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Effect of vasoactive drugs on antioxidant status
and endothelial function in patients with chronic
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Abstract

Background. Atherosclerotic lower limb ischemia is the most important cause of intermittent claudication.
Patients with intermittent claudication are at relatively low risk of limb loss. Therefore the predominant
therapeutic approach in this group of patients is conservative treatment. The objective of this study was
a comparison of bencyclane versus pentoxifilline effects on the clinical picture (pain free walking distance
and maximum walking distance) and selected parameters of oxidative stress including blood level of nitric
oxide (NO) and total antioxidant status of the plasma in patients with chronic lower limb ischaemia
(Fontaine IIb).

Material and methods. Adult patients (60 subjects) with claudication distance shorter than 200 m (Fontaine
II'b) were divided into three groups: I. 20 patients administered bencyclane 200 mg i.v. for 7 days followed by
2 x 200 mg ordlly for 21 days; Il. 20 patients administered pentoxifiline 300 mg i.v. for 7 days followed by
2 x600 mgorally for 21 days; Ill. 20 patients administered placebo i.v. for 7 days followed by 2 x | tablet orally
for 21 days. In all patients walking distance until first pain, maximum walking distance and ankle brachial index
(ABI) were measured. In all patients blood samples were taken on days 0, 7, 14 and 28 of the treatment and
blood levels of nitric oxide (NO) and plasma total antioxidant status (TAS) were measured.

Results. Statistically significant increase in pain-free walking distance i.e. |27 = 37.95 m in patients admin-
istered bencyclane (p < 0.001) and 125.29 = 41.10 min patients administered pentoxifilline (p < 0.001)
was observed. Total antioxidant status (TAS) of the plasma and blood levels of nitric oxide also increased in
patients treated with bencyclane and pentoxifilline (p < 0.05).
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Conclusions. The administration of bencyclane and pentoxifilline is an effective therapeutic approach for
patients with Fontaine Il b chronic limb ischaemia. No significant differences were found in efficacy of the two
active treatments in the study.

Key words: bencyclane, pentoxifilline, intermittent claudication, nitric oxide, total antioxidant
status of the plasma

Streszczenie

Wstep. Miazdzycowe niedokrwienie koriczyn dolnych jest najwazniejszq przyczynq wywotujgcq chromanie przestan-
kowe. Chorzy z chromaniem przestankowym sq obarczeni stosunkowo niewielkim ryzykiem utraty koriczyny. Z tego
powodu dominujgcym sposobem leczenia tej grupy chorych jest terapia zachowawcza.

Celem pracy byto pordwnanie wplywu bencyklanu i pentoksyfiliny na obraz Kliniczny (dystans przejscia bezbdlowego
i maksymalnego) i na wybrane parametry stresu oksydacyjnego, czyli stezenie tlenku azotu (NO) we krwi i catkowity
potencjat antyoksydacyjny osocza pacjentdw z przewlekfym niedokrwieniem koriczyn dolnych (stadium Iib).
Materiat i metody. Badang grupe stanowili dorosli pacjenci (60 oséb) z chromaniem przestankowym ponizej 200 m
(stadium Ilb niedokrwienia wg Klasyfikacji Fontaine'a) podzieleni na 3 grupy: grupa | — 20 chorych otrzymujgcych
bencyklan w dawce 200 mg i.v. przez 7 dni i 2 x 200 mg p.o. przez 21 dni; grupa Il
— 20 chorych, otrzymujgcych pentoksyfiling w dawce 300 mg i.v. przez 7 dnii 2 x 600 mg p.o. przez 2| dni; grupa
IIl'— 20 chorych otrzymujqgcych placebo i.v. przez 7 dni i 2 x | tabl. p.o. przez 21 dni.
U wszystkich pacjentéw przeprowadzono: badanie dystansu przejscia do pierwszego bolu (PFWD), maksymalnego
(MWD) i zmierzono wskaznik kostka-ramie (ABI). Od badanych pobrano kreww: 0., 7., 14. i 28. dniu podawania
lekéw i oznaczono w surowicy krwi stezenie tlenku azotu (NO) i catkowity potencjat antyoksydacyjny osocza (TAS).
Wyniki. Stwierdzono znamienne statystycznie zwiekszenie dystansu przejscia bezbdlowego, czyli 127,00 =
+ 37,95 m w grupie chorych przyjmujgcych bencyklan (p < 0,001) i 125,29 = 41,10 m u chorych
otrzymujgcych pentoksyfiling (p < 0,001). W grupie pacjentéw stosujgcych bencyklan i pentoksyfiling wzras-
tata wartosc catkowitego potencjafu antyoksydacyjnego osocza i stezenie tlenku azotu (p < 0,05).
Whioski. Zastosowanie bencyklanu i pentoksyfiliny jest skuteczng formgq terapii u chorych z przewlekfym
niedokrwieniem koriczyn w klasie lIb wedtfug klasyfikacji Fontaine'a. Nie stwierdzono istotnych réznic w sku-
tecznosci dziatania obu badanych preparatow.

Stowa kluczowe: bencyklan, pentoksyfilina, chromanie przestankowe, tlenek azotu, catkowity

potencjal antyoksydacyjny

Introduction

Lower limb ischemia due to atherosclerosis is the
most important underlying cause of intermittent claudi-
cation. The occurrence of intermittent claudication in
patients, when visiting a physician, usually suggests the
initial stages of the disease.

Moreover, there have been numerous reports of pa-
tients who, in spite of occlusive lesions in their arteries sup-
plying the muscles of the lower limbs, do not experience
any pain in walking. These patients very often have conco-
mitant arthropathy or sedentary lifestyle. Moreover, consi-
deration must be given to many other conditions that might
resemble intermittent claudication including chronic veno-
us insufficiency, spondyloarthrosis and diabetic angiopathy.

Assessment of changes in the severity of intermittent
claudication can help us to follow the progression of the
disease process and evaluate the effectiveness of treat-
ment in atherosclerotic ischaemia. Determination of wal-
king speed, gradient of the walking surface and condition
of the patient’s other organs can give falsely positive or

Wstep

Miazdzycowe niedokrwienie konczyn dolnych jest
najwazniejsza przyczyng wywotujaca chromanie przes-
tankowe. Wystapienie chromania u zgtaszajacych sie do
lekarza pacjentow czesto $wiadczy o poczatkowej fazie
rozwoju choroby.

Znane s3 takze liczne przypadki chorych, ktérzy
pomimo obecnych zmian zwezajacych tetnice dopro-
wadzajace krew do miesni kornczyn dolnych, nie od-
czuwaja bolu podczas chodzenia. U takich oséb czes-
to wspotistnieja zmiany stawowe lub prowadza oni sie-
dzacy tryb zycia. Nalezy réwniez pamietaé o innych
licznych schorzeniach mogacych przypomina¢ chro-
manie przestankowe, takich jak przewlekta niewydol-
nos$¢ zylna, zmiany zwyrodnieniowe kregostupa i an-
giopatia cukrzycowa.

Ocena zmiany nasilenia objawéw chromania przes-
tankowego jest réwniez pomocna w monitorowaniu
przebiegu choroby i efektu leczenia miazdzycowego
niedokrwienia. Okreslenie szybkosci marszu, stopnia
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falsely negative results. Development of standard condi-
tions of measurement of intermittent claudication distance
enables the comparison of test results and making deci-
sions about indications for possible medical or surgical
treatment. Walking distance without pain in the lower
limbs is one criteria of the R. Fontaine scale [I], which
shows different stages of chronic limb ischaemia:

| — little or no symptomes, such as numbness, tingling or

cold sensitivity;

ll-lla — intermittent claudication at distances greater

than 200 m;
llb — intermittent claudication at distances less than 200 m;
Il — rest pain;

IV — ulceration, gangrene, necrosis.

Contrary to critical atherosclerotic lower limb ischa-
emia, which manifests first of all with rest pain and ne-
crotic lesions, patients with intermittent claudication are
at relatively low risk of limb loss. Therefore the predo-
minant therapeutic approach in this group of patients is
conservative treatment, which, among other benéefits,
is supposed to reduce the risk of serious cardiovascular
complications resultant from atherosclerotic lesions in
coronary arteries. During a 10 year follow-up only 18%
of patients with intermittent claudication will need sur-
gical treatment, and approximately 10% will require
amputation of their critically ischaemic limb [2, 3].

Although reconstructive surgery of the arteries and
endovascular methods of artery repair have revolutio-
nized the management of patients with lower limb ischa-
emia, methods of conservative treatment, including regu-
lar walking training, control of atheromatosis risk factors
and drug treatment, continue to be treatments of choice
in patients with intermittent claudication (Figure 1) [4].

Supervised walk training
Kontrolowany trening marszowy

\/

Methods of conservative treatment
of chronic lower limbischaemia
Zachowawcze metody leczenia przewlekiego
niedokrwienia koriczyn dolnych

/\

Stimulation of angiogenesis
Pobudzenie angiogenezy

Drug treatment
Farmakoterapia

Modification of riskfactors
Modyfikacja czynnikow ryzyka

Figure |. Methods of conservative treatment of chronic
lower limb ischaemia according to [4]

Rycina |. Zachowawcze metody leczenia przewlekiego
niedokrwienia koriczyn dolnych wg [4]

nachylenia pokonywanej drogi czy tez stanu klinicznego

innych narzadéw badanego chorego moze dawa¢ faf-

szywie dodatnie lub ujemne wyniki. Stworzenie jedna-

kowych warunkéw badania dystansu chromania umoz-

liwito badajacym poréwnywanie wynikéw i ustalenie

wskazan do ewentualnego leczenia zaréwno zachowaw-

czego, jak i operacyjnego. Okreslenie dystansu przecho-

dzonego bez bdlu konczyn dolnych jest miedzy innymi

jednym z elementéw skali Fontaine’a [ 1], ukazujacej eta-

py zaawansowania przewlekiego niedokrwienia kor-

czyn:

| — brak lub nieznaczne objawy kliniczne pod postacia
mrowienia, dretwienia i wrazliwosci na zimno;

ll-lla — chromanie przestankowe powyzej 200 m;

IIb — chromanie przestankowe ponizej 200 m;

[l — bdl spoczynkowy;

IV — owrzodzenie, zgorzel, martwica.

W przeciwienstwie do krytycznego miazdzycowe-
go niedokrwienia konczyn dolnych, objawiajacego sie
przede wszystkim bélem spoczynkowym i obecnoscia
zmian martwiczych, chorzy z chromaniem przestanko-
wym s3 obarczeni stosunkowo niewielkim ryzykiem
utraty konczyny. Z tego powodu dominujagcym sposo-
bem leczenia tej grupy pacjentdw jest terapia zacho-
wawcza, miedzy innymi zmniejszajaca ryzyko wystapie-
nia groznych powikfan ukfadu krazenia, bedacych po-
chodng zmian miazdzycowych w naczyniach wienco-
wych. Tylko okoto 18% chorych z chromaniem prze-
stankowym bedzie wymagato interwencji chirurgiczne;j,
a u okoto 10% dojdzie do koniecznosci amputaciji skraj-
nie niedokrwionej konczyny w ciagu |10-letniej obser-
wagji [2, 3].

Mimo ze chirurgia rekonstrukcyjna tetnic i metody
endowaskularne naprawy uktadu tetniczego zrewolu-
cjonizowaly leczenie chorych z niedokrwieniem kon-
czyn dolnych, to zachowawcze sposoby terapeutycz-
ne, takie jak regularny trening marszowy (chodzenie),
zwalczanie miazdzycowych czynnikéw ryzyka i farma-
koterapia, s3 metodami leczenia z wyboru chromania
przestankowego (ryc. |) [4].

Podstawowa zasadga leczenia chorych z chroma-
niem przestankowym jest likwidacja czynnikéw ry-
zyka wystapienia miazdzycy, przede wszystkim tych,
ktore zaleza od zachowan samego chorego. Zaprze-
stanie palenia tytoniu czy tez zmniejszenie masy cia-
ta powinno by¢ warunkiem koniecznym do rozpo-
czecia leczenia. Utrzymywanie prawidtowego ci$nie-
nia tetniczego, glikemii i stezenia cholesterolu, czy
tez regularne przyjmowanie lekéw przeciwptytko-
wych z grupy kwasu acetylosalicylowego to juz stan-
dardy w terapii chorych z miazdzyca tetnic kornczyn
dolnych.
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The main idea in the management of patients with
intermittent claudication is the elimination of athero-
sclerotic risk factors including, first of all, the factors
that can be modified by the patient’s behaviour. Quit-
ting smoking and body weight reduction should be
a prerequisite for the initiation of medical treatment.
Maintaining normal blood pressure, controlling glyca-
emia and cholesterol level as well as regular admini-
stration of antiplatelet drugs from the class of acetyl-
salicylic acids have already become a standard in the
management of patients with occlusive artery disease
of the lower limbs.

At the moment the most widely used medicinal pro-
duct in the treatment of intermittent claudication
is pentoxifilline, which improves the rheological pro-
perties of blood, inhibits adhesion and aggregation of
erythrocytes and has antithrombotic activity. Other
drugs with proven beneficial effects on intermittent
claudication include naftidrofuryl (unavailable in Po-
land), buflomedil and bencyclane. However, in currently
available literature there is no explicit information about
the modes of action of these drugs in the treatment of
intermittent claudication.

The aim of this study was a comparison of bencycla-
ne versus pentoxifilline effects on the clinical picture (pain
free and maximum walking distances) and selected pa-
rameters of oxidative stress including blood levels of
nitric oxide (NO) and plasma total antioxidant status in
patients with chronic lower limb ischaemia (Fontaine lIb).
Moreover, the tolerance of pharmacological treatment
was assessed, and incidence of possible drug related
adverse events was reported.

Material and methods
The study involved patients with lower limb ischa-
emia due to atherosclerosis, in stage |Ib according to
the Fontaine classification, hospitalized in the Depart-
ment of General and Vascular Surgery and Angiology of

K. Marcinkowski Medical School in Poznan. The study

groups included adult patients with claudication distan-

ce less than 200 m (Fontaine Il b). The criteria taken
into account in the process of patient recruitment into
the study were as follows:

— patient history (pain free walking distance less than
200 m);

— physical examination (including palpating pulses
in typical points);

— evaluation of ankle brachial index (< 0.9) and/or an-
giography (angiography was not necessary to qualify
the patient into the study).

The study was designed as a randomized, control-
led, single-blind clinical trial. Patients were randomly

Najbardziej rozpowszechnionym lekiem w terapii
chromania przestankowego jest obecnie pentoksyfilina,
ktéra migedzy innymi poprawia wtasciwosci reologiczne
krwi, zmniejsza zdolno$¢ erytrocytéw do adhezji i agre-
gacji, a takze zmniejsza zdolno$¢ do tworzenia zakrze-
péw. Do innych lekéw o udowodnionym, korzystnym
wplywie na chromanie przestankowe naleza naftydro-
furyl (niedostepny w Polsce), buflomedil i bencyklan.
W dostepnym i aktualnym pi$miennictwie natomiast nie
ustalono jednoznacznie mechanizméw dziatania tych
lekéw w terapii chromania przestankowego.

Celem pracy byto poréwnanie wptywu bencyklanu
i pentoksyfiliny na obraz kliniczny (dystans przejscia bez-
bdlowego i maksymalnego), a takze na wybrane para-
metry stresu oksydacyjnego, czyli stezenie tlenku azotu
(NO) we krwi i catkowity potencjat antyoksydacyjny
osocza pacjentéw z przewlektym niedokrwieniem kon-
czyn dolnych (stadium IIb). Podczas obserwacji chorych
oceniono réwniez tolerancje zastosowanej farmakote-
rapii i zanotowano ewentualne wystepowanie dziatan
niepozadanych podawanych lekéw.

Material i metody
Badania przeprowadzono u chorych z miazdzy-
cowym niedokrwieniem konczyn dolnych w IIb stop-
niu wedtug klasyfikacji Fontaine’a hospitalizowanych

w Klinice Chirurgii Ogdlnej i Naczyn oraz Angiologii

Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Po-

znaniu. Grupy chorych stanowili dorosli pacjenci

z chromaniem przestankowym ponizej 200 m (sta-

dium llb niedokrwienia wg klasyfikacji Fontaine’a). Kry-

teria, jakimi kierowano sie podczas kwalifikacji cho-
rych do badania, byty nastepujace:

— wywiad (dtugos¢ dystansu przechodzonego bez bolu
ponizej 200 m);

— badanie przedmiotowe (m.in. palpacyjne badanie
tetna w miejscach typowych);

— ocena wskaznika kostka-ramig (< 0,9) i/lub angiogra-
fia (nie byta badaniem koniecznym do kwalifikacji
chorego do badania).

Badanie byto randomizowane, kontrolowane,

z pojedynczg $lepa proba. Pacjentow losowo (rando-

mizacja prosta |:1:1) podzielono na 3 grupy:

— grupa | — pacjenci otrzymujacy bencyklan w dawce
200 mg i.v. przez 7 dnii 2 x 200 mg p.o. przez 21 dni;

— grupa |l — pacjenci otrzymujacy pentoksyfiling
w dawce 300 mgi.v. przez 7 dni i 2 x 600 mg p.o.
przez 21| dni;

— grupa lll pacjentéw otrzymujacych placebo i.v.
przez 7 dnii 2 x | tabl. p.o. przez 21 dni.

W badaniu wzieto udziat 60 oséb. U wszystkich prze-
prowadzono zaplanowang 4-tygodniowa obserwacije.
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(simple 1:1:1 randomization) assigned to one of the fol-

lowing three groups:

— group | — patients administered bencyclane 200 mg
i.v. for 7 days followed by 2 x 200 mg. p.o. for 21

days;
— group Il — patients administered pentoxifilline 300
mg i.v. for 7 days and 2 x 600 mg p.o. for 2| days;
— group lll — patients administered placebo i.v.

for 7 days followed by 2 x | tabl. p.o. for 21 days.

In total 60 patients were enrolled into the study.
Follow-up period for all the patients was 4 weeks, as
intended. There was no need to stop the treatment
because of critical ischaemia or side effects.

The inclusion criteria were:

— occlusive artery disease of the lower limbs, Fontaine lIb;

— age greater than 40 years;

— ankle brachial index between 0.5 and 0.9;

— withdrawal of other vasoactive drugs 7 days before
the patient’s entry into the study;

— no overt anaemia: Hgb > 10 g/dL;

— no indications for reconstructive arterial surgery
or lack of patient consent to surgical treatment;

— written informed consent.

The exclusion criteria were:

— acute myocardial infarction within the last 90
days;

— uncontrolled heart failure (NYHA [lI-1V);

— third degree atrioventricular block;

— severe hepatic dysfunction (ALAT > 2 x the upper
limit of normal);

— renal dysfunction (urea > |4 mmol/L; creatinine >
> 250 umol/L);

— diabetes;

— head injury with loss of consciousness within
the last 12 months;

— stroke within the last 6 months;

— glaucoma;

— active peptic ulcer disease of the stomach
or duodenum;

— pregnancy, breast feeding;

— uncooperative patient.

All patients continued on their long-term antiplate-
let therapy (aspirin, ticlopidine). All medications admi-
nistered because of concomitant diseases before
the patient entry into the study were continued, but
records were made about indications for the therapy,
the international name of the drug, its dose and date of
initiation. Every change in treatment or its dose was re-
corded in an adverse event form.

No other vasoactive drugs were used for atherosc-
lerotic lower limb ischaemia (excluding calcium channel
antagonists that were allowed in cardiac indications).

Nie zachodzita konieczno$¢ przerwania leczenia z po-
wodu krytycznego niedokrwienia ani dziatann niepoza-
danych.

Kryteria wiaczenia do badania
Kryteria wtaczenia do badania byty nastepujace:

— miazdzyca zarostowa tetnic koriczyn dolnych w stop-
niu llb wedtug klasyfikacji Fontanie’a;

— wiek powyzej 40 lat;

— wskaznik kostka-ramie w granicach 0,5-0,9;

— zaprzestanie stosowania innych lekéw naczyniowych
7 dni przed planowanym badaniem;

— brak cech jawnej niedokrwistosci: HgB > 10 g/dI;

— brak wskazan do operacji odtwérczej na tetnicach
badz brak zgody chorego na leczenie operacyjne;

— pisemna zgoda na udziat w badaniu po wyczerpujacym
wyjasnieniu choremu jego istoty.

Kryteria wykluczenia z badania

Kryteria wykluczenia z badania byty nastepujace:
— przebyty zawat serca w okresie ostatnich 90 dni;
— niewyréwnana niewydolnos¢ serca (IlI-1V stopien

wg NYHA);

— blok przedsionkowo-komorowy Ill stopnia;

— ciezka niewydolno$¢ watroby (ALAT > 2 x norma);

— niewydolno$¢ nerek (mocznik > 14 mmol/l;
kreatynina > 250 umol/l);

— cukrzyca;

— uraz glowy z utratg przytomnosci w ciggu ostatnich

12 miesiecy;

— udar mézgu przebyty w ciagu ostatnich 6 miesiecy;
— jaskra;

— czynna choroba wrzodowa zotadka/dwunastnicy;
— cigza, karmienie piersia;

— brak wspétpracy ze strony chorego.

U wszystkich chorych kontynuowano leczenie prze-
wlekfe lekami przeciwptytkowymi (kwas acetylosali-
cylowy, tiklopidyna). Stosowanie wszystkich lekow
przyjmowanych z powodu choréb wspétistniejacych
przed wtaczeniem do badania kontynuowano z wpisa-
niem wskazania, nazwy migdzynarodowej leku, daw-
ki, czasu rozpoczecia podawania. Kazda zmiane lekéw
lub ich dawki odnotowywano w rejestrze dziatan nie-
pozadanych.

Nie stosowano innych lekéw wazoaktywnych po-
dawanych z powodu miazdzycowego niedokrwienia
konczyn dolnych (z wyjatkiem antagonistéw wapnia
z powodoéw kardiologicznych).

U kazdego chorego przeprowadzano badanie dy-
stansu przejscia bezbolowego (PFWD) i dystansu mak-
symalnego (MWD), a takze wyznaczano warto$¢ wskaz-
nika kostka-ramie (ABI).
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In all patients pain free and maximum walking
distance and ankle brachial index were measured.

Measurement of pain free and maximum walking
distance and ankle brachial index

Intermittent claudication distances (PFWD and MWD)
were measured on a treadmill (Cambridge 9800). The
speed of the belt was 3.5 km/h and the gradient of the
treadmill walking surface was 12°. Ankle brachial index
was evaluated by measuring systolic blood pressure
in brachial artery and in arteries of the foot (the sphyg-
momanometer cuff was placed close to the ankle). The
ABI value was calculated by dividing ankle pressure with
brachial pressure.

Laboratory tests
In all patients blood samples were taken in days 0, 7,

14 and 28 of the treatment and serum levels of nitric

oxide (NO) and plasma total antioxidant status were

measured:

— nitric oxide (NO) concentration was determined us-
ing a testing set provided by Oxis using a Hyperion
Micro Reader. The test involves a direct method of
quantitative determination of nitrites in biological
material. In aqueous solutions nitric oxide is oxidized
to nitrates and nitrites. Following enzymatic reduc-
tion of nitrates to nitrites by nitrate reductase and
reduced form of nicotinamide adenine B-dinucle-
otide, Griess reagent composed of p-aminobenzene
sulphonamide in 3 N HCl and N-(|-naphtyl)-ethyl-
ene diamine is added. As a result of Griess reaction
nitrites are converted to nitric oxide, which reacts
with sulphanilic acid, whereas the intermediate pro-
duct reacts with N-(1-naphtyl)-ethylene diamine to
generate a pink product with maximum absorption
A = 540 nm. Change in absorbance of the solution
measured spectrophotometrically with a Hyperion
micro reader is proportional to the nitric oxide con-
centration. Concentration values of the tested sam-
ples were read from the standard absorption (540 nm)
— concentration [uM] curve;

— total antioxidant status (TAS) of the plasma was
measured using a NX 2332 testing set by Randox.
The test involves incubation of ABTS® (2,2'-azi-
no-di-(3-ethylbenzthiazoline sulphonate)] with
metmyoglobin and H,0, to produce ABTS® radi-
cal. The radical has a stable blue-green colour
when measured at 600 nm. Antioxidants in the
added sample suppress this colour production in
proportion to their concentration. The test con-
tained phosphate buffer (5 mmol/L pH 7.4), met-
myoglobin ( 6.1 uM ), ABTS® (610 uM) and H,0,

Badanie dystansu przejscia bezbélowego,
maksymalnego i wskaznika kostka-ramie

Dystans chromania przestankowego (PFWD i MWD)
mierzono na poziomej biezni ruchomej Cambridge 9800
o przesuwie tasmy 3,5 km/h i kacie nachylenia 12°.
Wskaznik kostka-ramie (ABI) okreslono, mierzac kaz-
dorazowo ci$nienie skurczowe w tetnicy ramiennej,
a nastepnie w tetnicach stopy (mankiet sfingomanome-
tru zaktadano w poblizu kostek goleni). Warto$¢ wskaz-
nika obliczano z ilorazu ci$nienia z obwodu konczyny
dolnej i ci$nienia na ramieniu.

Badania laboratoryjne
Od wszystkich pacjentéw pobrano krew w 0., 7.,

14.i28. dniu podawania lekéw i oznaczono w surowicy

krwi stezenie tlenku azotu (NO) i catkowity potencjat
antyoksydacyjny osocza (TAS):

— tlenek azotu (NO) oznaczono zestawami testowymi
firmy Oxis, przy uzyciu mikroczytnika (Micro Read-
er) firmy Hyperion. Test ten opiera sie na posredniej
metodzie ilosciowego oznaczania azotyndw w mate-
riale biologicznym. W roztworach wodnych NO jest
utleniany do azotanéw i azotynéw. Po enzymatyc-
znej redukcji azotanéw do azotynéw za pomoca
reduktazy azotanowej i zredukowanej formy
B-dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego doda-
je sie odczynnik Griessa sktadajacy sie z p-aminoben-
zenosulfonamidu w 3 N HCl i N-(1-naftyl)-etylenod-
wuaminianu. W reakcji Griessa z azotynéw powstaje
NO, ktory reaguje z kwasem sulfanilowym, a powstaty
posredni produkt w reakgcji z N-(I-naftyl)-etylenod-
wuaminianem daje rézowy produkt z maksimum ab-
sorpcji A = 540 nm. Spektrofotometry-cznie mierzo-
na zmiana ekstynkgji roztworu, przy uzyciu mikroc-
zytnika (Micro Reader) firmy Hyperion, jest proporc-
jonalna do stezenia tlenku azotu. Wartosci stezen
badanych préb odczytywano z krzywej wzorcowej
absorpcji (540 nm) wzgledem stezenia [uM];

— catkowity stan antyoksydacyjny (TAS) w osoczu krwi
oznaczono za pomocg testu NX 2332 firmy Randox.
Zasada testu polega na inkubacji ABTS® (siarczanu
2,2’-azyno-di-[3-etylobenzotiazoliny]) z metmioglob-
ing i H,O, z wytworzeniem rodnika ABTS®. Rodnik
ten posiada stata, niebieskozielona barwe przy diugosci
fali 600 nm. Antyoksydanty znajdujace sie w prébce
zmniejszaja nasilenie tej barwy w stopniu proporcjon-
alnym do ich stezenia. Test zawierat bufor fosforanowy
(5 mmol/l pH 7,4), metmioglobine (6,1 uM), ABTS®
(610 uM) oraz H,0, (250 uM). Odczytywano absor-
bancje poczatkowa, a nastepnie po dokfadnie
3 minutach absorbancje kazdej probki spektrofoto-
metrem Specord M-40 firmy Carl-Zeiss Jena).
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(250 uM). Absorbance was read at baseline, and
then the absorbance of each sample was read af-
ter exactly 3 minutes with a spectrophotometer
(Specord M-40 by Carl-Zeiss Jena).

Due to the lack of normal distribution for most of
the studied parameters, nonparametric tests were used
(Kruskal-Wallis test for three independent groups) for
all of the study variables.

Results

Each of the study groups included 20 patients. Pa-
tients were randomly assigned and inclusion criteria
were as above. In the whole group of 60 patients there
were 28 females and 32 males. No significant diffe-
rences in demographic data were found between the
study groups in terms of distribution of age, sex, smo-
king status, statin and antiplatelet therapies, baseline
claudication distance and total cholesterol level. Mean
age of patients was 65.9 years and baseline claudica-
tion distance was 94.8 m. All patients tolerated their
treatments very well, and no clinically significant ad-
verse events were observed for any of the study tre-
atments.

Pain free walking distance
and maximum walking distance

The first evaluated parameter, particularly impor-
tant for the patient, was pain free walking distance
(PFWD). On day 0 of the study no significant differen-
ces between the study groups were seen in pain free
and maximum walking distances (MWD) (p > 0.35); their
valuesin group |, Il and lll were 85.00 + 40.33 m, 95.25 =+
*+42.16 mand 103.50 = 43.20 m, respectively. On day
28 statistically significant differences between the study
groups were observed. In all study groups, a statistically
significant increase in pain free walking distance was fo-
und. A statistically significant increase in pain-free wal-
king distance i.e. 127 * 37.95 m (42 m) in patients ad-
ministered with bencyclane (p < 0.001) and 125.29 =+
+ 41.10 m (32.06 m) in patients administered with pen-
toxifilline (p < 0.001) [and 18.75 in patients administe-
red with placebo (p < 0.001)] was observed. Increase
in pain free walking distance in placebo patients was sta-
tistically significant but the difference was not so large
(p <0.0l)i.e. 125.00 = 49.13 m (Table | and Figure 2).

Similar results were obtained for maximum walking
distance. On day 0 the values of maximum walking dis-
tance were 123.00 + 54.20 m, 124.75 + 46.38 m and
129.00 * 45.18 m in patients administered bencyclane,
pentoxifilline and placebo, respectively. No statistically
significant differences in this parameter were seen be-
tween the treatment groups (p > 0.8). On day 28 a sta-

Ze wzgledu na brak rozktadu normalnego wiekszo-
$ci badanych parametréw stosowano testy nieparame-
tryczne (test Kruskala-Walissa) dla trzech niezaleznych
grup w stosunku do wszystkich badanych zmiennych.

Wyniki

Badane grupy liczyty po 20 oséb. Grupy dobierano
losowo wedtug kryteriéw przedstawionych powyze;.
W tacznej grupie 60 chorych 28 stanowity kobiety,
a 32 mezczyzni. Nie stwierdzono istotnych réznic epi-
demiologicznych pomiedzy badanymi grupami pod
wzgledem rozktadu wieku, pici, liczby palaczy, stoso-
wania statyn i lekéw przeciwptytkowych, dtugosci wyj-
$ciowego dystansu chromania i stezenia cholesterolu caf-
kowitego. Srednia wieku pacjentow wynosita 65,9 roku,
wyjsciowy dystans do wystapienia bélu — 94,8 m. Wszy-
scy badani dobrze tolerowali farmakoterapie i nie zano-
towano dziatan niepozadanych zwiazanych z podawa-
niem ktéregokolwiek z preparatéw.

Dystans przejscia bezbélowego i maksymalnego

Pierwszym badanym parametrem, szczegélnie
istotnym dla pacjenta, byt dystans przejscia bezbdlo-
wego. W 0. dniu badania pomiedzy grupami nie od-
notowano istotnej statystycznie réznicy w dystansie przejs-
cia bezbolowego (PFWD) i maksymalnego (MWD)
(p > 0,35); wynosit on odpowiednio dla grupy I, Ili llI:
85,00 + 40,33 m; 95,25 = 42,16 mi 103,50 = 43,20
m. W 28. dniu badania stwierdzono istotne statystycz-
nie réznice pomiedzy grupami chorych. We wszyst-
kich badanych grupach pacjentéw odnotowano zna-
miennie statystycznie zwiekszenie dystansu przejscia
bezbdlowego. Wykazano znamienne statystycznie
zwiekszenie dystansu przejscia bezbélowego, czyli
127,00 = 37,95 m w przypadku grupy chorych przyj-
mujacych bencyklan (p < 0,001) i 125,29 = 41,10 m
dla chorych otrzymujacych pentoksyfiling (p < 0,001).
Wydtuzenie dystansu przejscia bezbélowego u chorych
stosujacych placebo bylo istotne statystycznie, niemniej
jednak réznica ta nie byta tak wyrazna (p < 0,01), czyli
125,00 = 49,13 m (tab. | i ryc. 2).

Podobne wyniki uzyskano w przypadku dystansu
przejscia maksymalnego. W 0. dniu badania wartosci
dystansu przej$cia maksymalnego wynosity 123,00 +
*+ 54,20 m w grupie chorych przyjmujacych bencyklan,
124,75 + 46,38 m w grupie pacjentéw otrzymujacych
pentoksyfiline i 129,00 =+ 45,18 m w grupie oséb stosu-
jacych placebo. Pomiedzy grupami nie odnotowano
w tym przypadku istotnej statystycznie réznicy (p > 0,8).
W 28. dniu badania stwierdzono istotne statystycznie
wydtuzenie dystansu przejscia maksymalnego we
wszystkich badanych grupach pacjentéw przyjmujacych
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Table I. Pain free walking distance (PFWD) values in patients with Fontaine IIb chronic lower limb ischaemia administered

bencyclane, pentoxifilline or placebo (in meters)

Tabela I. Wartosci dystansu przejscia bezbdlowego (PFWD) u chorych z przewleklym niedokrwieniem konczyn dolnych
w stadium Ilb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan, pentoksyfiline lub placebo (w metrach)

Day Bencyclane Pentoxifilline Placebo
Dzien Bencyklan Pentoksyfilina
0 85.00 = 40.33 95.25 + 42.16 103.50 + 43.20
7 107.50 = 45.00 108.25 + 44.46 118.50 + 46.48
14 112.00 = 41.15 H7.011 £ 3949 I131.11 = 45.23
28 127.00 = 37.95 125.29 + 41.10 125.00 + 49.13
p < 0.00 p < 0.001 p<0.0lI
150
bencyklan, pentoksyfiling i placebo. W grupie | dystans
= 100 przejscia maksymalnego zwigkszyt sie do 163,50 =
= + 42,09 m (p < 0,001), w grupie Il do 168,53 + 43,80
? 50 m (p < 0,001), aw grupiellldo 158,13 = 54,56 m (p <
< 0,001) (tab. I, ryc. 3).
0 T T T
0 7 14 28 Wartosci wskaznika kostka-ramie
T(i)T:s(((j(?r):ig))) Wartosci wskaznika korelacji (ABl), w pomiarze

[J Bencyclan [ Pentoxifyline [ Placebo
Bencyklan Pentoksyfilina

Figure 2. Comparison of changes in pain free walking dis-
tance (PFWD) during 28-day follow-up in patients with
Fontaine IIb chronic lower limb ischaemia administered
with bencyclane, pentoxifilline or placebo

Rycina 2. Poréwnanie zmian dystansu przejscia
bezbdlowego (PFWD) w 28-dniowej obserwacji u chorych
z przewlektym niedokrwieniem koriczyn dolnych w stadium
IIb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan,
pentoksyfiling lub placebo

tistically significant increase in maximum walking distan-
ce was seen in all treatment groups, i.e. in patients admi-
nistered with bencyclane, pentoxifilline and placebo. In
group |, the maximum walking distance increased to
163.50 = 42.09 m (p < 0.001), in group Il — it increased
to 168.53 = 43.80 m (p < 0.001) and in group Il — to
158.13 = 54.56 m (p < 0.001) (Table Il and Figure 3).

Ankle brachial index

The ankle brachial index (ABI) values measured at
baseline and in the course of the study were compara-
ble in all treatment groups. In the bencyclane group
the ABI values for the right and left side were 0.70 +
+0.13and0.75 £ 0.12;0.68 + 0.09 and 0.74 + 0.09;
0.66 = 0.06 and 0.73 = 0.07; and 0.66 = 0.05 and
0.71 £ 0.11 on days 0, 7, 14 and 28 of the treatment,

wstepnym oraz w kolejnych oznaczeniach byty poréw-
nywalne we wszystkich grupach. W grupie stosujacej
bencyklan wartosci odpowiednio dla strony prawej
i lewej wynosity kolejno 0,70 = 0,13 i 0,75 * 0,12
w 0. dniu terapii; 0,68 = 0,09 0,74 = 0,09 w 7. dniu;
0,66 = 0,06 i 0,73 = 0,07 w 14. dniu; 0,66 * 0,05
i0,71 = 0,11 w 28. dniu leczenia (p > 0,35ip > 0,15).
U chorych przyjmujacych pentoksyfiline oznaczono na-
stepujace wartosci wskaznikéw: 0,69 + 0,13 0,75 =
+ 0,12 na poczatku badania; 0,69 = 0,10i 0,74 + 0,08
w 7. dniu obserwacji, 0,68 = 0,07i 0,75 += 0,08 w 14.
dniu badania; 0,65 + 0,05 0,72 = 0,12 w 28. dniu ba-
dania (p > 0,10 p > 0,30). W grupie stosujacej place-
bo wartosci odpowiednio dla strony prawej i lewej wy-
nosity kolejno: 0,65 *+ 0,16i0,69 = 0,15 w 0. dniu tera-
pii; 0,66 = 0,11i0,69 = 0,11 w 7. dniu; 0,65 *= 0,08
i 0,69 = 0,10 w 14. dniu; 0,63 = 0,07 i 0,67 =
= 0,11 w 28. dniu terapii (p > 0,70 i p > 0,90) (tab. Ill,
ryc. 4, 5).

Wartosci catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego osocza

W 0. dniu badania warto$¢ catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego osocza (TAS) roznita sie statystycz-
nie pomiedzy grupami, wynosita 1,34 = 0,52 w gru-
piel, 1,40 = 0,61 wgrupielli 1,01 = 0,41 w grupie lll
(co byto wynikiem negatywnym w sensie poprawnosci
badania — uwzgledniono to jednak w dalszej interpre-
tacji wynikéw). W 28. dniu terapii wartosci TAS 28
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Table Il. Maximum walking distance (MWD) values in patients with Fontaine lIb chronic lower limb ischaemia administered

with bencyclane, pentoxifilline or placebo (in meters)

Tabela Il. Wartosci dystansu przejscia maksymalnego (MWD) u chorych z przewlektym niedokrwieniem konczyn dolnych
w stadium Ilb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan, pentoksyfiline lub placebo (w metrach)

Day Bencyclane Pentoxifilline Placebo
Dzien Bencyklan Pentoksyfilina
0 123.00 £ 54.20 124.75 + 46.38 129.0 = 45.18
7 148.00 = 61.70 142.75 + 49.22 149.50 + 49.79
14 151.00 £ 52.91 I57.11 £ 4451 162.78 + 45.86
28 163.50 = 42.09 168.53 + 43.80 158.13 + 54.56
p < 0.001 p < 0.001 p < 0.00!
200 réznity sie istotnie statystycznie pomiedzy grupami.
W wykonanym post-hoc tescie Duncana w prébie TAS
= 150 28 ujawniono, ze $rednie grup | i [l tworzylty pary sred-
= 100 nich jednorodnych i réznity sie od $redniej w grupie
= 50 otrzymujacej placebo, ktéra byta istotnie nizsza
(p < 0,05).
0 T T T Analizujgc zmiane parametréw pomiedzy punktami
0 ! 14 28 TAS 0i TAS 28 dla kazdej grupy osobno, istotne staty-
TiCT:s(((j;Xii) stycznie réznice stwierdzono jedynie w grupach pacjen-

[J Bencyclan [ Pentoxifyline [ Placebo
Bencyklan Pentoksyfilina

Figure 3. Comparison of changes in maximum walking dis-
tance (MWD) during 28-day follow-up in patients with
Fontaine IIb chronic lower limb ischaemia administered
with bencyclane, pentoxifilline or placebo

Rycina 3. Poréwnanie zmian dystansu przejscia maksymal-
nego (MWD) w 28-dniowej obserwaciji u chorych

z przewleklym niedokrwieniem korczyn dolnych w stadium
lIb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan,

pentoksyfiling lub placebo

respectively (p > 0.35 and p > 0.15, respectively).
In patients administered with pentoxifilline the ABI va-
lues on the right and left side were as follows: at base-
line 0.69 *+ 0.13 and 0.75 * 0.12; on day 7 of the ob-
servation 0.69 = 0.10 and 0.74 = 0.08; on day 14 of
the observation 0.68 = 0.07 and 0.75 *+ 0.08; on day
28 of the observation 0.65 *+ 0.05 and 0.72 = 0.12,
respectively (p > 0.10 and p > 0.30, respectively).
In the placebo group the v
right and left side were as follows: on day 0 of the tre-
atment 0.65 = 0.16 and 0.69 = 0.15; on day 7 of the
treatment 0.66 * 0.11 and 0.69 = 0.11; on day 14
0.65 = 0.08 and 0.69 = 0.10; and on day 28 0.63 =
+ 0.07 and 0.67 = 0.11, respectively (p > 0.70 and
p > 0.90, respectively) (Table Ill and Figure 4, 5).

alues measured on the

tow, ktorzy przyjmowali leki (ryc. 6). W grupie osob
otrzymujacych bencyklan i pentoksyfiline wzrastata war-
tos¢ TAS (p < 0,05) odpowiedniodo 1,60 = 0,51 1,60
+ 0,67 w przeciwienstwie do grupy otrzymujacej pla-
cebo: 1,04 = 0,53 (p > 0,05) (tab. IV, ryc. 6).

Stezenie tlenku azotu

Stezenie tlenku azotu (NO) w 0. dniu badania rézni-
to sie statystycznie pomiedzy grupami (co réwniez byto
wynikiem negatywnym w sensie poprawnosci doboru
grup — uwzgledniono to jednak w dalszej interpretacji
wynikéw) i wynosito odpowiednio [,31 + 0,68 w gru-
piel, 1,60 = 0,83 w grupie i 1,95 =+ 0,43 w grupie Il

W ostatnim dniu terapii stezenie NO nie réznito
sie istotnie statystycznie pomiedzy grupami (moze to
by¢ wynik istotnych statystycznie réznic w punkcie po-
czatkowym badania, gdyz analiza zmian w poszczegél-
nych grupach pomiedzy poczatkiem a koricem terapii
jest istotna statystycznie). Analizujac zmiane parame-
tréw pomiedzy punktami NO 0 i NO 28 dla kazdej
grupy osobno, istotne statystycznie réznice stwierdzo-
no jedynie dla grup chorych, ktérzy przyjmowali leki,
czyli 1,71 £ 0,76 w grupie pacjentéw otrzymujacych
bencyklan (p < 0,001)i 1,97 = 0,9 w grupie chorych
leczonych pentoksyfiling (p < 0,001). W grupie oséb
stosujacych placebo nie zanotowano istotnie statystycz-
nych réznic dotyczacych badanego parametru pomie-
dzy poczatkiem i koricem badania, czyli 2,02 *= 0,42
(p > 0,15) (tab. V, ryc. 7).
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Table Ill. Ankle brachial index (ABI) values for the right and left side in patients with Fontaine Ilb chronic lower limb
ischaemia administered with bencyclane, pentoxifilline or placebo

Tabela I1I. Wartosci wskaznika kostka-ramie (ABI) dla strony prawej i lewej u chorych z przewleklym niedokrwieniem
koriczyn dolnych w stadium IlIb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan, pentoksyfiling lub placebo

Day Bencyclane Pentoxifilline Placebo
Dzien Bencyklan Pentoksyfilina
Right Left Right Left Right Left
Prawa Lewa Prawa Lewa Prawa Lewa
0 0.70 = 0.13 0.75=0.12 0.69 =0.13 0.75=0.12 0.70 = 0.13 0.75=0.12
7 0.68 = 0.09 0.74 = 0.09 0.69 = 0.10 0.74 = 0.08 0.68 = 0.09 0.74 = 0.09
14 0.66 + 0.06 0.73 £ 0.07 0.68 + 0.07 0.75 + 0.08 0.66 + 0.06 0.73 £ 0.07
28 0.66 + 0.05 0.71 £0.11 0.65 + 0.05 0.72 +0.12 0.66 + 0.05 0.71 £0.11
0.72 1 0.76 -
0.70 1 0.74 { ]
0.68 1 0.72 { ]
— 066 1 0.70 1
@ =
< 064 < 068
0.62 1 0.66 1
0.60 1 0.64 1
0.58 T T T 0.62 ' ' '
0 7 14 28 0 7 14 28
Time (days) Time (days)
Czas (dni) Czas (dni)
[J Bencyclan [J Pentoxifyline [ Placebo [J Bencyclan [ Pentoxifyline [ Placebo
Bencyklan Pentoksyfilina Bencyklan Pentoksyfilina

Figure 4. Comparison of changes in ankle brachial index
values on the right side (ABI) during 28-day follow-up in
patients with Fontaine lIb chronic lower limb ischaemia
administered bencyclane, pentoxifilline or placebo

Rycina 4. Poréwnanie zmian wartosci wskaznika kostka-
ramig dla strony prawej (ABI) w 28-dniowej obserwaciji

u chorych z przewlektym niedokrwieniem korczyn dolnych
w stadium llIb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych
bencyklan, pentoksyfiline lub placebo

Total antioxidant status of the plasma

On day 0 of the study, the differences in the total
antioxidant status (TAS) values between treatment gro-
ups were statistically significant. The values were as fol-
lows: 1.34 = 0.52ingroup|, 1.40 = 0.6 in group Il and
1.0l = 0.41 in group lll (it was unfavourable in terms of
correctness of the study, but it was included in further
interpretation of the study results). On day 28 of the
treatment inter-group differences in TAS values were
statistically significant. Post-hoc Duncan test in the TAS
28 sample has shown that the means in groups | and Il
were pairs of homogenous means and were different
from the placebo group; the mean in the placebo group
was significantly lower (p < 0.05).

Figure 5. Comparison of changes in ankle brachial index
values on the left side (ABI) during 28-day follow-up in
patients with Fontaine IIb chronic lower limb ischaemia
administered with bencyclane, pentoxifilline or placebo

Rycina 5. Poréwnanie zmian wartosci wskaznika kostka-
ramie dla strony prawej (ABl) w 28-dniowej obserwacji

u chorych z przewlektym niedokrwieniem koriczyn dolnych
w stadium lIb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych
bencyklan, pentoksyfiline lub placebo

Omoéwienie wynikow

Przewlekte niedokrwienie koriczyn dolnych obja-
wiajace sie¢ chromaniem przestankowym jest jedng
z form manifestaciji klinicznej miazdzycy uogélnionej,
ktora takze moze przebiegaé pod postaciag choroby
wiencowej czy tez zmian niedokrwiennych moézgu
zwiazanych z miazdzyca zewnatrz- i wewnatrzczasz-
kowych odcinkéw tetnic szyjnych [5]. Ostatnie ba-
dania nad patogeneza miazdzycy wskazaty na znaczacy
udziat btony wewnetrznej (endotelium) w rozwoju
tej patologii. Miazdzyca jest przede wszystkim cho-
roba tetnic elastycznych i duzych tetnic miesniowych
[6], w ktérej dochodzi do zwiekszenia grubosci ich
btony wewnetrznej, co powoduje uposledzenie prze-
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Table IV. Values of total antioxidant status (TAS) of plasma in patients with Fontaine lIb chronic lower limb ischaemia

administered with bencyclane, pentoxifilline or placebo

Tabela IV. Wartosci catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego osocza (TAS) u chorych z przewlektym niedokrwieniem
konczyn dolnych w stadium IIb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan, pentoksyfiling lub placebo

Day Bencyclane Pentoxifilline Placebo
Dzien Bencyklan Pentoksyfilina
0 .34 £ 0.52 1.40 = 0.6l 1.0l = 041
7 1.47 £ 0.54 1.50 = 0.62 1.0l = 043
14 1.52 = 0.49 1.42 = 0.66 0.95 + 0.35
28 .60 = 0.51 1.60 + 0.67 1.04 + 0.53
p < 0.05 p <0.05 p>0.05
When analyzing changes in parameters between TAS 0 201
and TAS 28 time points for each treatment group sepa- 151
rately, statistically significant differences are seen only o
in groups of active treatments (Figure 6). In the bencyc- = 10
lane and pentoxifilline groups the values of total antioxi- 0.5 1
dant status of the plasma increased (p < 0.05) to 1.60 0 . . .
+ 0.51 and 1.60 * 0.67, respectively, compared with 0 7 14 8
the placebo group 1.04 = 0.53 (p > 0.05) (Table IV and Time (days)
Czas (dni)

Figure 6).

Nitric oxide level

On day 0 nitric oxide (NO) levels were significantly
different in different treatment groups (which was unfa-
vourable in terms of the correctness of selection of the
patients to the study groups, but it was taken into con-
sideration in further interpretation of the study results).
The values were as follows: 1.3 = 0.68in group I; .60 =+
+ 0.83 in group II; and 1.95 = 0.43 in group IlI.

On the last day of the study there was no statistical-
ly significant difference in NO levels between the study
groups (however, this may have resulted from statisti-
cally significant differences seen at baseline, as analysis
of intra-group changes from the beginning to the end of
the treatment are statistically significant). When analy-
zing changes in the NO parameter between day 0 and
day 28 for each of the treatment groups separately, sta-
tistically significant differences were observed only in
groups of active treatments, i.e. |.7] * 0.76 in the ben-
cyclane group (p < 0.001) and 1.97 % 0.9 in the pento-
xifilline group (p < 0.001). In the placebo group the dif-
ference in this parameter seen between baseline and
the end of the study was not statistically significant, i.e.
2.02 = 0.42 (p > 0.15) (Table V and Figure 7)

Discussion
Chronic lower limb ischaemia, with its major symp-
tom intermittent claudication, is a clinical manifestation

[0 Bencyclan [ Pentoxifyline [ Placebo
Bencyklan Pentoksyfilina

Figure 6. Comparison of changes in total antioxidant status
(TAS) of the plasma during 28-day follow-up in patients with
Fontaine Ilb chronic lower limb ischaemia administered with
bencyclane, pentoxifilline or placebo

Rycina 6. Poréwnanie zmian wartosci catkowitego
potencjatu antyoksydacyjnego osocza (TAS) w 28-dnio-
wej obserwacji u chorych z przewlektym niedokrwieniem
konczyn dolnych w stadium IIb wedtug klasyfikacji
Fontaine’a otrzymujgcych bencyklan, pentoksyfiline

lub placebo

ptywu krwi i wynikajace z tego powodu zmiany nie-
dokrwienne zaopatrywanych narzadéw. Komorki
$rodbtonka, jako najbardziej wewnetrzna warstwa
btony wewnetrznej [7], odgrywaja decydujaca role
w aktywnej miejscowej regulacji przeptywu krwi.
Ponadto maja znaczacy wptyw na uktad krzepniecia
krwi i strukture $ciany naczynia. Srédbtonek, ktéry
wytwarza czynniki aktywnie dziatajace, jest uwazany
za najwiekszy organ wydzielania wewnetrznego
u cztowieka [7].

Mimo ze chirurgia rekonstrukcyjna tetnic i meto-
dy endowaskularne naprawy ukfadu tetniczego zre-
wolucjonizowalty leczenie chorych z niedokrwieniem
koniczyn dolnych, to zachowawcze sposoby terapeu-
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Table V. Serum levels of nitric oxide (NO) in patients with Fontaine IIb chronic lower limb ischaemia administered

with bencyclane, pentoxifilline or placebo

Tabela V. Stezenie tlenku azotu (NO) w surowicy chorych z przewlektym niedokrwieniem kornczyn dolnych
w stadium Ilb wedtug klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan, pentoksyfiline lub placebo

Day Bencyclane Pentoxifilline Placebo
Dzien Bencyklan Pentoksyfilina Placebo
0 1.31 = 0.68 1.60 = 0.83 .95 = 043
7 1.39 = 0.72 1.75 = 0.94 1.96 = 0.44
14 1.50 = 0.67 1.74 = 0.94 2.02 = 041
28 1.71 £ 0.76 1.97 + 0.90 202 = 042
of generalized atherosclerosis, which may also manifest
as coronary artery disease or cerebral ischaemia due to 25
atherosclerosis of intra- or extracranial segments of ca- 20
rotid arteries [5]. The most recent research on pathoge- o 15
nesis of atherosclerosis has revealed the considerable role = 10
of vascular endothelium in the progression of this patho- 05
logy. Atherosclerosis affects mainly elastic and large mu- 0 . . .
scular arteries [6] and involves thickening of the tunica 0 7 14 28
interna which results in impaired blood flow and ischa- Time (days)

Czas (dni)

emia of the supplied organs. Endothelial cells, which make
the most inner part of the tunica interna [7], play a key
role in active local regulation of the blood flow. More-
over, they have a marked influence on blood coagulation
and the structure of the vascular wall. Vascular endothe-
lium, producing a number of active factors, is considered
to be the biggest endocrine organ in humans [7].

Although reconstructive surgery of the arteries and
endovascular methods of artery repair have revolutio-
nized the management of patients with lower limb ischa-
emia, methods of conservative treatment, including re-
gular walking training, control of atherosclerosis risk fac-
tors and drug treatment, continue to be the treatments
of choice in patients with intermittent claudication who
are not qualified for surgical treatment as adjunct treat-
ments and in patients undergoing surgical vascular pro-
cedures [8].

The study conducted in our centre compared the
effectiveness of two active treatments, bencyclane and
pentoxifilline, in the treatment of chronic lower limb
ischaemia due to atherosclerosis.

The measurable and reliable parameters used for
the assessment of the progression of the disease and
the efficacy of treatment of patients with intermittent
claudication are pain free walking distance and maxi-
mum walking distance [9-11].

In patients administered with either bencyclane or
pentoxifilline, a significant increase in pain free and ma-
ximum walking distance was observed compared with
placebo treated patients.

[J Bencyclan [ Pentoxifyline [ Placebo
Bencyklan Pentoksyfilina

Figure 7. Comparison of changes in nitric oxide (NO) levels
during 28-day follow-up in patients with Fontaine IIb chronic
lower limb ischaemia administered with bencyclane, pentoxi-
filline or placebo

Rycina 7. Poréwnanie zmian stezenia tlenku azotu (NO)
w 28-dniowej obserwaciji u chorych z przewlektym
niedokrwieniem koriczyn dolnych w stadium IIb wedtug
klasyfikacji Fontaine’a otrzymujacych bencyklan, pentoksyfi-
ling lub placebo

tyczne, takie jak regularny trening marszowy (cho-
dzenie), zwalczanie miazdzycowych czynnikéw ryzy-
ka i farmakoterapia, s3 metodami leczenia z wyboru
chromania przestankowego u chorych niekwalifiku-
jacych sie jeszcze do leczenia operacyjnego, jak réw-
niez stanowia uzupetnienie terapii u oséb poddanych
zabiegom naczyniowym [8].

Badanie przeprowadzone w os$rodku, w ktérym pra-
Cuja autorzy niniejszej pracy, dotyczyto poréwnania sku-
tecznosci dwéch lekoéw: bencyklanu i pentoksyfiliny
w leczeniu przewlekiego miazdzycowego niedokrwie-
nia konczyn dolnych.

Dystans przejscia bezbdlowego i dystans przejscia
maksymalnego uznaje si¢ za miarodajne i wiarygodne
wskazniki zaawansowania i monitorowania terapii u cho-
rych z chromaniem przestankowym [9-11].
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The increase in pain free and maximum walking dis-
tance seen in the placebo patients may result from the
fact that the patients from all of the study groups were
recommended walking training, which is always an im-
portant element in the management of patients with
intermittent claudication. Walking training is known to
increase pain free walking distance and to alleviate pain
associated with walking. However, it has been shown
that desirable therapeutic effects can only be achieved
in patients who are aware of the need for regular exer-
cise and are appropriately motivated, as well as in pa-
tients whose exercise training is carefully supervised [ 12].

The study has shown considerable improvement in
claudication distance in groups of patients administered
active treatments with no significant difference betwe-
en the treatments. Therefore it seems reasonable
to conclude that not only walking exercise but also drug
treatment has contributed to the increase in pain free
and maximum walking distance. Consistent results were
observed by other investigators both in bencyclane and
pentoxifilline studies [8, 13—15].

According to the widely accepted unified theory
of atherogenesis [16] the earliest stage of the disease
process involves endothelial dysfunction. Atherosclero-
sis is believed to be associated with impairment of en-
dothelium-dependent vasodilation. First of all this phe-
nomenon is caused by reduced production of local, en-
dothelium derived vasodilating factors including nitric
oxide (NO), also referred to as endothelium-derived
relaxing factor (EDRF) or endothelium-derived nitric
oxide (EDNO), prostacyclin and endothelium-derived hy-
perpolarizing factor (EDHF). The vascular endothelium
produces not only vasodilating substances but also vaso-
constricting factors such as endothelins, thromboxane,
free radicals and endothelial vasoconstricting factors. The
balance between vasoconstrictors and vasodilators de-
termines the appropriate vascular muscle tone.

There is more and more evidence to suggest an
NO-dependent mode of action of such therapies. An
attempt to explain the role of NO and walking training
in the improvement of intermittent claudication was
made by Laughlin et al. [I7], who confirmed that tra-
ining induced an expression of endothelial NO synthe-
tase (eNOS) in the arteries supplying skeletal muscles.
In our study, the analysis of changes in nitric oxide levels
between day 0 and day 28, conducted for each treat-
ment group separately, has shown statistically significant
differences only in groups of active treatments (Figure 7).
In this population of patients, a statistically significant
increase in nitric oxide level was observed compared
with placebo patients, in whom no changes were actu-
ally seen in this parameter.

W grupach pacjentéw przyjmujacych bencyklan
badz pentoksyfiline nastapito istotne statystycznie zwigk-
szenie dystansu przejscia bezbélowego i maksymalne-
go w poréwnaniu z grupa chorych otrzymujacych pla-
cebo.

Wydtuzenie dystansu przej$cia do momentu wywo-
tania bolu i dystansu maksymalnego w grupie chorych
otrzymujacych placebo moze wynika¢ z faktu, iz pacjen-
tom ze wszystkich grup zalecano trening marszowy,
ktory jest waznym elementem w leczeniu chromania
przestankowego. Wydtuza on bowiem dystans przej-
$cia bezbolowego i zmniejsza natezenie bélu migsni
podczas chodzenia. Udowodniono natomiast, ze tylko
$wiadomos¢ koniecznosci regularnego wykonywania
¢wiczen fizycznych, zwigzana z nig odpowiednia moty-
wacja chorych, a takze $cisty nadzér nad wykonywany-
mi ¢wiczeniami moga przynies$¢ pozadane rezultaty [12].

Znaczne wydtuzenie dystansu chromania stwierdzo-
no w grupach chorych przyjmujacych leki, przy czym
nie ma znaczenia rodzaj zastosowanego preparatu.
Wobec powyzszego stuszne wydaje sig stwierdzenie,
ze oprocz efektu treningu marszowego zanotowano
korzystny wptyw lekéw na wydtuzenie dystansu przej-
$cia maksymalnego i bezbdélowego. Podobne wyniki
uzyskali inni badacze zaréwno w przypadku doswiad-
czen przeprowadzonych z zastosowaniem bencyklanu,
jak i pentoksyfiliny [8, 13—15].

Wedtug powszechnie akceptowalnej zunifikowa-
nej teorii patogenezy miazdzycy [|6] to zaburzenie
czynnosci $srodbtonka jest pierwszym z etapow roz-
woju choroby. Uwaza sig, ze miazdzyca miedzy in-
nymi wptywa na obnizenie zdolnosci naczynia do roz-
kurczu zaleznego od endotelium. Zjawisko to jest
spowodowane przede wszystkim uposledzeniem
wydzielania przez $rédbtonek miejscowych czynni-
kéw rozszerzajacych naczynia, do ktérych naleza tle-
nek azotu, okreslany takze jako $rédbtonkowy czyn-
nik rozszerzajacy naczynia (EDRF) lub $rodbtonko-
wy NO (EDNO), prostacyklina i srodbtonkowy czyn-
nik hiperpolaryzujacy (EDHF). Oprécz wydzielania
czynnikéw rozszerzajacych naczynie srédbtonek jest
takze zrédtem substancji wazokonstrykcyjnych,
w skfad ktérych wchodza endoteliny, tromboksan,
wolne rodniki i §rédbtonkowy czynnik kurczacy.
Réwnowaga pomiedzy wakonstryktorami i wazody-
latatorami warunkuje odpowiednie napiecie naczy-
niowej btony miesniowe;j.

Coraz wigcej danych sugeruje NO-zalezny mecha-
nizm dziatania tego rodzaju terapii. Probe wyttumacze-
nia roli NO i treningu marszowego w tagodzeniu chro-
mania mozna przesledzi¢ w pracy Laughlinaiwsp. [17],
w ktérej wykazano, ze wysitek fizyczny zwigksza eks-
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In view of the results of our study both bencyclane
therapy and pentoxifilline therapy seem to increase the
level of nitric oxide. The fact that such an increase was
not observed in the placebo group may suggest that the
nitric oxide level is increased directly by drug treatment
rather than by walking training. This is inconsistent with
results seen by Laughlin. However, it must be noted
that walking training was not supervised by the authors,
which might explain the discrepant results.

Moreover, the increase in nitric oxide level might
be associated with the increase in total antioxidant sta-
tus. In our study, the increase in the TAS value seen
after 28 days of treatment was statistically significant both
in the pentoxifilline group and the bencyclane group.
Such an increase was not observed in the placebo pa-
tients. The increase in the TAS value may suggest redu-
ced production of reactive oxygen species after long-
term treatment.

Reactive oxygen species (ROS) include both free
radicals and oxygen forms that are not free radicals.
The latter group includes superoxide anion(O%), nitric
oxide, hydrogen peroxide and peroxynitrates. Most
probably the initial mechanism that initiates ROS pro-
duction is endothelial damage. The resultant cascade
of events involves the activation of monocytes, which,
activated by damaged endothelial cells, release toxic
reactive oxygen species, which in turn oxidize lipopro-
teins. As a result, ox-LDL (oxidized from of low densi-
ty lipoprotein) is formed. Such LDL modification sti-
mulates a scavenger path of lipid uptake from lipopro-
teins, a process not very well controlled by the body.
It is just this oxidative modification of LDL, or rather
its protein component, by lipid peroxidation products
of some LDLs, which results in uncontrolled lipid uptake
and formation of atheromatous plaque. However, it is
protected against peroxidation by antioxidants. Ben-
cyclane and pentoxifilline, which increase antioxidant
status, can inhibit vasoconstriction of the arterial tree
[18]. The results of our study conform to Transatlan-
tic Inter-Society Consensus (TASC) guidelines on the
treatment of chronic lower limb ischaemia. As surgical
and medical treatment is equally effective (in at least 5
year follow-up), the guidelines recommend that the
conservative approach should be the first-choice of
treatment in moderate ischaemia.

Conclusions
Bencyclane and pentoxifilline are effective treatments
for patients with Fontaine IIb chronic lower limb ischaemia.
No significant differences were seen in the efficacy
of the two study drugs.

presje srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS)
w tetnicach zaopatrujacych migsnie szkieletowe. Analizu-
jac zmiane stezenia tlenku azotu w prezentowanym bada-
niu pomigdzy punktami NO 0 i NO 28 dla kazdej grupy
osobno, istotne statystycznie réznice stwierdza sie jedy-
nie dla grup chorych, ktére przyjmowaly leki (ryc. 7).
W tej populacji obserwowano istotne statystycznie
zwiekszenie stezenia tlenku azotu, w przeciwienstwie
do grupy pacjentéw otrzymujacych placebo, w ktérej
parametr ten praktycznie nie ulegt zmianie.

W $wietle uzyskanych przez autoréw niniejszej pracy
wynikéw wydaje sie, ze zaréwno terapia bencyklanem,
jak i pentoksyfiling powoduje wzrost stezenia tlenku azo-
tu. Brak tego wzrostu w grupie oséb otrzymujacych pla-
cebo moze sugerowad, ze bezposrednia przyczyna zwiek-
szenia stezenia NO jest stosowanie lekéw, a nie trening
marszowy. Przeczy to w pewnym stopniu wynikom uzy-
skanym przez Laughlina i wsp. Trzeba jednak zwrécié¢
uwage na fakt, ze przeprowadzanie treningu marszowego
nie byto kontrolowane przez autoréw, co moze by¢ przy-
czyna niejednoznacznych w tym wypadku wynikéw.

Ponadto wzrost stezenia NO moze sie wigzac¢
ze zwigkszeniem wartosci catkowitego potencjatu an-
tyoksydacyjnego. W badanych przez autoréw niniejszej
pracy grupach chorych wzrost TAS po 28 dniach terapii
byt statystycznie istotny w grupach oséb przyjmujacych
zaréwno pentoksyfiling, jak i bencyklan. Wzrostu tego
nie zanotowano u pacjentéw otrzymujacych placebo.
Zwiekszenie wartosci TAS moze $wiadczy¢ o zmniej-
szeniu wytwarzania reaktywnych pochodnych tleno-
wych po diuzszym stosowaniu leczenia.

Reaktywne formy tlenu obejmuja zaréwno wolne
rodniki, jak i czasteczki tlenu, ktére nie s3 wolnymi rod-
nikami. Do tej grupy zwigzkoéw zalicza sie miedzy innymi
anion ponadtlenkowy (O%), tlenek azotu, nadtlenek wo-
doru (H,0,), a takze peroksynitraty. Czynnikiem inicju-
jacym powstanie reaktywnych form tlenu jest prawdo-
podobnie uszkodzenie $rédbtonka. Dalsza kaskada zda-
rzen obejmuje aktywacje monocytéw, ktére uaktywnio-
ne przez uszkodzone komérki $rédbtonka naczyniowe-
go wydzielaja toksyczne reaktywne formy tlenowe, utle-
niajace lipoproteiny, co powoduje pow-stanie miedzy
innymi oxy-LDL (utleniona forma lipoproteiny o mafej
gestosci). Taka modyfikacja LDL prowadzi do urucho-
mienia tak zwanego zmiataczowego szlaku oprézniania
lipoprotein z lipidow, procesu stabo kontrolowanego
przez ustroj. To wiasnie ta oksydacyjna modyfikacja LDL,
a wiasciwie jej czesci biatkowej, przez produkty perok-
sydaciji lipidowej czesci LDL powoduje niekontrolowane
wytapywanie lipidéw i powstawanie blaszki miazdzyco-
wej. Przed peroksydacja chronia ja jednak antyoksydan-
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