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Abstract
Background. It is suggested that the administration of L-arginine to patients with NO deficiency is the ratio-
nal method both of increasing NO production by the endothelium and decreasing the free radical release.
In the last year it was proved that this therapeutic procedure could be successful in patients with atheroscle-
rotic ischaemia of the lower extremities.
Aim of the study. The aim of this study was the estimation of the influence of 28-day L-arginine oral supple-
mentation on NO concentration and the parameters of total antioxidant status (TAS) in patients with inter-
mittent claudication.
Material and methods. |6 patients (8 female and 8 male) were examined diagnosed with atherosclerosis of
the lower extremities in Fontaine’s Il stage and receiving L-arginine in the dose of 3 x 4 g/day. During the study
patients were under accurate clinical observation whose aim was to evaluate drug tolerance and to notice
possible adverse effects of L-arginine used in therapy. During the study in O, after 3 h, and on the 7, |4,
and 28" day, subjective and objective examinations were conducted with evaluation of the intermittent
claudication distance. From every patient the blood samples were taken for the determination of NO concen-
tration and TAS.
Results. After L-arginine treatment in all patients we observed clinical improvement, such as elongation of
intermittent claudication distance. We noticed the increase of NO-concentration and higher TAS after 3 h, 7,
14 and 28 days of L-arginine treatment.
Conclusions. Oral supplementation of L-arginine causes a significant increase of NO-concentration and TAS
in patients with intermittent claudication.
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Streszczenie
Wstep. Sugeruje sie, ze podanie L-argininy osobom z niedoborem NO jest racjonalng metodq zaréwno
zwiekszania wytwarzania NO przez srédbfonek, jak i zmniejszenia uwalniania wolnych rodnikéw. W ostatnich
latach wykazano, Ze takie postepowanie lecznicze moze by¢ skuteczne u chorych z miazdzycowym niedo-
krwieniem konczyn dolnych.
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Cel pracy. Celem pracy byta ocena wplywu 28-dniowej doustnej suplementacji L-argininy na stezenie NO
oraz parametry catkowitego potencjafu antyoksydacyjnego osocza u chorych z chromaniem przestankowym.
Materiat i metody. Badano |6 chorych wwieku 42—74 lat leczonych w Klinice Chirurgii Ogéinej i Naczyn AM
w Poznaniu z rozpoznanq miazdzycq tetnic konczyn dolnych w Il stopniu wg klasyfikacji Fontaine'a, ktdrzy
otrzymywali L-arginine w dawce 3 X 4 g/d.

Chorych poddano miesiecznej obserwacji klinicznej w celu okreslenia tolerancji terapii i wychwycenia ewentu-
alnych dziatan niepozgdanych. W trakcie badania, tzn. w0, 7, 14 i 28 dniu u kazdego chorego przeprowa-
dzono pefne badania podmiotowe i przedmiotowe z okresleniem dystansu chromania przestankowego i war-
tosci wskaznika kostka-ramie, a takze pobierano krew w celu oznaczenia stezenia tlenku azotu oraz catkowi-
tego potencjafu antyoksydacyjnego osocza.

Wyniki. Po podaniu L-argininy u wszystkich chorych nastgpita poprawa kliniczna w postaci wydfuzenia dys-
tansu przejscia bezbolowego. Zaobserwowano wzrost stezenia NO i catkowitego potencjatu antyoksydacyj-
nego osocza po 3 h, 7, 14 i 28 dniach podawania L-argininy.

Whioski. Doustna suplementacja L-argininy powoduje istotne zwiekszenie stezenia NO oraz TAS u chorych

z chromaniem przestankowym.

Stowa kluczowe: L-arginina, $srédbtonek, chromanie przestankowe, tlenek azotu, catkowity

potencjat antyoksydacyjny osocza

Introduction

More and more data indicate that the increase of
production of free radicals by the endothelium with
simultaneously decreasing synthesis and/or increasing
nitric oxide (NO) degradation is the basis of the changes
in vessel structure and reactivity [1-3]. This phenom-
enon is observed in many diseases [4-6]. It was ob-
served that cofactors deficiency (particularly BH4-tet-
rahydrobioteryne) and the L-arginine, NO-synthase,
not undergoing dimerysation, generates peroxide ions.
L-arginine supplementation decreases the peroxide ion
generation and increases NO synthesis [6]. This sug-
gests that the administration of L-arginine to patients
with NO deficiency is the rational method both of in-
creasing NO production by the endothelium and de-
creasing free radical release [2, 4, 7]. In the last year it
was proved that this therapeutic procedure can be suc-
cessful in patients with atheromatous ischaemia of the
lower extremities [8].

Aim of the study

The aim of this study was the estimation of the influ-
ence of 28-day L-arginine oral supplementation on NO
concentration and the parameters of total antioxidant
status (TAS) in patients with atherosclerosis of the low-
er extremities Fontaine’s Il stage.

This trial was conducted with the object of obtain-
ing answers to two questions: |. Does oral L-arginine
supplementation cause a significant increase of the NO
level? 2. How does that supplementation influence the
serum total antioxidant status in examined patients?

Wstep

Coraz wiecej danych wskazuije, ze zwiekszone wy-
twarzanie wolnych rodnikéw przez $rédbtonek,
z réwnoczesnym zmniejszeniem syntezy i/lub zwiek-
szong degradacja tlenku azotu (NO, nitric oxide), lezy
u podstawy zmian w strukturze i reaktywnosci na-
czyn [1-3]. Zjawisko to obserwuje sie¢ w wielu pro-
cesach chorobowych [4-6]. Zaobserwowano, ze
w warunkach niedoboru zaréwno kofaktoréw (zwtasz-
cza BH4-tetrahydrobiopteryny), jak i samej L-argininy,
syntaza NO nie ulegajac dimeryzacji, zmniejsza gene-
racje jonow ponadtlenkowych [6]. Zatem podanie
L-argininy osobom z niedoborem NO moze by¢ racjo-
nalng metoda zwiekszania wytwarzania NO przez
$rodbtonek oraz zmniejszaé¢ uwalnianie wolnych rod-
nikéw [2, 4, 7]. W ostatnich latach wykazano, ze ta-
kie postepowanie lecznicze moze by¢ skuteczne
u chorych z miazdzycowym niedokrwieniem konczyn
dolnych [8].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena wptywu 28-dniowej doust-
nej suplementacji L-argininy na stezenie NO oraz para-
metréw catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego oso-
cza (TAS, total antioxidant status) u chorych z chroma-
niem przestankowym.

Probe przeprowadzono w celu udzielenia odpo-
wiedzi na dwa pytania: |. Czy doustna suplementacja
L-argininy istotnie zwigksza stezenie NO? 2. Jaki jest
wplyw tej suplementacji na catkowity potencjat anty-
oksydacyjny osocza u tych chorych?

138 www.angiologia.pl



L-arginine and intermittent claudication, Micker et al.

Material and methods

To evaluate the influence of 28-day L-arginine oral
supplementation on NO level and serum parameters of
total antioxidant status, |6 patients (8 female and 8 male),
aged from 42 to 74 years (mean 58.3 years), were ex-
amined with atherosclerosis of the lower extremities
diagnosis in Fontaine’s |l stage. The patients received
L-arginine in the dose of 3 X 4 g/day.

During the study in 0, after 3 h, and on the 7%, 14",
and 28" day, subjective and objective examinations
were conducted with evaluation of the intermittent
claudication distance and the value of ankle-brachial
index. From every patient blood samples were taken
for the determination of NO concentration and TAS.
The study excluded patients with: thyroid function dis-
turbances, alcohol abuse, with advanced hepatocellu-
lar damage (transaminase level twice as high as normal
value), with severe renal failure (serum creatine level
> 400 mg/mL), patients with electrolytic disturbances
and patients in whom coexisting diseases required the
administration of drugs, which could influence the val-
ues of estimated parameters.

During the study the patients were under accurate
clinical observation whose aim was to evaluate drug
tolerance and to notice possible adverse effects of L-arginine
used in therapy. The concentration of nitric oxide (NO)
and total antioxidant status (TAS) were determined by the
use of spectrophotometer methods.

Results
The characteristics of the study group are present-
ed in Table I. After L-arginine treatment in all patients
we observed clinical improvement, such as elongation
of intermittent claudication distance (Fig. 1). In patients

Table I. The characteristic of the group
Tabela I. Charakterystyka grupy badanych chorych

Mean Minimum Maximum SD

Srednia

Na [mmol/l] 140.25 137.77 144.00 1.91
K [mmol/l] 431 3.10 5.04 0.53
Hb [g/dl] 13.64 7.94 16.60 1.98
Tg [mmol/l] 2.0l 0.84 7.32 1.49
Ch C [mmol/l] 6.83 4.94 9.68 .17
Cholesterol catkowity

HDL Ch [mmol/I] |.44 0.9 2.08 0.34
Cholesterol

frakcji HDL

LDL Ch [mmol/l] 3.59 29 432 0.45
Cholesterol

frakeji LDL

SD (standard deviation) — odchylenie standardowe

Materiatl i metody

Prezentowana praca jest fragmentem obszernego
badania, w ktérym oceniono wptyw doustnej suplemen-
tacji L-argininy na stezenie NO i wskazniki wydolnosci
naczyniowej u chorych z miazdzycowym niedokrwie-
niem konczyn dolnych.

W celu oceny wptywu 28-dniowej, doustnej suple-
mentacji L-argininy na stezenie NO oraz parametry TAS
analizowano tacznie |6 przypadkoéw hospitalizowanych
chorych (8 kobiet i 8 mezczyzn) z rozpoznang miazdzyca
tetnic koriczyn dolnych Il stopnia wg klasyfikacji Fonta-
ine’a, w wieku 42—74 lat (Srednio 58,3 lat), ktérym 3 razy
dziennie podawano L-arginine w dawce 4 g/d. W czasie
badania, tzn. w 0 dniu, po 3 h, 7, 14 28 dniu, u kazdego
pacjenta przeprowadzono petne badanie podmiotowe
i przedmiotowe z okresleniem dystansu chromania przes-
tankowego i wartosci wskaznika kostka-ramie, a takze
pobrano krew w celu oznaczenia stezenia NO oraz TAS.
Z badania wykluczono chorych: na cukrzyce, z zaburze-
niami funkgji tarczycy, naduzywajacych alkoholu, z zaawan-
sowanym uszkodzeniem watroby (stezenie transaminaz
przekraczajacych 2-krotnie norme), z cigzka niewydolnos-
cig nerek (stezenie kreatyny w osoczu > 400 mg/ml) oraz
pacjentéw z zaburzeniami gospodarki elektrolitowe;.
Z badania wykluczono takze osoby, ktére ze wzgledu na
wspdtistniejace schorzenia przyjmowaly leki mogace
wplywaé na oceniane w badaniu parametry.

W czasie badania, chorzy podlegali $cistej obserwa-
cji klinicznej w celu okreslenia tolerancji L-argininy, a takze
wychwycenia ewentualnych dziatan niepozadanych
stosowanej terapii. Dystans przej$cia bezbdlowego mie-
rzono na poziomej biezni Cambridge 9800 o przesuwie
tasmy 3,5 km/h.

Stezenie tlenku azotu oraz catkowity potencjat an-
tyoksydacyjny okreslono metodami spektrofotome-
trycznymi. Do testowania réznic pomiedzy $rednimi
stosowano testy t dla préb zaleznych, testy t dla préb
niezaleznych oraz test jednoczynnikowej analizy warian-
cji (ANOVA, analysis of variance).

Wyniki

Charakterystyke badanej grupy przedstawiono w ta-
beli I. Nie wykazano réznic statystycznie istotnych w ko-
lejnych pomiarach wskaznika kostka-ramie. Po podaniu
L-argininy u wszystkich chorych nastapita poprawa kli-
niczna w postaci wydtuzenia dystansu przejscia bezbé-
lowego (ryc. |). Dystans przejscia bezbdélowego wyjs-
ciowo wynosit 214,29 + 96,76 m. Po 7 dniach poda-
wania L-argininy w dawce 3 razy 4 g wydtuzyt sie do
412,86 + 223,96 m (p < 0,018). Po 14 dniach wydtu-
Zenie dystansu wynosito 744,29 + 439,01 m (p < 0,012),
a po 28 dniach — 1622,86 = 899,36 m (p < 0,0042).
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initial intermittent claudication distance was 214.29 =+
+ 96.76 m. After 7 days of L-arginine supplementation
in the dose of 4 g three times per day the distance length-
ened to 412.86 *+ 223.96 m (P < 0.018). After 14 days
the distance was 744.29 + 439.01 m (P < 0.012), and
after 28 days it was 1622.86 + 899.36 m (P < 0.0042).
We noticed (Fig. 2) a statistically insignificant increase of
NO-concentration after 3 h, 7 and 14 days of L-arginine
treatment and a statistically significant increase of
NO-concentration after 28 days of oral administration
of this amino acid (P < 0.01). The Total Antioxidant
Status (TAS) in serum after 3h (P < 0.01), 7 (P < 0.01),
14 (P < 0.01) and 28 days (P < 0.01) of the L-arginine
therapy was significantly higher in comparison with
results before its beginning (Fig. 3).

Discussion

At the beginning of the 1990s it was proved that the
supplementation of L-arginine to patients with hyper-
cholesterolaemia intensifies the reactivity dilatation of
forearm vessels by endothelic nitric oxide [4]. It was
also proved that intravenous administration of L-arginine
intensifies the vasodilatation effect of the endothelium
to arteriosclerosis coronary vessels [7]. After that time,
it was confirmed that both single intravenous
administration and continuous oral supplementation of
L-arginine improve vessel activity in patients with
hypercholesterolaemia, with stable angina pectoris and
with arteriosclerosis obliterans [5, 8]. In patients with
arteriosclerosis obliterans of the lower extremities
clinical improvement was observed, such as elongation
of intermittent claudication distance, microcirculation
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Figure 1. Values of intermittent claudication distance in the
group

Rycina I. Wartosci dystansu przejscia bezbolowego w grupie
badanych chorych

Zaobserwowano nieistotny statystycznie wzrost steze-
nia NO po 3 h, 7 i 14 dniach leczenia L-argining oraz
znamiennie wyzszy wzrost stezenia NO po 28 dniach
doustnego stosowania tego aminokwasu (p < 0,01) (ryc.
2). Odnotowano takze znamiennie wyzszy catkowity
potencjat antyoksydacyjny osocza po 3 h (p < 0,01),
7 dniach (p < 0,01), 14 dniach (p < 0,01) i 28 dniach
(p < 0,01) trwania terapii w poréwnaniu z wynikami
przed jej rozpoczeciem (ryc. 3).

Dyskusja

Na poczatku lat 90. wykazano, ze podanie L-argininy
osobom z hipercholesterolemia nasila reaktywne rozsze-
rzenie naczyn przedramienia za posrednictwem srédbton-
kowego NO [4]. Udowodniono réwniez, ze dozylne po-
dawanie L-argininy zwieksza dziatanie naczyniorozszerza-
jace srédbtonka w zmienionych miazdzycowo tetnicach
wienicowych [7]. Od tego czasu w wielu badaniach po-
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Figure 2. The values of NO-concentration
Rycina 2. Wartosci stezenia tlenku azotu (NO) u chorych
z chromaniem przestankowym
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Figure 3. The values of TAS concentration in serum
Rycina 3. Wartosci TAS w grupie badanych chorych

TAS (total antioxidant status) — catkowity potencjat
antyoksydacyjny
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improvement, inhibition of thrombosis and stimulation
of fibrinolytic activity [7]. The aim of this study was to
estimate the influence of 28-day L-arginine oral
supplementation in the dose of 3 X 4 g/day on oxidative
stress in patients with arteriosclerosis of the lower
extremities Fontaine’s lInd stage. After L-arginine oral
supplementation in all patients clinical improvement was
observed, such as elongation of the intermittent
claudication distance, probably due to the increase of
NO and TAS concentration in the blood. Until now the
accurate mechanism of L-arginine improvement of the
endothelium is unknown. We think that L-arginine both
gives the substrate to the eNOS, increasing NO
synthesis, and decreases the release of peroxides from
the endothelium due to indirect antioxidant activity [7].

Conclusions

I. Oral supplementation of L-arginine in the dose of 3 X
X 4 g/day causes a significant increase of NO-concen-
tration and TAS in patients with atherosclerosis of the
lower extremities in Fontaine’s Il stage.

2. TAS increase can result from the indirect antioxidation
of L-arginine action expressed by a decreasing intensi-
fication of radical reactions and/or antioxidative enzyme
induction.

This paper was presented at the X Polish-German Meet-

ing of Vascular Surgeons in Karpacz between 7 and 9 June 2002.
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