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Abstract

Laser Doppler flowmetry (LDF) is one of the most used technologies to access
human in vivo blood perfusion. However, its single point measurement
capacity in a depth that likely is lower than 1 mm, are major criticisms
that limit its utility. New image-based techniques such as Optoacoustic
Tomography (OAT) allow the non-invasive observation of larger tissue areas
with greater spatial resolution. In this study, we compared synchronized LDF
and OAT data during a Post-Occlusion Reactive Hyperemia (PORH) maneuver
in the upper limb (occlusion of the brachial artery). Measurements were
obtained in the volar forearm (OAT and LDF) and in the fingertip (LDF). All
procedures respected the principles of good clinical practices for human
research purposes. Results confirm that LDF and OAT signals are significantly
correlated at the superficial plexus. LDF does not detect deeper vascular
structures of the skin but, even so, it is still very useful to access perfusion in
areas with higher capillary density such as the fingertip.

Resumo

A fluxometria de laser Doppler (LDF) é uma das tecnologias mais
utilizadas para medir a perfusdo sanguinea humana in vivo. No entanto,
sdao conhecidas importantes limitacoes desta técnica pois a medicdo
estd limitada a um ponto Unico na pele numa reduzida profundidade
(provavelmente inferior a 1 mm). Tecnologias mais recentes baseadas em
imagem, como a Tomografia Fotoacustica (OAT), permitem a observacao
nao invasiva de dreas de tecido mais alargadas, com maior resolucao
espacial. Neste estudo, comparamos dados de LDF e OAT sincronizados
durante uma manobra de Hiperemia Reactiva de Pés-Oclusdo (PORH)
suprasistolica (artéria braquial) no membro superior. As medicdes foram
obtidas na parte ventral do antebraco (OAT e LDF) e na ponta do dedo
(LDF). Todos os procedimentos respeitaram os principios de boas praticas
clinicas para fins de investigacdo em humanos. Os resultados confirmam
que os sinais LDF e OAT estdo significativamente correlacionados no
plexo superficial. O LDF ndo detecta estruturas vasculares mais profundas
da pele mas, mesmo assim, ainda é muito Util para aceder a perfusao em
areas com maior densidade capilar, tais como acontece na ponta do dedo.
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Introduction

The ability of tissues to control their own local blood
flow in proportion to their metabolic needs is one of
the fundamental principles of circulatory function
(1). A clear example of this mechanism is observed
in skeletal muscle during exercise, a situation in
which blood flow can dramatically exceed resting
values (2,3). Adequate hemodynamics depends
on an integrated complex process involving
multiple sensors and effectors (4) and this includes
a permanent adaptation between macrocirculation
and microcirculation (5). Disturbance in these basic
mechanisms might over-compensate adaptation,
leading to disease (6).

Microcirculatory impairment seems to be in the
origin of well known conditions such as hypertension,
stroke, peripheral artery disease, among others (7, 8).
However, these events do not occur independently
and, ultimately will affect all components of
the cardiovascular system (4). This justifies the
continued interest in cardiovascular physiology and
in microcirculation specifically, to find better, more
descriptive markers with clinical relevance, enabling
early diagnostic and better disease prevention (9, 10).

The study of human microcirculation in vivo has
been at the origin of a wide variety of non-invasive
instruments designed to quantitatively describe the
individual’s vascular status, primarily exploring skin
microcirculation (11,12). Some recent reviews have
been publishedonthis subject, showinglaser Doppler
flowmetry (LDF) as one of the most referenced
technologies accessing microcirculation function
(13,14). However, this optical-based technology
provides tissue perfusion only on a single-point
acquisition area of the skin at fixed depth, depending
on the frequency of the laser light (15,16). Currently,
new technologies are able to associate image
quantification with biological markers, providing a
wider view of the vascular physiology. Among these
technologies are confocal microscopy and optical
coherence tomography or, more recently, of photo-
acoustic tomography (OAT) (17-19). However high
cost and complex operation limit their applicability.

Introducao

A capacidade dos tecidos controlarem o seu préprio
fluxo sanguineo local proporcionalmente as suas
necessidades metabdlicas é um dos principios
fundamentais da funcao circulatéria (1). Um exemplo
claro desse mecanismo é observado no musculo
esquelético durante o exercicio fisico, situacao em que
o fluxo sanguineo pode exceder, dramaticamente,
os valores de repouso (2,3). Uma hemodinamica
adequada depende de um processo integrado,
complexo, envolvendo multiplos sensores e efetores
(4). Tal envolve uma adaptacao permanente entre a
macrocirculacao e a microcirculacao (5). A alteracao
desses mecanismos pode comprometer a adaptacao,
levando a doenca (6).

O comprometimento da microcirculacao parece estar
na origem de condi¢cdes bem conhecidas como a
hipertensao, o acidente vascular cerebral, a doenca
arterial periférica, entre outras (7,8). No entanto,
esses eventos nao ocorrem de forma independente
e, em Ultima andlise, afetarao todos os componentes
do sistema cardiovascular (4). Isso justifica o
continuo interesse pela fisiologia cardiovascular e
especificamente pela microcirculagao, para encontrar
marcadores melhores, mais descritivos e com
relevancia clinica, para permitir o diagnéstico precoce
e uma melhor prevencao da doenca (9,10).

O estudo da microcirculagdgo humana in vivo deu
origem a uma grande variedade de instrumentos
nao invasivos concebidos para  descrever
quantitativamente o estado vascular do individuo,
explorando principalmente a microcirculacdo da
pele (11,12). Algumas revisdes recentes foram
publicadas sobre o assunto, apontando a fluxometria
laser Doppler (LDF) como uma das tecnologias mais
usadas para aceder a fungdo microcirculatéria (13,14).
No entanto, esta tecnologia de base éptica, apenas
fornece perfusdao do tecido numa area de aquisicao
de ponto Unico numa profundidade fixa, dependendo
da frequéncia da luz do laser (15,16). Actualmente, as
novas tecnologias permitem associar a quantificacao
deimagens a marcadores bioldgicos, proporcionando
uma visao mais ampla da fisiologia vascular. Entre
estas tecnologias contam-se a microscopia confocal
e a tomografia de coeréncia Optica ou, mais
recentemente, a tomografia optoacustica (também
referida como fotoacustica) (OAT ou PAT) (17-19). No
entanto, o alto custo e a complexa operacdo limitam
sua aplicabilidade.



In the present paper we explore the in vivo
cardiovascular responses obtained after a supra-
systolic reactive hyperemia (PORH) applied in the
upper arm, registered by LDF and OAT. The goal was
to identify the major differences between the two
optical-based technologies and, at the same time,
to contribute to better understand the mechanisms
of microcirculation adaptation involved in this
experimental maneuver.

Materials and Methods

Recruited Volunteers

This work was developed with three female healthy
participants (n=3) with a mean age of 21.67 *+ 1.15
years, a mean body mass of 50.67 + 3.79 kg and a mean
body mass index (BMI) of 19.61 + 2.18 kg/m?. Data
related to the participants’ physiology are presented
in Table 1. All procedures followed the principles of
the Helsinki Declaration for good clinical practice and
were previously approved by the Institutional Ethics
Committee (Process CE.ECTS/P10.21). In brief, the
selection of participants followed specific inclusion /
non-inclusion criteria after informed written consent.
Participants were non-smokers and free of any
medication or food supplementation.
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No presente artigo exploramos as respostas
cardiovasculares obtidas in vivo apds uma hiperémia
reactiva supra-sistélica (PORH) aplicada na parte
superior do braco, e registada por LDF e OAT. O
objetivo foi identificar as principais diferencas entre
as duas tecnologias de base 6ptica e, ao mesmo
tempo, contribuir para o melhor entendimento
dos mecanismos de adaptacao da microcirculacao
envolvidos nessa manobra experimental.

Materiais e métodos

Voluntdrios Recrutados

O trabalho foi desenvolvido com trés participantes
saudaveis do sexo feminino (n=3) com idade, massa
corporaleindicede massacorporal (IMC) semelhantes.
Os dados relativos a fisiologia dos participantes sdo
apresentados na Tabela 1. Todos os procedimentos
seguiram os principios da Declaracao de Helsinquia
para as boas praticas clinicas e foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica Institucional
(Processo CE.ECTS/P10.21). Em suma, a selecao
dos participantes obedeceu a critérios especificos
de inclusdo/nao inclusao apds consentimento
informado por escrito. Os participantes eram nao
fumantes e ndao tomavam qualquer medicacdo ou
suplementacao alimentar.

Table 1 - Biometric characterization of volunteers. Body Mass Index (BMI), Ankle Brachial Index (ABI),
arbitrary units (a.u.), Systolic blood pressure (Syst BP), Diastolic blood pressure (Diast BP), heart rate

(HR). Values are expressed as Mean * SD.

Tabela 1 - Caracterizacido biométrica dos voluntarios. indice de Massa Corporal (IMC), indice Tornozelo-
Braquial (ITB), Unidades Arbitrarias (u.a.); Pressao Arterial Sistélica (PA Sistélica), Pressdo Arterial
Diastolica (PA Diast), Ritmo Cardiaco (FC). Valores sao expressos como Média = DV.

Age/Idade 21.67 £1.15 years / anos
Body mass / Massa corporal 50.67 +3.79 kg

Height / Altura 1.61 £ 0.06 m

BMI /IMC 19.61+£2.18 kg/m?
ABI/ITB 0.52+0.08 (a.u./u.a.)
Systolic BP / PA Sistdlica 113.33+11.37 | mmHg
Diastolyc BP / PA Diastdlica 84.67 £ 14.15 mmHg
Heart Rate / Ritmo Cardiaco 71.00 £ 19.05 bpm
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Experimental

A post-occlusive reactive hyperemia (PORH) was
used as a challenger. A pressure cuff was applied to
the volunteers’ brachial upper arm area prior to the
installation of LDF and OAT probes. Participants were
brought to resting conditions accessed by heart
rate and temperature stabilization to the laboratory
environment.The OAT probe was placed at the ventral
forearm area, previously described (15). Two LDF
probes were equally placed on the same limb - one
next to the OAT probe and the other LDF sensor fixed
to the ventral aspect of the third finger on the same
side (Figure 1). The PORH maneuver was recorded
simultaneously in continuous mode in both OAT and
LDF technologies over the course of four different
stages, resting baseline, cuff inflation to 200 mmHg,
occlusion, and recovery. The baseline was recorded
for 1 min; the brachial cuff inflation to 200 mmHg was
performed over 20 sec; occlusion was held for 1 min
at 200 mmHg, and the post-occlusion recovery was
recorded for 680 sec.

Perfusion was followed by PeriFlux System 5000 LDF
(Perimed AB, Jarfalla, Sweden), expressed in arbitrary
units of perfusion (PU’s), using a red light with 780
nm and by OAT, using an Acuity MSOT (Multispectral

Ve
ADF-= Ring finger sensor

LDF - forearm sensor

Experimental

A hiperemia reactiva pés-oclusiva (PORH) foi usada
como challenge. Para isso, uma manga de pressao foi
aplicada na regidao de um dos bracos dos voluntarios
antes da aplicacao das sondas de LDF e OAT. Os
participantes foram colocados em condicdes de
repouso até estabilizacdo da frequéncia cardiaca e
da temperatura no ambiente laboratorial. A sonda
OAT foi posicionada na regido ventral do antebraco,
conforme previamente descrito (15). Duas sondas
LDF foram colocadas igualmente no mesmo membro
- uma préxima a sonda OAT e a outra fixada na face
ventral do terceiro dedo do mesmo lado (Figura 1).
A manobra PORH foi registada simultaneamente
em modo continuo nas tecnologias OAT e LDF ao
longo de quatro estdgios diferentes, linha de base
em repouso, insuflacdo do manguito até 200 mmHg,
oclusao e recuperacdo. A linha de base foi registada
por 1 min; a insuflacdo do manga até 200 mmHg foi
realizada em 20 segundos; a oclusao foi mantida a
200 mmHg por 1 min e a recuperagdo pés-oclusao foi
registada por 680 seg.

A perfusao foi registada por LDF e por OAT. O
sinal de LDF (PeriFlux System 5000, Perimed AB,
Jarfalla, Suécia), expresso em unidades arbitrarias
de perfusao (PU's), utiliza uma luz vermelha com
780 nm. A perfusao por OAT utilizou um sistema de

OAT - forearm probe

Figure 1 - LDF sensors and OAT probe setting prior to the PORH maneuverer. Two LDF sensors were placed
at the volunteer’s ring finger (digit 4) fingertip and in the anterior middle - forearm. The OAT probe was
stabilized proximal to the LDF anterior forearm sensor, fixed to a hinged support. The PORH manoeuvre
was performed in the same arm where the LDF sensors and OAT probe were placed.

Figura 1 - Posicao dos sensores LDF e da sonda OAT antes da manobra PORH. Um dos sensores LDF foi
colocado na ponta do dedo anelar (digito 4) do voluntario e outra na regidao anterior do antebraco médio.
A sonda OAT foi colocada proxima ao sensor LDF do antebraco, fixada a um suporte articulado. A manobra
PORH foi realizada no mesmo braco onde foram colocados os sensores LDF e a sonda OAT.



Optoacoustic Tomography) imaging system (iThera
Medical GmbH, Munich, Germany). The OAT system,
which produces laser excitation pulses of 9 ns at
wavelengths from 680 nm to 980 nm, acquired
HbO, and Hb chromophore spectra simultaneously
for wavelengths ranging from 680 nm to 980 nm,
projected as 3D images with a resolution depth of 1.5
cm?. Data reconstruction followed the manufacture
protocol algorithms (viewMSOT 4.0) after ROl analysis
of Hb and HbO,, allowing the calculation of total
hemoglobin (HbT) and mean O, saturation (MSOT
SO,).

Data analysis

All graphical layouts were plot on GraphPad Prism
9.2.0 (283) MachinelD: 0861F12DB8D10. Correlation
analysis using Spearman’s two-tailed test were
applied to all variables.

Results and Discussion

Exploratory tests such as the supra-systolic post-
occlusive reactive hyperemia have been developed
to assess local adaptive mechanisms to acute
perfusion changes (17). Several proposed markers
for microvascular disease (MVD) are related with
the reactive perfusion response, however a wide
variety of experimental conditions have been
impaired proper data translation, limiting their utility
(10,12,18). Nevertheless, mechanisms involved in
microcirculatory adaptation to occlusion of a major
vessel remains largely unknown. Recent results fail
to support local reflex mechanisms (19,20) opening
further research questions requiring interpretation.

Regarding assessment technologies, LDF provides
information on blood perfusion velocity and volume
at a relatively superficial depth (21,22). Considering
the particular structure of skin microcirculation, we
accept that LDF can access only a limited number
of vessels and blood (13). Nevertheless, LDF has
been extensively used as a gold standard to non-
invasively monitor and evaluate local perfusion (23).
Modern technologies such as OAT, with higher spatial
and temporal resolutions, provide information on
hemoglobin oxygenation (24-26). Spectroscopic
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imagem Acuity MSOT (Multispectral Optoacoustic
Tomography; iThera Medical GmbH, Munique,
Alemanha). O sistema OAT, produz pulsos de excitacao
de laser de 9 ns em comprimentos de onda de 680
nm a 980 nm, que permite adquirir os espectros
cromoforos da hemoglobina oxigenada (HbO,) e da
hemoglobina desoxigenada (Hb) simultaneamente,
projetados como imagens 3D com profundidade de
resolucao de 1,5 cm?3. A reconstrucao dos dados OAT
seguiu os protocolos do fabricante (viewMSQOT 4.0)
apos a analise de ROI para Hb e HbO, permitindo o
célculo de hemoglobina total (HbT) e da saturacao
média de O, (MSOT SO,).

Andlise de dados

Todos os gréficos foram tratados pelo GraphPad Prism
9.2.0 (283) MachinelD: 0861F12DB8D10. A andlise de
correlacdo usando o teste bicaudal de Spearman foi
aplicada a todas as variaveis.

Resultados e discussao

Testes exploratérios como a hiperémia reactiva
pos-oclusiva supra-sistolica, foram desenvolvidos
para avaliar os mecanismos adaptativos locais
as alteracbes agudas de perfusdao (17). Varios
marcadores propostos para doenca microvascular
(MVD) estao relacionados com a resposta reactiva
a perfusdo, porém uma ampla variedade de
condicdes experimentais tem prejudicado a traducao
adequada dos dados, limitando a sua aplicavilidade
(10,12,18). Contudo, os mecanismos envolvidos na
adaptacdo microcirculatéria a oclusdao de um grande
vaso permanecem amplamente desconhecidos.
Resultados recentes parecem contraiar a ideia de
envolverem mecanismos reflexos locais (19,20)
abrindo outras direccbes de investigacdo que
requerem melhor interpretacao.

No que respeita as tecnologias de avaliacao, o
LDF fornece informacbes sobre a velocidade e o
volume da perfusdo sanguinea numa profundidade
relativamente superficial (21,22). Considerando
a estrutura particular da microcirculacao da pele,
aceitamos que o LDF possa aceder a um numero
limitado de vasos (13). No entanto, o LDF tem
sido amplamente utilizado como referencia
para monitorar e avaliar de forma nao invasiva a
perfusdo local (23). Tecnologias modernas como
o OAT, com maior resolucdao espacial e temporal,
fornecem informacdes sobre a oxigenacdo da
hemoglobina (24-26). Tecnologias espectroscépicas
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and tomographic technologies have been applied to
study the impact of PORH in skin microvasculature
(27-30) but synchronization limitations related
to peak recovery time persists (30). We have
recently highlighted that microcirculatory HbO2
adjustment following PORH involves both micro
and macrocirculation distributed at different tissue
depths (23). Such reaction can only follow a centrally
mediated response rather than a local reflex (4).

In the present study we explore the analytical
performance of LDF and OAT under the same PORH
experimental conditions (Figure 1 and Figure 2).
Signals collected simultaneously with both systems
were synchronized after data collection from all
participants (Figure 3 and Figure 4).

The present experimental conditions allowed us to
obtain the same perfusion profile with LDF at the
volar forearm and at the fingertip with the latter
being more prominent (Figure 3A). This effect is
possible due to the dense microcirculation network
present at the skin of the fingertip, compared with
the forearm. This allows higher Doppler effect on
single-point measurements, compared at the same

Baseline
Surface of the skin

X Axis

Occlusion

e tomograficas tém sido aplicadas para estudar
o impacto da PORH na microvasculatura da pele
(27-30), mas persistem limitacdes de sincronizacao
relacionadas com o tempo de recuperacao maximo
(30). Recentemente salientamos que o ajuste da HbO,
microcirculatéria apés a PORH envolve tanto a micro
quanto a macrocirculagao distribuida em diferentes
profundidades teciduais (23). Essa reacao s6 pode
seguir uma resposta mediada centralmente, em vez
de um reflexo local (4).

No presente estudo, exploramos o desempenho
analitico do LDF e da OAT sujeitas as mesmas
condicdes experimentais PORH (Figura 1 e Figura 2).
Os sinais coletados simultaneamente com ambos os
sistemas foram sincronizados apds a coleta de dados
de todos os participantes (Figura 3 e Figura 4).

Nestas condicdes obtivémos o mesmo perfil de
perfusdo LDF na parte ventral do antebraco e na
pontado dedo, apesar desta ultima mais proeminente
(Figura 3A). Tal poderd dever-se a densa rede de
microcirculatéria da ponta do dedo, em comparacao
com o antebraco, permitindo um maior efeito Doppler
em medicdes de ponto Unico, em comparacao com

Recovery

15t Plexus
;{e]ll 2nd Plexus

—

Z Axis

Figure 2 - Representative OAT frames for data acquisition during the PORH protocol. The PORH maneuver
involved three phases A) Baseline (60 sec); B) Occlusion at 200 mmHg (60 sec) with a brachial cuff; C) Post
occlusive recovery (580 sec). Perfusion was recorded continuously. Videos of the skin microvasculature
(axis XZ) show the impact of the challenger at the superficial plexus (1.5 mm deep) and at the deeper skin
plexus (3.0 mm deep). The red colour represents the HbO, chromophore. /

Figura 2-Imagensrepresentativas obtidas através deOAT durante a manobra de PORH. A manobra PORH
envolveu trésfases: A) Linha de base (60 seg.); B) Oclusao a 200 mmHg (60 seg.) com manguito braquial; C)
Recuperacao pés-oclusiva (580 seq.). A perfusao foi registada continuamente. Videos da microvasculatura
da pele (eixo XZ) mostram o impacto da PORH no plexo superficial (1,5 mm de profundidade) e no plexo
cutaneo mais profundo (3,0 mm de profundidade). A cor vermelha representa o croméforo HbO,,.



skin depth with the volar forearm (31-33). In fact, at
the volar forearm skin, vascular structures are wider
and the space between plexus longer, while they are
much closer to each other at the fingertip (32).

The PORH protocolinvolved arapid reduction of tissue
perfusion with the cuff occlusion (never reaching
“zero”), followed by a rapid increase of perfusion of
HbO, after the cuff deflation, reaching baseline values
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a mesma profundidade da pele na regido ventral do
antebraco (31-33). De facto, na pele da regiao ventral
do antebraco, as estruturas vasculares sao mais largas
e 0 espaco entre os plexos maior, enquanto na ponta
dos dedos estdao muito mais proximas umas das
outras (32).

O protocolo PORH envolveu uma rapida reducao
da perfusdo tecidual com a oclusdo provocada pelo
manga insuflada (nunca atingindo “zero”), seguida
de um rapido aumento da perfusdo de HbO, apos
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during recovery. OAT offers much different spatial and
temporal resolutions compared to LDF in a volume of
1.5 mm? (34). Therefore, through OAT we were able
to identify both the superficial and the deeper skin
plexus. Additionally, we can show that occlusion
progressively provokes a HbO, perfusion decrease at
the superficial plexus and an increase of HbO, at the
deeper plexus, explained by blood transfer between
plexus recently described (23,25).

a desinsuflacdo, atingindo valores basais durante
a recuperacao. O OAT oferece resolugdes espaciais
e temporais muito diferentes em comparacao com
o LDF num volume de 1,5 mm? (34). Portanto, por
meio do OAT conseguimos identificar tanto o plexo
cutaneo superficial, quanto o plexo cutaneo mais
profundo. Adicionalmente, podemos mostrar que a
oclusdo provoca progressivamente uma diminuicao
da perfusao de HbO, no plexo superficial e um
aumento da HbO, no plexo mais profundo, explicada
pela transferéncia sanguinea entre estes plexos
descrita recentemente (23,25).
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Figure 4 - HbT and mSO, calculated by OAT during a PORH maneuver.
Figura 4 - HbT e mS0, calculados pelo OAT durante uma manobra de PORH.
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The cuff deflation allowed recovery of HbO,, with
restoration to baseline levels after 580 seconds.
As perceived, the occlusion is taking place in the
arm (brachial artery) and measurements are being
obtained at the skin volar forearm and fingertip. Thus
these responses are not local but rather mediated by
a central / medullar reflex (4).

LDF and OAT technologies differ in terms of spatial
resolution, tissue penetration depth, interaction
betweenthelightandthetissueandasaconsequence,
in the nature of the provided variables. Nevertheless,
our correlation analysis found significant positive
correlations between LDF signals registered in the
fingertip and in the volar forearm, and between the
fingertip LDF signal and the OAT superficial plexus
signal.

In conclusion, this exploratory study confirms that
both technologies have utility in measuring local as
distal effects of forced circulatory changes, although
much greater detail is available using OAT.
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A desinsuflacdo do manguito permitiu a recuperacao
da HbO,, com retorno aos niveis basais apdés 580
segundos. Conforme descrito, a oclusao teve lugar no
braco (artéria braquial) e as medidas foram obtidas
na face volar do antebraco e na ponta do dedo. Estas
respostas nao sao locais, mas sim mediadas por um
reflexo central/medular (4).

As tecnologias LDF e OAT diferem em termos de
resolucdo espacial, profundidade de penetracao
no tecido, interacdo entre a luz e o tecido e,
conseqilientemente, na natureza das varidveis
fornecidas. No entanto, nossa andlise de correlacao
encontrou correlacdes positivas significativas entre
os sinais LDF registados na ponta do dedo e na parte
ventral do antebraco, e entre o sinal LDF da ponta do
dedo e o sinal do plexo superficial no OAT.

Em conclusdo, este estudo exploratério confirmou
que ambas as tecnologias sao Uteis na medicao dos
efeitos locais e distais das alteracdes circulatérias
forcadas, embora muito mais detalhes estejam
disponiveis através do OAT.
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