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Abstract

Ice cooling exposure (ICE) is an interesting, but little explored, technique used to
examine human peripheral microcirculatory adaptive mechanisms. In this study,
we compare in vivo perfusion changes assessed by laser Doppler flowmetry (LDF)
during post-occlusive reactive hyperemia (POHR) and ICE procedures. Eleven healthy
women, 29.3+7.3 years old, were selected and sequentially submitted to PORH and
ICE procedures in one randomly selected upper limb. Blood perfusion and skin
temperature were continuously measured in both hands during baseline (phase 1)
challenge (phase Il) and recovery (phase lll). Procedures respected all clinical research
principles and were previously submitted to the institutional ethics committee.

PORH and ICE evoked significant decreases in skin perfusion in phase Il followed
by reperfusion in the intervention limb, although with different velocities. Similar
significant responses were obtained in the contralateral limbs. Correlation among
variables could not be found, except between LDF and temperature signals across
phases. Results suggest that ICE is better tolerated than POHR when used with the same
objective. More studies are needed to confirm if reflexes elicited by these approaches
are equivalent and equally suitable for application in vascular medicine.

Resumo

O arrefecimento por exposicao pelo gelo (AEG) é uma técnica interessante embora
pouco explorada para examinar os mecanismos adaptativos da microcirculacdo
periférica humana. Neste estudo, comparamos as alteracdes de perfusdo in vivo
avaliadas por fluxometria laser Doppler (LDF) envolvendo a hiperemia reactiva pés-
oclusdo (HRPO) e o AEG. Onze mulheres saudaveis, com 29,3+7,3 anos de idade, foram
selecionadas e submetidas sequencialmente aos procedimentos de HRPO e AEG num
membro superior selecionado aleatoriamente. A perfusdo sanguinea e a temperatura
da pele foram medidas continuamente em ambas as méos durante a linha de base
(fase 1), no desafio (fase Il) e na recuperacdo (fase lll). Os procedimentos respeitaram
todos os principios de investigacao clinica e foram previamente submetidos ao comité
de ética institucional. AHRPO e o AEG evocaram diminuicdes significativas na perfusao
da pele na fase ll, seguidas de reperfusdo no membro intervencionado, embora com
velocidades diferentes. Respostas significativas semelhantes foram obtidas nos
membros contralaterais. Nao foi possivel encontrar correlacdo entre as varidveis,
exceto entre os sinais de LDF e temperatura ao longo das fases. Os resultados sugerem
que o ICE é melhor tolerado do que o POHR quando utilizado com o mesmo objetivo.
Sao necessérios mais estudos para confirmar se os reflexos provocados por estas
abordagens sdo equivalentes e igualmente adequados para exploragdo em medicina
vascular.
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Introduction

Vascular disease frequently involves microvascular
function impairment, affecting muscular and
endothelial functions, including endothelium-
dependent processes such as vasodilation
and microvascular remodeling (1). Hence, the
characterization of microcirculatory physiology in
vivo and its adaptive capacities regarding controlled
challenges can add valuable knowledge regarding
the pathophysiological mechanisms involved (2).

Skin microcirculation has been explored as a suitable
model to study microvascular function, considering
its essential roles in thermoregulation and
cardiovascular integration, and it is seen as a practical
and easily accessible model to apply in multiple in
vivo studies (3). The development of various, mostly
optical, non-invasive technologies to quantitatively
assess  microcirculatory-related  variables have
facilitated this option (4). The use of laser Doppler
flowmetry (LDF) has become more popular in recent
years and is currently regarded as the gold standard
for the assessment of human in vivo vascular function.
Challenges involved in its interpretation remain.
Several other sophisticated technologies have also
been developed, but these might still be considered
exploratory (5,6).

In this direction, several methods have been
proposed to study human in vivo microcirculatory
function and vascular adaptive mechanisms in
the presence of a controlled challenger such as
hyperemia, local heating/cooling, or by known
vasoactive agents (2,7). Although the post-occlusive
reactive hyperemia (POHR) became one of the most
referred procedures, its application to clinical practice
and research has been difficult. The mechanisms
involved are still unclear, and the maneuver itself is
not“patient-friendly,”involving significant discomfort,
especially in the presence of peripheral pathology
(8,9). Alternative methods such as skin cooling as a
challenger to promote reactive hyperemia have not
been sufficiently explored (10,11), although it has
been recognized as a more physiological approach.
Furthermore, controlled cooling allows mimicking
of environmental exposure to cold and provides
direct clinical correlations with unique expressions
of vascular impairment such as the Raynaud’s
phenomenon, where cold acts as the main trigger
(12).

Introducao

As doencas vasculares envolvem frequentemente
um comprometimento da funcdao microvascular,
afectando as funcdes muscular e endotelial, incluindo
processos dependentes do endotélio, como a
vasodilatacdo e a remodelacdo microvascular (1).
Assim, a caraterizacao da fisiologia da microcirculacao
in vivo e das suas capacidades de adaptacao a desafios
controlados pode acrescentar conhecimentos
valiosos sobre os mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos (2).

A microcirculacdo cutanea tem sido explorada
como um modelo adequado para estudar a funcéo
microvascular tendo em conta o seu papel essencial
na termorregulacdo e na integracao cardiovascular,
sendo vista como um modelo prético e facilmente
acessivel para aplicacdo em multiplos estudos in
vivo (3). O desenvolvimento de varias tecnologias
nao-invasivas, maioritariamente de base 6ptica, para
avaliar quantitativamente as varidveis relacionadas
com a microcirculacdo, facilitou esta opcao (4). A
utilizacdo da fluxometria por laser Doppler (LDF)
tornou-se mais popular nos Ultimos anos e é
atualmente considerada como o padrdo de ouro
para a avaliacdo da fungdo vascular humana in vivo.
A sua interpretacdo continua a ser um desafio. Foram
também desenvolvidas vdrias outras tecnologias
sofisticadas, mas estas podem ainda ser consideradas
exploratdrias (5,6).

Neste sentido, foram propostos varios métodos para
estudar a fungdo microcirculatéria humana in vivo e
0s mecanismos de adaptacao vascular na presenca
de um desafio controlado, como a hiperemia,
o aquecimento/arrefecimento local ou agentes
vasoactivos conhecidos (2,7). Embora a hiperemia
reactiva pos-oclusiva (HRPO) se tenha tornado um
dos procedimentos mais referidos, a sua aplicacao a
pratica e investigacao clinicas nao tem sido simples.
Os mecanismos envolvidos ainda ndo sao claros, e
a manobra em si nao é “amigavel” envolvendo por
vezes um desconforto significativo, especialmente
na presenca de patologia periférica (8,9). Métodos
alternativos, como o arrefecimento da pele como
desafiador para promover a hiperemia reativa, ndo
foram suficientemente explorados (10,11), embora
tenham sido reconhecidos como uma abordagem
mais fisiolégica. Além disso, o arrefecimento
controlado permite imitar a exposicao ambiental



To explore these views with a special focus on the
potential interest of cold exposure as a challenger
to look deeper into peripheral vascular physiology,
the present study compares LDF perfusion changes
obtained with POHR and ICE procedures under
standardized conditions in a cohort of healthy
participants. A secondary goal is also to define
optimized protocols for the application of ICE with
this purpose.

Materials and Methods

Eleven healthy women, mean age of 29.3 + 7.3 years
old were selected following general inclusion - non-
inclusion criteria common to this type of study.
The only restriction was not to consume caffeine
or alcohol at least 24 hours before experiments. All
procedures, including an informed written consent,
were developed in conformity with the Declaration
of Helsinki and its subsequent amendments (13).
Measurements were performed by the same
investigator, in a room with controlled temperature
(22 = 1°C), and humidity (40-60%). The experimental
protocol included two sequential procedures - PORH
and ICE - in a randomly chosen order, in a randomly
chosen limb. The contralateral limb was used as
control, and a minimum washout period of 30
minutes between protocols was maintained.

The PORH protocol consisted of phase | - stabilization
(10 minutes), phase Il - challenge with a cuff pressure
(200 mmHg for five minutes), and phase Ill - recovery
after deflation (ten minutes). The ICE respected
the same procedural sequence, where the phase
Il challenge was the contact of the palmar aspect
of one hand with an ice pad, covered by a sheet of
cotton for patient comfort, for ten minutes, followed
by phase Ill recovery after removal of the ice pad.

The LDF signal was obtained using a MOOR system
(MoorVMS-LDF, by Moor Instruments, Devon, UK).
Sensors were placed on the ventral side of the 3rd
finger in each hand, enabling continuous acquisition
(32Hz) of perfusion, measured in arbitrary blood
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ao frio, fornecendo correlagcdes clinicas diretas com
expressdes Unicas de comprometimento vascular,
como o fendmeno de Raynaud, em que o frio actua
como o principal desencadeador (12).

De forma a explorar estas perspectivas, colocando
um enfase especial no potencial interesse da
exposicdo ao frio como desafio para aprofundar a
fisiologia vascular periférica, este estudo compara as
alteracdes de perfusao registadas com LDF obtidas
com os procedimentos HRPO e AEG em condi¢des
padronizadas numa coorte de participantes
saudaveis. Um objetivo secundario inclui definir
protocolos optimizados para a aplicacdo do AEG com
essa finalidade.

Materiais e Métodos

Foram selecionadas 11 mulheres saudaveis, com uma
idade média de 29,3 + 7,3 anos, de acordo com os
critérios gerais de inclusdo e nao inclusdo comuns
a este tipo de estudo. A Unica restricao imposta foi
nao consumir cafeina ou alcool pelo menos 24 horas
antes das experiéncias. Todos os procedimentos,
incluindo o consentimento informado por escrito,
foram aplicados em conformidade com a Declaracao
de Helsinquia e as suas alteracdes posteriores (13). As
medicdes foram realizadas pelo mesmo investigador,
numa sala com temperatura (22 + 1°C) e humidade
(40-60%) controladas. O protocolo experimental
incluiu dois procedimentos sequenciais - HRPO e
AEG em sequencia aleatéria, num membro escolhido
também casualmente (utilizado como controlo o
membro contralateral), com um periodo minimo de
washout entre protocolos de 30 minutos.

O protocolo de HRPO incluiu uma fase | - de
estabilizacdo (10 minutos), fase Il - de desafio com a
manga de pressao (200 mmHg por 5 minutos) e a fase
Il - recuperacdo apds deflacdo (10 minutos). O AEG
respeitou o mesmo faseamento, sendo que o desafio
da fase Il consistiu no contacto da face palmar de
uma mao com uma superficie gelada coberta por um
pano de algoddo, para conforto do doente, durante
10 minutos, sequido da fase Ill - recuperacdo apds
remocdo da superficie de gelo.

O sinal de LDF foi obtido através dum sistema MOOR
(MoorVMS-LDF, da Moor Instruments, Devon, RU). Os
sensores foram colocados na face ventral do terceiro
dedo de cada mao, permitindo a aquisicao continua
(32Hz) da perfusdao, medida em unidades arbitrarias
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perfusion units (BPUs) (14,15,16), along with
continuous acquisition of skin surface temperature.
(Figure 1).

Data was analyzed using Prism 8 software. Normality
was assessed using the Shapiro-Wilk test (2025
GraphPad Software, Microsoft UK). Median values
of LDF, skin temperature, and hemodynamic signals
at the different frequency bands were analyzed
in each phase. The Wilcoxon signed-rank test for
related samples was used for phase comparison,
with a confidence interval of 95%. For comparison
between measures of the three phases, the Kruskal-
Wallis test was used. The coefficient of variability of
LDF and temperature signals was calculated as the
ratio of standard deviation over mean, expressed as
percentage (%). Spearman’s correlation analysis of
LDF values and temperature was performed. For all
tests, a p<0.05 was considered significant.

Results

The PORH greatly reduced the LDF signal amplitude
during cuff insufflation (200 mmHg), followed by
significant hyperemia after cuff deflation (Figure 2- D
and F). The ice-cooling protocol resulted in significant
decreasesin skintemperature and perfusion, followed
by reperfusion after ceasing ice contact (Figure 2 - A
and C). These changes in perfusion were statistically
significant between phases | and Il (p<0.001) and

de perfusao sanguinea (BPUs) (14,15,16), juntamente
com a aquisicao continua da temperatura da
superficie da pele (Figura 1).

Os dados foram analisados com o software Prism
8 (2025 GraphPad Software, Microsoft RU). A
normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Foram analisadas as medianas dos valores de LDF,
temperatura da pele e sinais hemodinamicos nas
diferentes bandas de frequéncia em cada fase. Para
a comparacao entre as fases, foi utilizado o Wilcoxon
signed-rank teste para amostras emparelhadas, com
um intervalo de confianca de 95%. Para comparacao
entre as medidas das trés fases, foi utilizado o teste
de Kruskal-Wallis. O coeficiente de variabilidade
dos sinais de LDF e temperatura foi calculado como
a razdo entre o desvio padrao e a média, expresso
em percentagem (%). Foi efectuada a andlise de
correlacdo de Spearman entre os valores de LDF e a
temperatura. Para todos os testes, foi adoptado um
p<0,05.

Resultados

A HRPO reduziu muito a amplitude do sinal LDF
durante a insuflacdo da manga (200 mmHg) seguida
de uma hiperemia significativa apés a libertacao do
ar (Figura 2 - D e F). O protocolo de arrefecimento
com gelo provocou diminuicdes significativas da
temperatura e da perfusdao da pele, sequidas de
reperfusao apds cessacao do contacto com o gelo
(Figura 2 - A e (). Essas alteracbes de perfusao
mostraram ser estatisticamente significativas entre as

Figure 1 - Experimental set up for ICE in vivo data acquisition.
Figura 1 - Instalacao experimental para aquisicao de dados AGE in vivo.



phases Il and Il (p<0.001) in both protocols. There
was a significant statistical difference (p<0.001)
between the measures from the three phases in both
ipsilateral and contralateral limbs. Similar responses
were observed in the contralateral limb during both
protocols but with lower amplitudes (Figure 2-B, C, E,
and F), except for perfusion measures between phases
Il and Il of the PORH protocol. The median values of
laser Doppler flowmetry and skin temperature during
both protocols are presented in Table 1. There was no
correlation in perfusion during phase Il or phase llI
between both protocols, except for LDF values during
phase Il in the ipsilateral arm (Table 2). The variability
of LDF measures during phase Il with the ICE was
lower (ipsilateral:18.03%; contralateral: 18.93%),
compared to PORH (ipsilateral: 62.9%; contralateral:

Ice cooling as a functional challenger
O arrefecimento pelo gelo como um desafio funcional

fases | e Il (p<0,001) e entre as fases Il e Ill (p<0,001)
em ambos os protocolos. Houve diferenca estatistica
significativa (p<0,001) entre as medidas das trés fases,
tanto no membro ipsilateral quanto no contralateral.
No membro contralateral foram observadas
respostas semelhantes em ambos os protocolos,
porém com amplitudes menores (Figura2 - B, C, E e
F), com excecao das medidas de perfusao entre as
fases Il e lll do protocolo HRPO. Os valores medianos
fluxometria de laser Doppler e da temperatura da
pele durante os dois protocolos sdo apresentados na
Tabela 1. Nao houve correlacdo na perfusao durante
a fase Il ou fase lll entre os dois protocolos, exceto
para os valores de LDF durante a fase Il no braco
ipsilateral (Tabela 2). A variabilidade das medidas de
LDF durante a fase Il com o AEG foi menor (ipsilateral:
18,03%; contralateral: 18,93%), quando comparada
com a HRPO (ipsilateral: 62,9%; contralateral: 29,2%).
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Figure 2 - LDF perfusion and temperature changes in ipsilateral (blue) and contralateral (orange) limbs
during application of ice-cooling (A - LDF measures in the ipsilateral limb, B — LDF measurements in the
contralateral limb, C — temperature measurements in ipsilateral and contralateral limbs) and post-occlusive
reactive hyperemia (D - LDF measurements in theipsilateral limb, E - LDF measurements in the contralateral
limb, F - temperature measurements in the ipsilateral and contralateral limbs) protocols.

Figura 2 - Alteracbes da perfusdo e da temperatura do LDF nos membros ipsilateral (azul) e contralateral
(laranja) durante a aplicacao do arrefecimento por gelo (A - medidas do LDF no membro ipsilateral,
B - medidas do LDF no membro contralateral, C - medidas de temperatura nos membros ipsilateral e
contralateral) e hiperemia reactiva pés-oclusiva (D - medidas de LDF no membro ipsilateral, E - medidas de
LDF no membro contralateral, F - medidas de temperatura nos membros ipsilateral e contralateral).
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Table 1 - Laser doppler flowmetry and skin temperature data during ICE and PORH execution protocols

(n=11) *

Tabela 1 - Dados de fluxometria doppler a laser e temperatura da pele durante os protocolos de execucao

AEG e HRPO (n=11) *

ICE Protocol / AEG Protocolo PORH Protocol / HRPO Protocolo
Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
LDF Temp. LDF Temp. LDF Temp. LDF Temp.
(BPU) (°C) (BPU) (°Q) (BPU) (°C) (BPU) (°Q)
phase |/ 50.1 25.8 74.0 26.1 58.2 24.4 64.9 25.0
fase | (23.3; (24.3; (30.7; (24.6; (20.1; (24.2; (31.5; (24.9;
72.1) 26.1) 103.0) 26.3) 84.0) 25.1) 83.3) 25.7)
phase Il / 43.8 214 52.7 25.0 6.6 24.0 51.2 24.7
fase ll (30.2; (20.2; (28,9; (24.0; (3.4 (23.4; (21.2; (24.6;
88.2) 25.0) 97.2) 26.7) 43.0) 24.4) 76.7) 25.5)
phase Ill / 393 21.6 59.5 24.5 74.1 243 54.6 24.6
fase lll (6.1; (17.0; (14.9; (21.6; (21.2; (23.6; (20.5; (24.4;
69.6) 35.3) 85.5) 24.6) 158.4) 25.3) 80.0) 25.2)

*Values expressed as medians (minimum; maximum) / *Valores expressos como medianas (minimo; maximo)

Table 2 - Spearman’s correlation between LDF values and temperature during phases Il and lll in ipsilateral

and contralateral arms.

Tabela 2 - Correlacdo de Spearman entre os valores de LDF e a temperatura durante as fases Il e lll nos

bracos ipsilateral e contralateral.

IPSILATERAL CONTRALATERAL
ICE vs PORH / AEG vs HRPO | phase Il /fase Il | phase il /fasemn | Phase!l/ phase it/
fase ll fase lll

Spearman’s correlation
coefficient (rs) /
Coeficiente de correlagao de 0.563 0.053 0.078 0.015
Spearman (rs)

[0)
95% Confidence Interval / 0.469t00.645 | -0.074t00.179 | -0.104t00.256 | -0.143t00.112
Intervalo de confianca de 95%
p-value / valor-p <0.001 0.4 0.384 0.806

29.2%). For temperature measures, the coefficient
of variability was equally lower with both protocols
(ICE - ipsilateral: 6.1%, contralateral: 1.9%; PORH -
ipsilateral: 1.1%, contralateral: 0.5%).

A significant correlation between LDF and
temperature signals across phases and limbs was
observed (POHR: Spearman’s correlation coefficient
(rs) = 0.633 (p < 0.001); cold challenge: rs = 0.820
(p<0.001)).

The minimal duration of ice contact necessary for a
significant difference in temperature and perfusion
measures between the baseline (phase I) and the
challenge (phase Il) across limbs was calculated and
set at 3 minutes (Wilcoxon test, p<0.01) (Figure 3).

Para as medidas de temperatura, o coeficiente de
variabilidade foi igualmente menor com ambos os
protocolos (AEG - ipsilateral: 6,1%, contralateral: 1,9%;
HRPO - ipsilateral: 1,1%, contralateral: 0,5%).

Observdamos uma correlacao significativa entre
os sinais de LDF e de temperatura entre as fases e
os membros (HRPO: coeficiente de correlacdo de
Spearman (rs) = 0,633 (p < 0,001); AEG: rs = 0,820 (p
< 0,001)).

A duracdo minima de contacto com o gelo necessaria
para uma diferenca significativa nas medidas de
temperatura e perfusao entre a linha de base (fase l) e
o desafio (fase Il) em todos os membros foi calculada
e fixada em 3 minutos (teste de Wilcoxon, p < 0,01)
(Figura 3).



Discussion

PORH is believed to result from the transitory ischemia
producedbythe cuffocclusion.Therefore,adecreasein
the vasodilation following the cuff deflation has been
associated with local microcirculatory impairment
(17-20). However, our research consistently showed
that this hyperemia could also be observable and
measurable in the contralateral non-challenged limb,
not depending on ischemia. As illustrative examples,
these were detected with a short-duration light-
intensity massage (21) as with the venoarteriolar
reflex (22) in the lower and in upper limbs (23). These
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Discussao

Em geral, o mecanismo que explicaa HRPO continua a
ser muito associado a isquémia transitéria produzida
pela oclusdao conseguida com a manga de pressao.
Por essa razao, a diminuicdao da intensa resposta
vasodilatadora que deve seguir-se a deflacdao da
manga tem sido associada ao comprometimento
da microcirculacdao local (17-20). No entanto, a
nossa investigacdo mostrou consistentemente
que esta hiperemia também pode ser observavel e
mensuravel no membro contralateral ndo desafiado,
nao dependendo portanto da isquémia. Como
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Figure 3 - Differences in perfusion and temperature measurements between the baseline (phase I) and the
challenge (phase ) across limbs (Wilcoxon test, p<0.01) during application of ice-cooling.

Figura 3 - Diferencas nas medidas de perfusdo e temperatura entre a linha de base (fase I) e o desafio (fase
Il) nos membros (teste de Wilcoxon, p<0,01) durante a aplicacdo do arrefecimento por gelo.
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observations lead us to conclude that we were not
observing a local response, but rather at a centrally
mediated complex response with multiple sensors
and effectors needing further clarification (24).

Our approach indicates that ICE results in a similar
phenomenon where aninitial vasoconstriction, locally
induced by contact with the ice pad, is sustained by a
vasoconstrictor (autonomic) outflow also seen in the
contralateral hand which persists until the challenge
stops. A reperfusion period takes place at this stage as
observed with other challengers, including PORH. It
has been accepted that reactive hyperemia indicates
the reperfusion response to a brief period of ischemia
induced by arterial occlusion (25,26). However, our
data contradicts this view since (a) ischemia cannot
be present when a 0 perfusion is not achieved
and (b) as shown, the ice-related vasoconstriction
and reperfusion observed after ICE also cannot be
related with ischemia. Both phases (phases Il and
Il) of these two procedures seem to lead to similar
results. However, the mechanisms involved in the
hypoperfusion and in the reperfusion and recovery
phases with PORH and ICE have different timings,
suggesting they are different, and no significant
perfusion correlations could be found between the
two procedures.

ICE has been reported to involve less discomfort and
be better tolerated than PORH (26), and local cooling
has been reported with better reproducibility than
PORH (9). The variability of LDF measurements was
reduced in the ICE protocol compared with the PORH,
which might result from fewer (signal) artifacts of
movement, including the lack of cuff manipulation
as participant movement, improving assay reliability.
The significant correlation between LDF and skin
temperature signals across phases and limbs (POHR
rs :0.633 (p < 0.001); ICE rs: 0.820 (p<0.001)) confirms
the close relationship between skin circulation and
skin temperature.

We also determined that 3 minutes is the proper time
to achieve a significant difference from baseline LDF
and temperature measurements. The reproducibility
of skin microvascular reactivity during fast cooling
was tested before with a custom-designed cooling
LDF probe applied for 5 and 30 minutes (27). The
authors obtained good reproducibility at 5 minutes,
with reduced variability at 15°C, compared to 24°C.
However, the long-term reproducibility (repeated

exemplos ilustrativos, esta resposta foi detectada nos
membros inferiores e superiores com a massagem
de curta duracao e de intensidade ligeira (21) e com
o reflexo venoarteriolar (22,23). Estas observacoes
levaram-nos a concluir que ndo estdvamos a observar
uma resposta local, mas sim uma resposta complexa
mediada centralmente com multiplos sensores e
efectores que necessitam de ser melhor esclarecidos
(24).

A nossa abordagem indica que o AEG resulta num
fendmeno semelhante, em que uma vasoconstricao
inicial, induzida localmente pela exposicdo ao gelo, é
sustentada por um fluxo vasoconstritor (autonémico)
também observado na méo contralateral, que persiste
até ao fim do desafio. Nesta fase, ocorre um periodo
de reperfusao, tal como observado noutros desafios,
incluindo a HRPO. Tem sido aceite que a hiperemia
reactiva indica a resposta de reperfusdao a um breve
periodo de isquemia induzida por oclusdo arterial
(25,26). No entanto, os nossos dados contradizem
este ponto de vista, uma vez que (a) a isquémia ndo
pode estar presente quando ndo é atingida uma
perfusdo 0 e (b) como demonstrado, a vasoconstricdo
e a reperfusdao relacionadas com o gelo também
nao podem ser relacionada com a isquemia.
Ambasasfases(fasesllelll)deambososprocedimentos
parecem conduzir a resultados semelhantes. No
entanto, os mecanismos envolvidos na hipoperfusao
e nas fases de reperfusédo e recuperacdo com a HRPO
e o AEG tém tempos distintos, sugerindo que sao
diferentes, uma vez que ndo foram encontradas
correlacdes significativas de perfusdo entre os dois
procedimentos.

Foi relatado que o AEG envolve menos desconforto e
€ mais bem tolerado do que a HRPO (26), e relatado
que o arrefecimento local pode apresentar melhor
reprodutibilidade do que a HRPO (9). A variabilidade
nas medicdes de LDF foi reduzida no protocolo AEG
em compara¢ao com a HRPO o que pode resultar de
menos artefactos de movimento (sinal), incluindo
a auséncia de manipulacao da bracadeira como
movimento do participante. A correlacao significativa
entre os sinais de LDF e de temperatura da pele em
todas as fases e membros (HRPO rs :0,633 (p < 0,001);
AGE rs: 0,820 (p<0,001)) confirma a estreita relacdo
entre a circulacao e a temperatura da pele.

Também observamos que bastam 3 minutos para
obter uma diferenca significativa em relacdao as
medicées de LDF e de temperatura em repouso.
A reprodutibilidade da reatividade microvascular
da pele durante o arrefecimento rapido foi testada
anteriormente com uma sonda LDF de arrefecimento
personalizada aplicada durante 5 e 30 minutos (27).



protocol after 1 week) was better with the 30-minute
protocol. This could be due to early vasodilation
associated with the fast cooling (the rate of cooling
in this study was -16°C/min), described by Yamazaki
et. al, as being dependent on the rate and extent
of cooling (28). Although we could not control the
cooling rate in our study, the minimal temperature
achieved during the cooling challenge was 17°C,
from a baseline temperature of 24°C (decrease of
-7°C/10 minutes). Furthermore, this phenomenon is
described to be more frequent with full immersion in
cold water.

The ice cooling challenge shows an important
potential to be applied in the study of mechanisms
underlying vascular disease, namely in the Raynaud’s
phenomenon (RP) (1). To assess functional vascular
function in RP, infrared thermography is often used.
This non-invasive technique measures surface
temperature as a surrogate of blood flow. Usually,
the temperature challenge is incorporated in the
evaluation protocol, commonly with full immersion
of proper gloved hands in cold water (15°-20°C) for
1 minute (29). An advantage of our ICE procedure
is that temperature and blood perfusion can be
measured simultaneously during the dynamic test in
both hands, limiting analysis bias and being less time-
consuming, especially given the good correlation
between blood flux and temperature obtained in our
study, contrary to the results of others (30).

The limitations of the study include the small number
of participants and the lack of control of general
hemodynamics during the protocols, despite the fact
that the study population consisted only of healthy
young people. However, this is one of the few studies
that explores the application of ice as a challenge
to study cardiovascular adaptive mechanisms. The
results, although exploratory, are compelling enough
to justify continuing research in this direction.

Ice cooling as a functional challenger
O arrefecimento pelo gelo como um desafio funcional

Os autores obtiveram uma boa reprodutibilidade
aos 5 minutos, com uma variabilidade reduzida
a 15°C, em comparacao com 24°C. No entanto, a
reprodutibilidade a longo prazo (protocolo repetido
apds 1 semana) foi melhor com o protocolo de
30 minutos. Admite-se que tal possa dever-se a
vasodilatacdo precoce associada ao resfriamento
rapido (a taxa de resfriamento neste estudo foi de
-16°C/min), descrita por Yamazaki et. al, como sendo
dependente da taxa e extensdo do arrefecimento
(28). Embora ndao tenhamos podido controlar a taxa
de arrefecimento no nosso estudo, a temperatura
minima atingida durante o desafio de arrefecimento
foi de 17°C, a partir de uma temperatura de base de
24°C (diminuicéo de -7°C/10 minutos). Além disso,
este fendmeno é descrito como sendo mais frequente
com a imersao total em agua fria.

O arrefecimento pelo gelo apresenta um importante
potencial de aplicacdo no estudo dos mecanismos
subjacentes a doenca vascular, nomeadamente no
fendmeno de Raynaud (FR) (1). Para avaliar a funcéo
vascular funcional no FR, é frequentemente utilizada
a termografia de infravermelhos. Esta técnica nao-
invasiva mede a temperatura da superficie como
um substituto do fluxo sanguineo. Normalmente, o
desafio datemperaturaéincorporado no protocolode
avaliacao, geralmente com a imersao total das méaos
com luvas adequadas em agua fria (15°-20°C) durante
1 minuto (29). Uma vantagem do nosso procedimento
de AEG é que a temperatura e a perfusdo sanguinea
podem ser medidas ao mesmo tempo durante o
teste dinamico em ambas as maos, limitando o viés
de andlise com a vantagem de ser menos demorado,
especialmente dada a boa correlagdo entre o fluxo
sanguineo e a temperatura obtida neste estudo, ao
contrario de outros (30).

Como limitagbes do estudo devemos apontar o
pequeno numero de participantes, e a falta de
controle da hemodinamica geral durante o desenrolar
dos protocolos, apesar de se a populagao estudada
envolver apenas jovens saudaveis. No entanto, este é
um dos poucos estudos que explora a aplicagao do
gelo como um desafio para estudar os mecanismos
adaptativos cardiovasculares. Os resultados, ainda
que exploratérios, sao apelativos para justificar a
continuacao desta direcao de investigacgao.
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Conclusion

ICE proved to be an effective method to elicit
guantitatable vascular adaptive changes, potentially
advantageous to be applied in vascular research as an
alternative to the cuff-induced POHR. ICE also seems
to be interesting to explore Raynaud’s phenomenon,
in consideration of the full cold water immersion used
as the current standard.
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Conclusao
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fria utilizada como padrao.
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