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Multilateral adaptive responses detected in vivo in the upper and lower limbs resulting
from post-occlusive reactive hyperemia
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Abstract

Post-occlusive reactive hyperemia (PORH) is a commonly used maneuver for
assessing cutaneous microcirculation. Its responses are usually described as
a local reaction to transient ischemia induced by occlusion. However, recent
evidence suggests that PORH predominantly involves neural reflex mechanisms
with systemic impact. In this study, we analyzed the effects of PORH applied to
one limb on peripheral cutaneous perfusion and its physiological significance.
PORH was applied in ten healthy young adults by occluding the brachial artery
of one arm. Cutaneous perfusion was simultaneously recorded on the index
finger of both hands and on the hallux of both feet, on glabrous skin, using laser
Doppler flowmetry, before, during arterial occlusion, and during post-occlusive
reperfusion. Data were analyzed using conventional temporal averaging and a
phase-specific approach with high temporal resolution.

Conventional analysis revealed significant perfusion changes only in the
occluded limb, whereas phase-specific analysis demonstrated rapid perfusion
reductions during occlusion in all extremities, suggesting the relevance of novel
variables during both occlusion and reperfusion. These findings indicate that
PORH triggers integrative microcirculatory responses that are not fully captured
by simple comparisons of temporal averages.

Resumo

A hiperémia reativa pds-oclusiva (do inglés PORH) é uma manobra comum usada na
avaliacdo da microcirculacdo cutdnea. As suas respostas sao normalmente referidas
como uma resposta local a isquemia transitéria induzida pela oclusao. No entanto,
evidéncias recentes sugerem que a PORH envolve sobretudo mecanismos reflexos
neurais com impacto sistémico. Aqui analisamos os efeitos da PORH aplicada num
membro sobre a perfusdo cutanea das extremidades e o seu significado.

A PORH foi aplicada em dez adultos jovens sauddveis provocando a oclusdo da
artéria braquial de um dos bracos. A perfusao cutanea foiregistada simultaneamente
no dedo indicador de ambas as maos e no halux de ambos os pés, na pele glabra,
por fluxometria laser Doppler, antes, durante a oclusao arterial e na reperfusdo pds-
oclusiva. Os dados foram analisados por média temporal convencional e por uma
abordagem especifica por fases, com elevada resolucdo temporal.

A andlise convencional apenas revelou alterag¢des significativas no membro
ocludido, enquanto que a analise por fase mostrou reducdes rapidas da perfusdo
durante a oclusao em todas as extremidades, sugerindo novas varidveis na oclusdo
e na reperfusdo. Estes resultados sugerem que a PORH desencadeia respostas
microcirculatérias integrativas ndo totalmente detetadas pela simples comparagao
de médias temporais.
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Introduction

Human skin is an active interface between the body
andthe environmentand, from this perspective, might
be explored as a window into health and disease (1,2).
The skin integrates multiple immune, vascular, neural,
and endocrine pathways, assuming a central role in
several adaptive responses (e.g., thermoregulation)
with both local and systemic impact. Alterations
in any of these modulators may modify cutaneous
physiology (metabolic, inflammatory, hemodynamic)
and signal the presence of a pathophysiological
process. Beyond this diagnostic potential, the size
and accessibility of the skin enable direct clinical
observation, sample collection (e.g., histological),
and non-invasive monitoring using a wide variety of
technologies, sensors, and methodologies (3-6).

Reactive hyperemia (RH) and the post-occlusive
reactive hyperemia maneuver (PORH) are classic
examples of this approach in the study of
cardiocirculatory adaptive physiology (7-9). PORH
is commonly assessed in distal sites (fingers and
toes) following a short period of arterial occlusion
induced by a suprasystolic pressure within a cuff.
Release of cuff pressure results in a rapid increase in
blood perfusion (hyperemia), typically detected by
non-invasive technologies, allowing the extraction
of quantifiable variables (10-12). These responses
have been associated with occlusion-induced
ischemia and interpreted as a predominantly local
phenomenon, resulting from the accumulation of
endothelial mediators—particularly vasodilators—
and myogenic relaxation (13-15). It is also accepted
that these responses involve the nervous system and
are influenced by transient changes in arterial inflow
and venous outflow dynamics during the maneuver
(16). Nevertheless, any reduction in the RH response
is generally interpreted as a compromise of local
microcirculatory homeostasis (17).

Ourstudiesonthistopichave shown thatwhenapplied
to one limb, a measurable response consistently
occurs simultaneously in the contralateral, non-
stimulated limb (18). This has been observed, for
example, following low-intensity, short-duration
massage applied to the leg or activation of the
venoarteriolar reflex (VAR) (17,19). These observations
are comparable to the hyperemic responses
recorded after PORH application in the upper limb.

Introducao

A pele humana constitui uma interface ativa entre o
corpo e o ambiente e nessa perspetiva é explorada
como uma janela para a saude e doenca (1,2). A
pele integra multiplas vias imunitarias, vasculares,
nervosas e enddcrinas, assumindo um papel central
em vdrias respostas adaptativas (por exemplo, a
termorregulacdo) com impacto tanto local como
sistémico. Alteracbes em qualquer um destes
moduladores podem modificar a fisiologia cutanea
(metabdlica, inflamatdria, hemodinamica) e sinalizar
a presenca de um processo fisiopatolégico. Para
além deste potencial diagnéstico, a dimensao e a
acessibilidade da pele permitem a facil observacao
clinica direta, a colheita de amostras (histolégicas) e
a monitorizacdo nao invasiva, através de uma ampla
variedade de tecnologias, sensores e metodologias
(3-6).

A hiperémia reativa (RH) e a manobra de hiperémia
reativa pds-oclusiva (do inglés post-occlusive
reactive hyperemia, PORH) constituem um exemplo
cldssico desta abordagem no estudo da fisiologia
de adaptacdo cardiocirculatéria (7-9). A PORH é
habitualmente avaliada em zonas distais (dedos das
maos e dos pés), apds um curto periodo de oclusdo
arterial induzida por uma manga insuflavel com
pressdo suprassistolica. A libertacdo da pressdo da
manga origina um aumento rapido da perfusao
sanguinea (hiperémia), geralmente detetado por
tecnologias nao invasivas, permitindo a obtencdo
de variaveis quantificaveis (10-12). Estas respostas
tém sido associadas a isquemia alegadamente
induzida pela oclusdo e interpretadas como um
fendmeno predominantemente local, resultante da
acumulacdo de mediadores endoteliais, sobretudo
vasodilatadores, e do relaxamento miogénico (13-
15). Eigualmente aceite que estas respostas envolvem
o sistema nervoso, influenciadas por alteracdes
transitérias do influxo arterial e da dinamica de
esvaziamento venoso no decurso da manobra (16).
Ainda assim, qualquer reducdo da resposta de RH é
geralmente interpretada como um compromisso da
homeostasia microcirculatéria local (17).

Osnossosestudossobre estetemademonstraram que,
quando aplicada a um membro, surge sempre uma
resposta mensuravel simultaneamente no membro
contralateral ndo estimulado (18). Tal foi observado,
por exemplo, com a aplicacdo de uma massagem de
baixa intensidade e curta duragao na perna ou com
a ativacdo do reflexo venoarteriolar (VAR) (17,19).



Such findings suggest that RH-PORH should not be
considered a strictly local response, but rather one
that may involve neural, reflex-mediated influences,
likely of autonomic origin, contributing to the rapid
regulation of sudden hemodynamic variations (20,21).
From this perspective, PORH may be understood as
an integrative regulatory process in which systemic
and local control mechanisms dynamically interact
during the occlusion and reperfusion phases.

This framework also implies the need for a new
approach to interpreting PORH responses. Perfusion
changes during occlusion and reperfusion are
temporally heterogeneous and reflect multiple
regulatory processes, which may occur even when
maximal hyperemic responses are similar. This phase-
specific heterogeneity may be particularly relevant
when comparing responses between upper and
lower limbs, as cutaneous perfusion in the lower
limbs exhibits distinct behavior under both resting
and dynamic conditions (22). Phase-specific analysis
enables the identification of differentiated patterns
of microvascular adjustment over time and across
anatomical regions, reflecting differences in vascular
architecture, hydrostatic pressure, and neural control,
which may lead to heterogeneous perfusion across
the various phases of the PORH protocol.

The present study was designed to determine how
a PORH maneuver applied to a single limb induces
measurable and coordinated perfusion changes in all
four limbs. The primary objective was to characterize
phase-dependent adaptive  responses—namely
during occlusion and post-occlusive reperfusion—
in both upper and lower limbs, using temporal
parameters to describe local perfusion kinetics.
Secondarily, other variables potentially better suited
to describing reflex-mediated response mechanisms
were explored. By integrating spatial and temporal
analyses, this study aims to deepen the understanding
of cardiovascular physiological adaptation during and
following transient arterial occlusion.

Extremities' responses to PORH of the arm
Respostas nas extermidades a PORH do brago

Estas observacdes sao semelhantes as respostas
hiperémicas registadas ap6s a aplicacao de PORH no
membro superior. Estes resultados sugeriram que a
RH-PORH nao deve ser considerada uma resposta
estritamente local, podendo envolver influéncias
neurais mediadas por reflexos, provavelmente de
origem autondmica, que contribuem para a rapida
regulacdo de variagdbes hemodinamicas subitas
(20,21). Nesta perspetiva, a PORH pode ser entendida
como um processo regulador integrativo, em que os
mecanismos de controlo sistémico e local interagem
de forma dinamica durante as fases de oclusdo e de
reperfusao.

Este enquadramento implica igualmente a
necessidadedeumanovaabordagemnainterpretacdo
das respostas de PORH. As alteracbes de perfusdo
durante a oclusdo e a reperfusao sao temporalmente
heterogéneas e refletem miultiplos processos
reguladores, podendo ocorrer mesmo quando as
respostas hiperémicas maximas sao semelhantes.
Esta heterogeneidade especifica por fase pode
ser particularmente relevante na comparacdao de
respostas entre os membros superiores e inferiores,
uma vez que a perfusdo cutanea dos membros
inferiores apresenta um comportamento distinto,
tanto em condicdes de repouso como em condicdes
dinamicas (22). A analise especifica por fases permite
identificar padrées diferenciados de ajustamento
microvascular ao longo do tempo e entre regides
anatémicas, refletindo diferencas na arquitetura
vascular, na pressao hidrostatica e no controlo neural,
que podem conduzir a perfusdes heterogéneas ao
longo das vérias fases do protocolo de PORH.

O presente estudo foi concebido de modo a
determinar como a manobra de PORH aplicada a
um Unico membro provoca alteracées mensuraveis
e coordenadas da perfusdo em todos os quatro
membros. O objetivo principal consistiu na
caracterizacdo das respostas adaptativas fase-
dependentes, isto é, durante a oclusdo e na reperfusao
pos-oclusiva, nos membros superiores e inferiores,
recorrendo a parametros temporais para descrever a
cinética local da perfusado. Secundariamente, foram
exploradas outras varidveis potencialmente mais
adequadas a descricado do mecanismo de resposta
mediado por reflexos. Ao integrar as analises
espacial e temporal este estudo procura aprofundar
o conhecimento acerca da adaptacdo da fisiologia
cardiovascular durante e apdés a oclusdo arterial
tempordria.
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Methods

Participants

A convenience sample was recruited from the
university community. The sample comprised ten
young, healthy participants of both sexes (eight
females and two males), with a mean age of 21.5 +
2.1 years. All participants were non-smokers with no
history of cardiovascular, metabolic, neurological, or
dermatological disease. None were taking vasoactive
drugs, other medications, or supplements with
vascular effects. Participants were instructed to
abstain from caffeine and alcohol consumption and
from vigorous physical activity for at least 24 hours
prior to the experimental session. Table 1 presents the
general characteristics of the study participants.

Ethical considerations

All procedures were conducted in accordance with
the principles of the Declaration of Helsinki and
subsequent revisions, as established by the World
Medical Association (23), which serves as a reference
for research involving human participants. The study
protocol was approved by the Institutional Ethics
Committee of Universidade Luséfona/CBIOS (Process
CE.ECTS/P10.21).

Experimental protocol

Experiments were performed in a temperature-
and humidity-controlled environment (21 + 2 °GC;
40-60%, respectively). Participants underwent an
acclimatization period of (at least) 15-20 minutes
before data acquisition, seated at rest, with the
forearms positioned in front of the body in pronation,
palms facing downward, and the lower limbs flexed at
the hips and knees, barefoot, with the feet resting on
the floor. Limb posture was standardized throughout
the protocol, as changes in limb position may
influence reactive hyperemia recordings (24).

A pressure cuff was placed around arandomly selected
arm at the level of the brachial artery. Measurements
included a baseline recording (phase 1), followed by
an occlusion phase achieved by rapid cuff inflation
to 200 mmHg, maintained for 2 minutes (phase 2),
and, after cuff deflation, a reperfusion phase with
continuous recording for a minimum of 10 minutes
(phase 3).

Métodos

Participantes

Uma amostra de conveniéncia foi selecionada
numa comunidade universitdria. Esta amostra
incluiu dez participantes jovens e sauddveis, de
ambos os sexos (oito do sexo feminino e dois do
sexo masculino) com idade média de 21,5 + 2,1
anos. Todos sao nao fumadores sem antecedentes
de doenca cardiovascular, metabdlica, neurolégica
ou dermatolégica. Nenhum se encontrava a
tomar farmacos vasoativos, outra medicacdo ou
suplementacdao com impacto vascular. Foi requerido
a todos os participantes que se abstivessem do
consumo de cafeina, alcool e da pratica de atividade
fisica vigorosa durante pelo menos 24 horas antes
da sessdao experimental. A Tabela 1 apresenta as
caracteristicas gerais dos participantes do estudo.

Consideracbes éticas

Os procedimentos foram conduzidos de acordo
com os principios da Declaracdo de Helsinquia e
revisdbes subsequentes, tal como estabelecido pela
Associacdo Médica Mundial (23), referéncia para a
investigacao envolvendo participantes humanos. O
protocolo do estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica Institucional da Universidade Luséfona/CBIOS
(Processo CE.ECTS/P10.21).

Protocolo experimental

Os ensaios foram realizados num ambiente com
temperatura e humidade controladas (21 = 2
°C; 40-60%, respetivamente). Os participantes
permaneceram em aclimatizacao a estas condicdes
por (pelo menos) 15-20 minutos antes do inicio
da aquisicao de dados, sentados em repouso, com
os antebracos posicionados a frente do corpo em
pronacao, as palmas das maos voltadas para baixo
e membros inferiores fletidos ao nivel das ancas e
joelhos, pés descalcos e apoiados no solo. A postura
dos membros foi padronizada ao longo de todo o
protocolo, uma vez que alteragées na posicao dos
membros podem influenciar o registo das respostas
de hiperémia reativa (24).

A manga de pressao foi colocada em torno de um dos
bracos, selecionado aleatoriamente, ao nivel da artéria
braquial. As medicdes incluiram um registo basal (fase
1), sequido de uma fase de oclusao, insuflacao rapida
da manga até 200 mmHg, mantida durante 2 minutos
(fase 2) e apds o esvaziamento da manga, uma fase
de reperfusdao com medicdo continua num intervalo
minimo de 10 minutos (fase 3).



Extremities' responses to PORH of the arm
Respostas nas extermidades a PORH do brago

Table 1 - General characteristics of the study participants. Values are presented as mean * standard error of
the mean (mean + SEM). Ankle-Brachial Index (ABI), Body Mass Index (BMI).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos participantes do estudo. Os valores sao apresentados como média +
erro padrdo da média (média + SEM). indice Tornozelo-Braco (ITB), indice de Massa Corporal (IMC).

Participants / Participantes (n=10) r:‘eéad?atiSSEIlEVIM/
Age/Idade 21.5+0.7 years / anos
Body mass / Massa corporal 66.1 +2.9kg
Height / Altura 1.7+0.0m
BMI/ IMC 24.1 £ 1.0 kg m?
ABI/ITB 1.1£0.1
Systolic blood pressure / Pressao arterial sistélica 107.9+ 4.2 mmHg
Diastolic blood pressure / Pressao arterial diastélica 71.9+4.7 mmHg
Heart rate / Frequéncia cardiaca 73.6 £3.5 bpm

Cutaneous perfusion was simultaneously recorded in
the upper and lower limbs at four peripheral sites: the
palmar surface of the index fingers of both hands and
the plantar surface of the great toes (hallux), using
dual-channel laser Doppler flowmetry (moorVMS-
LDF2, Moor Instruments Ltd., UK) equipped with
VPIT probes. Signals were acquired at 40 Hz using
the manufacturer's software, ensuring adequate
temporal resolution for analyzing rapid changes in
peripheral perfusion. All recordings were inspected to
avoid motion-related artifacts or signal disturbances.

For clarity and consistency, measurements obtained
from the index finger of the hand and from the hallux
of the foot are hereafter referred to as hand perfusion
and foot perfusion, respectively.

Data processing and temporal segmentation

To address the study objectives, microvascular
perfusion data were analyzed using two
complementary analytical frameworks applied to
the same recordings: conventional analysis and
phase-specific analysis. In the conventional approach,
perfusion signals were segmented according to the
classical PORH methodology. A single representative
perfusion value was obtained for each of the three
phases, calculated as the mean of all samples acquired
within a given time interval, allowing comparison with
previous studies (17-19).

A perfusao cutanea foi registada simultaneamente
nos membros superiores e inferiores, em quatro locais
periféricos, a face palmar dos dedos indicadores de
ambas as maos e a face plantar dos dedos grandes
do pé (halux) através da fluxometria de laser Doppler
de duplo canal (moorVMS-LDF2, Moor Instruments
Ltd., Reino Unido), equipada com sondas VP1T do
mesmo fabricante. Os sinais foram adquiridos a 40
Hz utilizando o software do fabricante, garantindo
uma resolucao temporal adequada para a analise de
alteracdes rapidas na perfusao periférica. Todos os
registos foram verificados de modo a evitar artefactos
relacionados com movimentos ou perturbacdes do
sinal.

Para efeitos de clareza e consisténcia, as medicdes
obtidas nos dedos indicador da méao e no halux no pé
serdo doravante designadas, respetivamente, como
perfusdo da mao e perfusdo do pé.

Processamento dos dados e segmentagdo temporal

Para responder aos objetivos do estudo, os dados de
perfusao microvascular foram analisados através de
dois enquadramentos analiticos complementares,
analise convencional e anadlise especifica por fases,
aplicados aos mesmos registos. Na abordagem
analitica convencional, os sinais de perfusao foram
segmentados de acordo com a metodologia classica
de PORH. Para cada uma das trés fases foi obtido um
Unico valor representativo de perfusao, calculado
como a média de todas as amostras adquiridas num
intervalo temporal, permitindo a comparagao com
estudos prévios (17-19).
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In parallel, a phase-specific analytical approach
with high temporal resolution was implemented to
preserve temporal dynamics and characterize rapid
microvascular adjustments that may be attenuated by
prolonged averaging. In this approach, the baseline
phase (phase 1) was defined as the 30 seconds
immediately preceding cuff inflation, providing a
temporally precise reference of the physiological
state prior to arterial occlusion.

During occlusion (phase 2), perfusion was analyzed
in short temporal windows corresponding to the
first 10, 15, 30, and 60 seconds after application of
occlusive pressure. Mean perfusion values within
these intervals were used to capture early perfusion
dynamics associated with arterial inflow interruption,
particularly in non-occluded limbs. The initial
descending segment between baseline perfusion
and the observed minimum perfusion plateau
was excluded to avoid distortion of early occlusion
dynamics.

During reperfusion (phase 3), results were analyzed
using identical temporal windows (10, 15, 30, and
60 seconds) following the inflection point of the
curve at which the positive slope of the ipsilateral
limb begins to attenuate and were compared with
the corresponding value from the first 30 seconds
of the minimum perfusion plateau of phase 2. The
final 3 minutes of this phase, corresponding to late
reperfusion, were also compared with phase 1 to
assess the return to baseline values.

In addition to phase-based comparisons, a temporal
kinetic parameter — the time to effective occlusion
(TO) — was evaluated. TO was defined as the interval
corresponding to the transient phase of perfusion
reduction induced by cuff inflation, delimited by the
onset of abrupt perfusion decrease, reflecting rapid
arterial flow reduction, and the inflection point at
which the negative slope of the perfusion curve
began to attenuate prior to establishment of the
minimum perfusion plateau.

This parameter was included as a kinetic descriptor
of the initial perfusion suppression dynamics, noting
that it has not been reported previously in the PORH
literature. Importantly, TO represents an event-based
temporal descriptor reflecting response timing and is
independent of the mean perfusion values calculated
within predefined temporal windows.

Em paralelo, foi implementada uma abordagem
analitica especifica por fases, de elevada resolucao
temporal, com o objetivo de preservar a dinamica
temporal e caracterizar ajustamentos microvasculares
rapidos que podem ser atenuados por médias
prolongadas. Nesta abordagem, a fase basal (fase 1)
foi definida como os 30 segundos imediatamente
anteriores a insuflacdo da manga, proporcionando
uma referéncia temporalmente precisa do estado
fisiolégico antes da oclusao arterial.

Durante a oclusao (fase 2), a perfusao foi analisada
em janelas temporais curtas, correspondentes aos
primeiros 10, 15, 30 e 60 segundos apds a aplicacdo
da pressdo oclusiva. Os valores médios de perfusao
nestes intervalos foram utilizados para captar a
dinamica precoce da perfusdo associada a interrupcao
da perfusdo arterial, particularmente nos membros
ndo ocluidos. O segmento descendente inicial entre
a perfusdo basal e o patamar de perfusdo minima
observado foi excluido de modo a evitar distor¢des
na andlise das dinamicas iniciais da ocluséo.

Durante a reperfusdo (fase 3), os resultados foram
analisados em janelas temporais idénticas (10, 15, 30
e 60 segundos) apds o ponto de inflexdo da curva em
que o declive positivo do membro ipsilateral comeca
a atenuar e comparados com o valor correspondente
aos primeiros 30 segundos do patamar de perfusao
minima da fase 2. Os ultimos 3 minutos desta fase,
correspondentes ao que podemos chamar de
reperfusdo tardia, foram ainda comparados com
a fase 1, com o objetivo de analisar o retorno aos
valores basais.

Para além das comparacdes baseadas em fases, foi
adicionalmente avaliados um parametro cinético
temporal, o tempo para oclusao efetiva (TO) definido
como o intervalo temporal correspondente a fase
transitéria de reducao de perfusao induzida pela
insuflacado da manga, delimitado pelo inicio da
reducao abrupta da perfusao, refletindo a rapida
diminuicdo do fluxo sanguineo arterial, e pelo ponto
de inflexao da curva de perfusdo em que o declive
negativo comeca a atenuar, antes do estabelecimento
do patamar minimo de perfusao.

Este parametro foi incluido como um descritor
cinético da dinamica inicial de supressao da perfusao,
reconhecendo-se que nao constitui uma variavel
previamente citada na literatura do PORH. Importa
salientar que o TO corresponde a um descritor
temporal baseado em eventos concretos, refletindo a
temporizacdo da resposta e sendo independente dos
valores médios de perfusao calculados nas janelas
temporais pré-definidas.



The phase-specific analytical approach constituted
the primary analytical framework of the present
study, while the conventional approach was retained
to ensure comparability with existing PORH literature.

Statistical analysis

Descriptive and inferential statistical analyses were
performed using non-parametric methods, given the
small sample size and the non-normal distribution of
perfusion data, specifically employing the Wilcoxon
test for paired samples.

All analyses were conducted intralocally, with
each anatomical measurement site considered an
independent experimental unit. Perfusion variations
induced by occlusion and reperfusion were analyzed
relative to reference values defined at the same site;
no direct statistical comparisons were performed
between different limbs or between ipsilateral and
contralateral sites.

In the conventional analytical approach, intralocal
comparisons were performed between baseline
perfusion (phase 1) and the predefined phases of the
experimental protocol (occlusion, early reperfusion,
and late reperfusion).

In the phase-specific analytical approach, a detailed
temporal analysis of the microvascular response
was conducted. Comparisons were made between
baseline perfusion and discrete temporal intervals
defined during occlusion, early post-occlusive
reperfusion (10, 15, 30, and 60 seconds), and late
reperfusion (final 180 seconds of recording). As is
well known, PORH does not allow attainment of a
true “zero” flow due to Brownian motion of interstitial
macromolecules, red blood cell rheology, and
differing sensitivities of measurement instruments
(10,28,29).

Additionally, to characterize reperfusion magnitude
as a function of the degree of occlusion achieved,
perfusion values were also compared with the
reference interval defined during occlusion (30
seconds). These comparisons allowed evaluation
of the hyperemic response relative to the minimum
perfusion level reached during occlusion, while
maintaining the intralocal and paired nature of the
analysis.

Extremities' responses to PORH of the arm
Respostas nas extermidades a PORH do brago

A abordagem analitica especifica por fases constituiu
o enquadramento analitico principal do presente
estudo, enquanto a abordagem convencional foi
mantida para assegurar a comparabilidade com a
literatura existente sobre PORH.

Andlise estatistica

As andlises estatisticas descritivas e inferenciais foram
realizadas recorrendo a métodos ndo paramétricos,
considerando a reduzida dimensdao amostral e a
distribuicdo ndo normal dos dados de perfusdo
utilizando o teste de Wilcoxon para amostras
emparelhadas.

Todasasanalisesforamconduzidasdeformaintralocal,
sendo cada local anatdmico de medicao considerado
como unidade experimental independente. Nestes,
as variacdes de perfusao induzidas pela oclusdo e
pela reperfusdo foram analisadas relativamente a
referenciais definidos no mesmo local, ndo tendo
sido efetuadas comparagdes estatisticas diretas entre
diferentes membros, nem entre locais ipsilaterais e
contralaterais.

Na abordagem analitica convencional, as
comparacdes intralocais foram realizadas entre a
perfusdao basal (fase 1) e as fases pré-definidas do
protocolo experimental (oclusao, reperfusao precoce
e reperfusao tardia).

Complementarmente, na abordagem analitica
especifica por fases, foi efetuada uma andlise
temporal detalhada da resposta microvascular.
Nesta abordagem, as comparacdes intralocais
foram realizadas entre a perfusdo basal e intervalos
temporais discretos definidos durante a oclusao,
a reperfusdo precoce pods-oclusao (10, 15, 30 e
60 segundos) e a reperfusao tardia (ultimos 180
segundos de registo). Como sabemos, a PORH nao
permite obter um verdadeiro “zero” fluxo devido
ao movimento browniano de macromoléculas
intersticiais, a reologia dos glébulos vermelhos e
as diferentes sensibilidades dos instrumentos de
medicdo (10,28,29)

Adicionalmente, para caracterizar a magnitude da
resposta de reperfusao em fungao do grau de ocluséo
atingido, os valores de perfusdo foram também
comparados com o intervalo de referéncia definido
durante a oclusdo (30 segundos). Estas comparagdes
permitiram  avaliar a resposta  hiperémica
relativamente ao nivel minimo de perfusao alcancado
durante a oclusao, mantendo-se sempre a natureza
intralocal e emparelhada da analise.
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Results are presented as mean + standard error of the
mean (SEM). Statistical significance was set at p < 0.05.
No correction was applied for multiple comparisons;
consequently, the results should be interpreted as
exploratory and as having potential to generate
hypotheses..

Results

The mean perfusion values recorded simultaneously
at all extremities in the participant group are shown
in Figure 1. All results are presented as intralocal
comparisons relative to the baseline value of the same
anatomical site.
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Os resultados sdo apresentados como média * erro
padrao da média (SEM). O nivel de significancia
estatistica foi estabelecido em p < 0,05. Nao foi
aplicada correcdao para comparacdes multiplas;
consequentemente, os resultados devem ser
interpretados como exploratérios e com potencial
gerador de hipoteses.

Resultados

A Figura 1 ilustra os valores médios de perfusao
registados  simultaneamente em todas as
extremidades num grupo de participantes. Todos
os resultados sdao apresentados como comparacdes
intralocais relativamente ao valor basal da mesma
localizacao anatémica.
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Figure 1 - Temporal evolution of skin perfusion registered in four limb extremities during a PORH manoeuvre
depicting baseline, occlusion, and reperfusion recording as an illustrative example (n=6). A - the hand in the
same arm where the pressure cuff was applied, B - the contralateral hand, C - the ipsilateral foot, and D - the

contralateral foot. Time to effective occlusion (TO).

Figure 1 - Evolucdo temporal da perfusao cutanea registada nas extremidades dos quatro membros durante
uma manobra PORH, ilustrando a linha de base, a ocluséo e o registo da reperfusdo como exemplo ilustrativo
(n=6). A - a mao do mesmo braco onde foi aplicada a bracadeira de pressao, B - a mao contralateral, C - o pé
ipsilateral e D - o pé contralateral. Tempo para a ocluséo efetiva (TO).
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Table 2 - Skin perfusion (mean + SEM) was measured on the hands and feet at different phases of the protocol,
using the conventional time means. Means obtained at occlusion and recovery were compared with the
baseline using the Wilcoxon test for paired samples (** p < 0.01; ns, not significant).

Tabela 2 - Perfusdo cutanea (média + SEM) medida nas maos e nos pés em diferentes fases do protocolo,
utilizando a média temporal convencional. As médias obtidas na oclusdo e na reperfusdo foram comparadas
com a fase basal pelo teste de Wilcoxon para amostras emparelhadas (** p < 0,01; ns, ndo significativo).

Hand/Mao Foot/Pé
Phase / Fase L. L.
ipsilateral contralateral | ipsilateral contralateral
. Baseline / Final 3 min/ 268.7 + 2846 + 1209+ 1316+
Basal Ultimos 3 min 25.1 30.3 27.5 324
) Occlusion / 2 min 203 + 2545 + 109.2 £ 105.9 +
Oclusao 2.4 ** 29.7 ns 28.4 ns 31.6ns
1st min/ 319.7 £ 2726 + 154.1 £ 150.9 =
Early / 1°min 19.9 ** 30.6 ns 36.1ns 37.8ns
3 Reperfusion / | Imediata | 2nd min/ 299.7 + 267.3 + 159.5 + 166.3 +
Reperfusao 2°min 22.2 ns 30.7 ns 36.9 ns 28.2ns
Late/ Final 3 min/ 270.1 = 2740 103.0 £ 1345+
Tardia Ultimos 3 min 31.5ns 34.7 ns 31.6ns 33.8ns
Conventional analysis Andlise convencional
Conventional analysis revealed significant changesin A andlise  convencional revelou alteraces

cutaneous perfusion relative to baseline exclusively
in the ipsilateral hand (Table 2). At this site, perfusion
decreased significantly during the effective occlusion
phase (defined as the period following TO). After
release of the occlusion, a significant increase in
perfusion was observed during the first minute of
reperfusion, characterizing a transient hyperemic
response (Figure 1A). During this period (immediate
phase 3), perfusion exceeded baseline values and
then gradually approached pre-occlusion levels
during the late reperfusion phase.

No statistically significant differences were detected
in the contralateral hand or in either foot during
the effective occlusion phase or during reperfusion
phases when compared with baseline (phase 1).

Phase-specific analysis

Phase-specific  analysis allowed a detailed
characterization of cutaneous perfusion dynamics
during the transition to effective occlusion and
throughout reperfusion. Baseline was defined as the
mean perfusion over the 30 seconds immediately
preceding cuff inflation.

During the initial phase of occlusion, a progressive and
significant reduction in perfusion was observed in all
analyzed extremities over the first minute (Table 3),

significativas da perfusdao cutanea relativamente
ao valor basal exclusivamente na mao ipsilateral
(Tabela 2). Neste local, a perfusao apresentou uma
diminuicdo significativa durante a fase de oclusdo
efetiva (definida pelo periodo subsequente ao
TO). Apds a libertacdo da oclusao, observou-se um
aumento significativo da perfusao durante o primeiro
minuto de reperfusao, caracterizando uma resposta
hiperémica transitéria (Figura 1A). Neste periodo
(fase 3 imediata), a perfusao ultrapassou os valores
basais, aproximando-se posteriormente de forma
progressiva dos niveis pré-oclusao ao longo da fase
de reperfusao tardia.

Nao foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas na mdo contralateral, nem em ambos
os pés, quer durante a fase de oclusao efetiva, quer
durante as fases de reperfusao, quando comparadas
com o valor basal (fase 1).

Andlise de fases

A andlise especifica por fases permitiu caracterizar
de forma detalhada a dinamica da perfusao cutanea
durante a transicdo para a oclusao efetiva e durante a
reperfusdo. O valor basal foi definido como a média
dos 30 segundos imediatamente anteriores ao inicio
dainsuflacdo da manga.

Durante a fase inicial de oclusdo, observou-se uma
reducdo progressiva e significativa da perfusao
em todas as extremidades analisadas ao longo
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Table 3 - Skin perfusion (mean + SEM) measured in the hands and feet across specific time segments of the
protocol. During the occlusion phase and late reperfusion, differences were assessed relative to the baseline
phase at the same location. The rapid reperfusion phase was compared with the reference interval defined
after the time to effective occlusion (TO), corresponding to the effective occlusion period (*p < 0.05; **p <

0.01; ns, not significant).

Tabela 3 - Perfusdo cutanea (média + SEM) medida nas méos e nos pés em segmentos temporais especificos
do protocolo. Durante a fase de ocluséo e a reperfusao tardia, as diferencas foram avaliadas relativamente a
fase basal do mesmo local. A fase de reperfusao rapida foi comparada com o intervalo de referéncia definido
apo6s o tempo para a ocluséo efetiva (TO), correspondente ao periodo de oclusdo efetiva (*p < 0,05; **p < 0,01;

ns, ndo significativo)

Hand / Mao Foot / Pé
Phase / Fase s -
ipsilateral contralateral | ipsilateral contralateral
Baseline / Final 30s/ 2825+ 3104 + 243.6 + 3558+
Basal Ultimos 30's 24.1 35.6 30.0 453

10s 232+ 195.0 = 549 + 473 +

4.2 ** 34,5 ** 174* 12.3*

15s 213+ 2035+ 62.7 + 547 +

Occlusion 4.1 ** 33.7 ** 21.6* 15.7 *
Oclusao 30s 21.0+ 2196 + 743 + 675+
3.2 %% 33.9** 246 * 204 *

60s 236+ 2346+ 873+ 81.1+

2.9 ** 30.4 ** 23.9*% 244 %
10s 342.8 + 267.2 1459 + 1441

34,0 ** 34.5ns 17.4 ** 12.3 **
15s 336+ 266.3 + 137.2 139.2 +

Early / 21.8 ** 31.1 ns 332 %% 36.6 **
Reperfusion/ | Imediata |30s 3321+ 261.0+ 136.3 1343+
Reperfusao 21.5 ** 33.5ns 36.7 ** 449 **
60s 319.7 £ 2726+ 154.1 + 150.9 +

19.9 ** 30.6 ns 36.1 ** 37.8 **
Late/ Final 3 min/ 3003+ 268.6 £ 115.1 3635+

Tardia Ultimos 3 min 194 ns 36.1 ns 36.1 ns 37.8ns

indicating a transient systemic response to the abrupt
increase in external pressure and the consequent
reduction in arterial inflow in the intervened limb.

The occlusion phase, also defined as the period
following TO, corresponded to the interval during
which perfusion reached relatively stable minimum
values. Mean perfusion during this interval was used
as afunctional reference for analysis of the reperfusion
response.

Following removal of external pressure, rapid and
intense reperfusion occurred within the first minute,
characterized by a significant increase in perfusion
relative to values achieved during effective occlusion.
With the exception of the contralateral upper limb, all
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do primeiro minuto (Tabela 3), evidenciando uma
resposta sistémica transitéria ao aumento abrupto
da pressao externa e a consequente diminuicdo do
influxo arterial no membro intervencionado.

A fase de oclusao, igualmente definida pelo periodo
subsequente ao TO, corresponde ao periodo em que
a perfusdo atinge valores minimos relativamente
estaveis. A média da perfusdo neste intervalo foi
utilizada como referéncia funcional para a andlise da
resposta de reperfusao.

Apos remocéo da pressao externa, verificou-se uma
reperfusdo rapida e intensa durante o primeiro
minuto, caracterizada por um aumento significativo
da perfusdo relativamente aos valores atingidos
durante a oclusao efetiva. Com excecdo do membro
superior contralateral, todos os restantes locais



other sites exhibited a significant hyperemic response
when compared with the first 30 seconds of phase 2
(Table 3).

During late phase 3, perfusion progressively
approached baseline values, with no statistically
significant differences relative to the reference period
(phase 1).

The time to effective occlusion (TO) is a temporal
parameter characterizing the speed of the initial
hemodynamic response triggered by cuff inflation.
This interval reflects a transient period during which
perfusion decreases abruptly and sustainably,
reaching stable minimum values without complete
collapse of the perfusion signal, consistent with the
persistence of residual microvascular flow.

TO was quantified at all four analyzed sites,
and no statistically significant differences were
observed between limbs, suggesting a temporally
homogeneous response to the occlusive stimulus
(Figure 2).

Extremities' responses to PORH of the arm
Respostas nas extermidades a PORH do brago

apresentaram uma resposta hiperémica significativa
quando comparados com os primeiros 30 segundos
da fase 2 (Tabela 3).

Durante a fase 3 tardia, a perfusdo aproximou-
se progressivamente dos valores basais, ndo se
observando diferencas estatisticamente significativas
relativamente ao periodo de referéncia (fase 1).

O Tempo para a Oclusao Efetiva (TO), um parametro
temporal que caracteriza a rapidez da resposta
hemodinamica inicial desencadeada pela insuflacédo
damanga.Esteintervaloreflete um periodo transitério
durante o qual a perfusao diminui de forma abrupta
e sustentada, atingindo valores minimos estaveis
sem colapso completo do sinal de perfusdao, em
consonancia com a persisténcia de fluxos residuais
microvasculares.

Este TO foi quantificado nos quatro locais
analisados, ndao tendo sido observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os membros,
sugerindo uma resposta temporalmente homogénea
ao estimulo oclusivo (Figura 2).
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Figure 2 - Time to Effective Occlusion (TO) in the different limbs. Time interval (mean + SEM) corresponding
to the initial transient phase of occlusion, defined between the onset of the abrupt decrease in perfusion and
the inflection point of the perfusion curve preceding the establishment of the minimum perfusion plateau.
Figure 2 -Tempo para a Oclusao Efetiva (TO) nos diferentes membros. Intervalo temporal (média + SEM)
correspondente a fase transitéria inicial da oclusao, compreendido entre o inicio da diminuicdo abrupta da
perfusdo e o ponto de inflexao da curva de perfusao que antecede o estabelecimento do patamar minimo.
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Discussion

In this study, we sought to understand how the
changes — likely of neural origin — observed
in the ipsilateral hand during the PORH protocol
were reproduced in more distal sites, such as the
contralateral hand and the feet. At the same time,
we aimed to improve our analytical approach by
considering the role of temporal segmentation in
identifying spatially distributed responses within a
phase-specific analytical framework, thereby avoiding
comparisons based on extended time intervals, such
as those used in conventional analysis.

Conventional time-averaged analysis revealed
significant perfusion changes exclusively in the
occluded limb during phase 2 (Table 2) and during the
immediate reperfusion phase (first minute). Following
these changes, a progressive return to baseline values
occurred throughout the immediate (second minute)
and late reperfusion phases. Using this approach, no
other statistically significant changes were detected
in the contralateral hand or in the lower limbs. From
this perspective, PORH could be interpreted as a
predominantly local response with limited sensitivity
(7,8,25-27).

Phase-specific  analysis, however, highlighted
the occlusion phase, which is often overlooked
in mechanistic evaluations of PORH. Indeed, our
research has highlighted the importance of occlusion
as the trigger for the entire mechanism (26,27). Our
data indicate that occlusion of this major vessel
induces intense vasoconstriction, likely of autonomic
(sympathetic) origin, which appears proportional to
the stimulus and is therefore more pronounced in the
occluded limb, where it persists throughout phase 2.
To reinforce the relevance of this event, a temporal
parameter — the time to effective occlusion (TO) —
was proposed to quantify the effectiveness of this
reflex. As shown in Figure 2, TO was detectable in
all limbs and exhibited similar intervals across sites.
However, in the limb undergoing the PORH maneuver,
a complete absence of flow was not observed due
to Brownian motion of interstitial macromolecules,
red blood cell rheology, and differing sensitivities of
measurement instruments (10,28,29).

Regarding the reperfusion period following cuff
deflation, phase-specificanalysis focused on detecting
local changes occurring over shorter time intervals.
In the ipsilateral limb, these changes manifested as
increased perfusion culminating in a hyperemic peak
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Discussao

Neste estudo procuramos entender de que forma
as alteracdes, provavelmente de caracter neuronal,
observadas na mao ipsilateral durante o protocolo
de PORH foram reproduzidas em locais mais distais,
como a mao contralateral e os pés. Ao mesmo tempo,
procuramos melhorar a nossa andlise considerando o
papel da segmentacao temporal na identificacao de
respostas espacialmente distribuidas - abordagem
analitica especifica por fases, evitando comparacdes
com base em intervalos temporais extensos, tais
como os usados na analise convencional.

A analise baseada na média temporal convencional
revelou alteracdes significativas da perfusdo
exclusivamente no membro ocluido durante a
fase 2 (Tabela 2) e na fase de reperfusao imediata
(primeiro minuto). Apds estas alteracdes ocorre um
retorno progressivo aos valores basais ao longo da
fase de reperfusdo imediata (segundo minuto) e
tardia. Com esta abordagem, nado foram detetadas
outras alteragbes estatisticamente significativas
na mao contralateral nem nos membros inferiores.
Nesta perspetiva poderia ser interpretado como uma
resposta predominantemente local com sensibilidade
limitada (7,8,25-27).

A andlise especifica por fases permitiu chamar a
atencdo para a fase de oclusao normalmente ndo
considerada na avaliagago mecanistica da PORH.
Efetivamente, a nossa investigacdo tem sublinhado
a importancia da oclusdo como gatilho de todo o
mecanismo (26,27). Os nossos dados apontam para
que a oclusao deste vaso principal desencadeia uma
intensa vasoconstricao, provavelmente de natureza
autondémica (simpatica) que parece ser proporcional
ao estimulo, mais visivel, portanto, no membro
ocluido, onde esta presente durante toda a fase 2.
Para reforcar a importancia deste evento, é proposto
um parametro temporal que permite quantificar a
efetividade deste reflexo — TO. Como demonstramos
(Figura 2) este é detetavel em todos os membros e
com intervalos semelhantes entre si. No entanto,
no membro onde se efetua a manobra de PORH
nao se regista uma auséncia total de fluxo devido
ao movimento browniano de macromoléculas
intersticiais, a reologia dos glébulos vermelhos e
as diferentes sensibilidades dos instrumentos de
medicdo (10,28,29).

No que respeita ao periodo de reperfusao que se
segue a abertura da manga, a andlise especifica por
fases concentra-se na procura de alteracdes locais
detetadas em intervalos de tempo mais curtos e que
no membro ipsilateral se manifestam num aumento



during the first minute after cuff release (9,10,25).
Statistical analysis of early reperfusion was not based
on point maximum values due to high temporal
and interindividual variability (30), but rather on
comparisons between perfusion values obtained in
discrete temporal intervals and the mean perfusion
recorded during effective occlusion, 30 seconds after
TO (Table 3). With the exception of the contralateral
upper limb, all analyzed sites exhibited significant
increases in perfusion relative to effective occlusion,
reflecting a rapid vascular response to pressure
release, consistent with reflex-mediated modulation
of vasomotor tone.

Taken together, these data support the interpretation
of PORH as an integrative phenomenon primarily
involving reflex mechanisms of vasomotor regulation
mediated by the autonomic nervous system, which
manifest synchronously across multiple peripheral
regions. In this context, TO may, for the first time,
represent a measure of the adaptive efficiency of the
sympathetic response in the peripheral circulation as
a trigger of the entire process and may therefore be
amenable to further quantification (e.g., synchrony).
Similarly, measurement of rapid reperfusion may
complement information regarding the neural reflex,
while subsequent slower and more sustained events
(although dependent on this initial reperfusion)
suggest the involvement of other local adaptive
processes previously described (7,25,26,27,31,32). The
use of long temporal averages (conventional analysis)
may obscure rapid transient changes occurring in
response to external pressure variations. Phase-
specific analysis, by increasing temporal resolution,
allows identification of perfusion changes that would
otherwise remain undetected.

In summary, the present results support a phase-
dependent interpretation of PORH and suggest
the use of high-resolution measurements. This
perspective is consistent with recent evidence
indicating that PORH does not solely represent a direct
assessment of endothelial function, but rather reflects
the integrated contribution of multiple regulatory
mechanisms (31,32).

Despite its exploratory nature, the present study has
several limitations that should be considered when
interpreting the results. First, the small sample size
limits the generalizability of the findings to the broader
population. Additionally, the participants (young and
healthy individuals) do not represent the general
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de perfusao, culminando num pico de hiperémia, que
temlugar no primeiro minuto apés deflacdo damanga
(9,10,25). A andlise estatistica da reperfusao precoce
nao foi baseada em valores maximos pontuais,
devido a uma elevada variabilidade temporal e
interindividual (30), mas sim na comparacao da
perfusao obtida em intervalos temporais discretos
com a perfusao média registada durante o periodo
de oclusao efetiva, 30 segundos apds o TO (Tabela
3). Com excecao do membro superior contralateral,
todos os locais analisados apresentaram aumentos
significativos da perfusao relativamente a oclusao
efetiva, refletindo uma resposta vascular rapida a
libertacdo da pressao, compativel com mecanismos
reflexos de modulagao do ténus vasomotor.

No seu conjunto, estes dados sustentam a
interpretacdo da PORH como um fenédmeno
integrativo, envolvendo primariamente mecanismos
reflexos de regulacdo vasomotora, mediados pelo
sistema nervoso auténomo, que se manifestam de
forma sincronizada em multiplas regides periféricas.
Neste contexto, o TO podera introduzir pela primeira
vez uma medicdo sobre a eficiéncia adaptativa da
resposta simpdtica na circulacdo periférica como
gatilho de todo o processo, portanto, aberto a outras
quantificagdes (sincronia, por exemplo). No mesmo
sentido, a medicao da reperfusdo rapida pode vir a
complementar a informacao sobre o reflexo neural,
enquanto os eventos ulteriores, mais lentos e
duradouros (embora dependentes desta reperfusao
inicial), sugerem o envolvimento de outros processos
adaptativos locais j& abordados anteriormente
(7,25,26,27,31,32). A utilizacdo de médias temporais
longas (andlise convencional) poderda ocultar
alteracdes transitdrias rapidas que ocorrem em
resposta a mudancas de pressdo externa. A andlise
especificaporfases,aoaumentararesolucaotemporal,
permite identificar essas alteracdes da perfusao que,
de outro modo, passariam despercebidas.

Em sintese, os presentes resultados sustentam, na
PORH, uma interpretacao igualmente dependente
de fase, mas sugerem a utilizacdo de medicdes de
elevada resolucao. Esta perspetiva é consistente
com evidéncias recentes que indicam que a PORH
nao constitui apenas uma avaliacdo direta da funcédo
endotelial, refletindo antes a contribuicdo integrada
de multiplos mecanismos reguladores (31,32).

Apesar do seu caracter exploratério, o presente
estudo apresenta algumas limitacdes que devem ser
consideradas na avaliacdo dos resultados. Desde logo
a reduzida dimensao da amostra limita a extensao
dos achados a populacao geral. Por outro lado, os
participantes (jovens sauddveis) ndo representam a
populacdo geral nem permitem o estudo de outras
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population and do not allow evaluation of other
relevant variables such as age and sex. Nevertheless,
the observed responses are supported by a robust
methodology that the authors have applied across
multiple experimental contexts. For this reason, the
results are considered relevant and justify expansion
of the sample size and potential validation in clinical
settings.

Conclusion

Multisite assessment with high temporal resolution
provides a broader understanding of the adaptive
events associated with PORH and cardiocirculatory
homeostasis. Furthermore, it enables identification
of new temporal variables related to the autonomic
component of the PORH reflex, in line with the need
to identify additional parameters that may enhance
the clinical applicability of PORH.
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