov skracovalo o 6,2 % (ns) (obrazok 2A).

Pocet tranzicii do otvorenych ramien bol u kontrol 19,6
+ 2,6 a L-NAME ich zvySovalo o 5,6 % (ns). Podavanie
melatoninu u normotenznych potkanov zvySovalo pocet
tranzicif 0 12,3 % (ns) a u hypertenznych potkanov o 38,9 %
(p < 0,05) (obrazok 2B).
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Obrazok 1 Priemerny systolicky tlak krvi (STK). Efekt me-
latoninu na STK u kontrolnej skupiny (Mel) a pri hypertenzii
indukovanej L-NAME (LN + Mel)

Ctrl - kontroly; LN — L-NAME. *p < 0,05 vs. Ctrl, # p < 0,05 vs. LN
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Obrazok 2 Efekt melatoninu na spravanie podobné anxiete u kontrolnej skupiny (Mel) a pri hypertenzii indukovanej L-NAME (LN +
Mel). Percentualny cas straveny v otvorenych ramenach vyvyseného krizového bludiska (EPM) (A), pocet tranzicii do otvorenych ramien
EPM (B), percentudlny cas straveny v osvetlenej Casti testu preferencie svetla/tmy (LDB) (C) a pocet tranzicii do osvetlenej casti LDB (D)

Ctrl - kontroly; LN — L-NAME. *p < 0,05 vs. Ctrl, # p < 0,05 vs. LN
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Test preferencie svetla/tmy

Percentualny cas straveny v osvetlenej ¢asti LDB bol u kon-
trol 19,2 + 3,1 % a L-NAME ho nesignifikantne predlzovalo
0 34,3 % (ns). Podavanie melatoninu u normotenznych pot-
kanov ho predlzovalo o 71,6 % (p < 0,05) a u hypertenznych
potkanov o 24,9 % (ns) (obrazok 2C).

Pocet tranzicii do osvetlenej ¢asti LDB bol u kontrol 11,1
+ 1,5 a L-NAME ich zvy$ovalo o 35,1 % (p < 0,05). Podava-
nie melatoninu u normotenznych potkanov zvySovalo pocet
prechodov o 55 % (p < 0,05) a u hypertenznych potkanov
ich znizovalo o 4,7 % (ns) (obrazok 2D).

Diskusia

Aplikacia L-NAME sposobila vzostup STK a melatonin
vzostupu STK ciasto¢ne zabranil. Hypertenzia navodena
L-NAME neindukovala anxiézne prejavy pokusnych zvierat.
Melatonin signifikantne predizil ¢as straveny v osvetlenej
¢asti LDB a zvysil pocet prechodov do osvetlenej casti
LDB u kontrolnych potkanov. Melatonin tiez zvysil pocet
prechodov do otvorenych ramien EPM u potkanov ovplyv-
nenych L-NAME.

Model hypertenzie indukovanej L-NAME je zaloZeny na
inhibicii endotelovej NO syntazy s redukciou produkcie NO
vo viacerych organoch, vratane lavej komory srdca, obli¢iek
a mozgu (10, 11). Nedostatok oxidu dusnatého sa prejavi
proliferativnym ucinkom s fibrotickou prestavbou srdca,
obliciek a aorty (11, 12, 13, 14). Neurohormonalna alteracia
na modeli hypertenzie indukovanej L-NAME je vsak ovela
komplexnejsia ako samotny deficit NO a zahfna aktivaciu
renin-angiotenzin-aldosteronového systému (15), a to do-
minantne aktivaciou angiotenzinu (16), alebo aldosterénu
(17). Vzajomna interferencia medzi komplexnou neurohor-
monalnou a hemodynamickou alteraciou je pravdepodobne
pric¢inou, ze literarne udaje tykajuce sa psychoemociondlnych
ukazovatelov pri tomto type hypertenzie zna¢ne kolisu. Kym
niektori autori pozorovali anxiogénny efekt (18, 19, 20),
v inych pracach prevladali anxiolytické a antidepresivne preja-
vy (21). Chronické podévanie L-NAME v naSom experimente
viedlo skor k anxiolytickému efektu, ¢o je v sulade s viacerymi
predchadzajicimi pracami. Guimaraes et al. (22) pozorovali
anxiolyticky ucinok injek¢ného podavania L-NAME do $pe-
cifickych z6én mozgu zodpovednych za anxietu u potkanov.
Analogické pozorovania sa zaznamenali aj u depresivneho
spravania potkanov indukovaného chronickou hypobarickou
hypoxiou, ked L-NAME chranilo pred zvy$enim zapalovych
cytokinov v mozgu spolu s redukciou stupna depresie (21).

Melatonin je hormén produkovany v corpus pineale,
predovsetkym v no¢nych hodindch (23, 24). Jeho chronobiolo-
gicky efekt sa zakladd na modifikacii intenzity fyziologickych
a patologickych dejov s rytmami dna a noci (8, 25). Okrem
ucinkov sprostredkovanych $pecifickymi melatoninovymi
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receptormi vykazuje melatonin pleiotropné acinky, medzi
ktoré patri zlep$enie endotelovej funkcie a zvySenie pro-
dukcie NO (26, 27), redukcia oxidacnej zataze v extra- aj
intracelularnom priestore (26) a sympatikolytické pdsobenie
(28). Vysledky klinickych $tadii so syntetickymi derivatmi
agonistov melatoninovych receptorov naznacuju antidepre-
sivny a anxiolyticky efekt (9). Zda sa, Ze aj sim melatonin
vykazuje nielen sedativne (29), ale aj anxiolytické posobenie
(5). V pripade hypertenzie indukovanej L-NAME v nasom
experimente melatonin v stlade s predchadzajicimi pracami
zvy$oval Cas straveny v osvetlenych castiach EPM a LDB,
¢o nasvedCuje jeho anxiolytickému pdsobeniu, a to nielen
u hypertenznych, ale aj kontrolnych potkanov.

Limitacie

Bolo by zaujimavé sledovat, do akej miery su psychoe-
mocionalne zmeny determinované melatoninom, spdsobené
interferenciou s hemodynamickymi faktormi a do akej miery
je to odpoved na neurohormonalnu aktivaciu. Takéto sledo-
vania vSak presahovali ramec nasej préce.

Zaver

Hypertenzia indukovana L-NAME v na$om experimente
nenavodila anxiogénne spravanie. Chronické podavanie me-
latoninu vykazovalo znamky anxiolytického pdsobenia nielen
u intaktnych potkanov, ale aj pri hypertenzii indukovanej
L-NAME. Nase vysledky naznacuju, ze melatonin by mohol
posobit anxiolyticky u fyziologickych aj patologickych typov
spravania.

Praca bola podporena grantami VEGA 1/0071/15, VEGA
2/0195/15 a UK/258/2016.
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