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Abstract

Blood flow in the lower extremities varies considerably due to changes in pressure from muscle contraction as
occurs with calf muscle pump activity. The dorsiflexion is associated with functional walking performance, and its
relation with microcirculation of lower limbs has not yet been addressed. In this study we explore the impact of
dorsiflexion in the lower limb microcirculation with non-invasive technologies, as near as possible to the normal
physiological state. Six (31 + 9 years) healthy subjects were enrolled in this study after informed written consent.
The experimental protocol consisted of 5 minutes standing, 1 minute of dorsiflexor muscle group contraction,
and 5 minutes recovery in the initial position. Microcirculation was evaluated by photoplethysmography (PPG)
and laser Doppler flowmetry (LDF). Pulse rate (PR) was obtained from PPG. Nonparametric statistics were used
for phase comparisons. Dorsiflexion significantly modified the local perfusion, with PPG registering a decrease
(p=0.028) while LDF registered an increase (p=0.028). PR did not change during the procedure. Foot dorsiflexion
seems to cause different responses in the skin microvascular networks which might be attributed to the different
measuring depths of the techniques employed, justifying further studies.
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Resumo

O fluxo sanguineo nas extremidades inferiores varia consideravelmente devido a mudancas de pressdo causadas
pela contragdo muscular, por exemplo da bomba muscular da regido posterior da perna. A flexdo dorsal esta
associada ao desempenho funcional da marcha e a relacdo com a microcirculagdo dos membros inferiores, ainda
nao foi abordada. Neste estudo, exploramos o impacto da flexao dorsal na microcirculagdo do membro inferior com
tecnologias nao invasivas, 0 mais proximo possivel do estado fisiologico normal. Seis sujeitos saudaveis jovens (31
+ 9 anos) participaram neste estudo apds consentimento por escrito. O protocolo experimental consistiu em 5 min
de pé, 1 min de contragdo dos flexores dorsais e 5 minutos de recuperagdo na posi¢ao inicial. A microcirculacao
foi avaliada por fotopletismografia (FPG) e pelo método de fluxometria por laser Doppler (FLD). A frequéncia
de pulso (FP) foi obtida de FPG. Foram utilizadas estatisticas ndo paramétricas para a comparagao entre as fases.
A flexdo dorsal modificou significativamente a perfusdo local com a FPG a registar uma diminuigdo (p = 0,028)
enquanto o FLD registou um aumento significativo (p = 0,028). A FP nao se alterou durante o protocolo. A flexao
dorsal parece causar respostas diferentes nas redes microvasculares da pele, o que pode ser atribuido as diferentes
profundidades de medi¢do das técnicas utilizadas, o que justifica novos estudos.
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Introduction

Laser Doppler flowmetry (LDF) and photoplethismog-
raphy (PPG) have gained relevance as practical tools
to assess microcirculation physiology . These tech-
nologies, based in related biophysical principles, are
simple to use, cause minimal discomfort, and provide
assessments close to the normal local perfusion condi-
tions. Nevertheless, these results should be carefully
interpreted, considering the known difficulties recog-
nized in these pulsatile signals .

We are particularly interested in understanding the in-
fluence of local muscular activity in the microcircula-
tory adaptation to movement, a critical aspect of resto-
ration of walking and a high priority for rehabilitation
in some forms of stroke. The balance of microvascular
dynamics is critical to understand the impact of muscle
activity on the lower limb perfusion, and several studies
have suggested that concentric plantar flexion changes
local blood flow 1. However, changes related with dor-
siflexion activity have not been previously addressed.
Many of our daily life activities take place in the stu-
prightanding position and involve walking B4, At the
lower limbs extremities, calf muscles play a funda-
mental role in local vascular structures due to the ex-
ternal pressure exerted on the vessel walls, and that
includes microcirculation ). When walking, a regular
alternation between contraction of plantarflexors and
dorsiflexors takes place, which is reflected in cycles
of contraction of antagonistic muscles. During dorsi-
flexion, there is a large decrease in the activity of the
plantarflexors, which are considered the main calf mus-
cular pump P31, Additionally, the force required to per-
form plantarflexion is greater than for dorsiflexion, as
it requires the ability to raise a larger weight against
gravity. Weakness of the lower limb is associated with
immobility or stasis, and these have been related to
some cutaneous lesions, muscle pain and intermittent
claudication due to peripheral circulation disease [*7.
The impact of the antagonists of the calf muscle pump
on addition (local) microcirculation remains incom-
pletely defined, especially in the standing position.
In this study we developed a methodology to assess mi-
crocirculation in vivo in the orthostatic position during
the dorsiflexion by PPG and LDF measurements.
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Introducao

A fluxometria por laser Doppler ¢ a fotopletismografia
ganharam relevancia como ferramentas praticas para
avaliar a fisiologia da microcirculagdo !, Estas tecno-
logias, baseadas em principios biofisicos relacionados,
sdo de simples utilizagdo, causando um desconforto
minimo e permitem avaliagdes proximas das condigdes
normais de perfusao local. No entanto, esses resultados
devem ser cuidadosamente interpretados, considerando
as dificuldades reconhecidas nestes sinais pulsaveis 1.
Estamos particularmente interessados em entender a
influéncia da atividade muscular local na adaptagdo
microcirculatéria a0 movimento, um aspeto critico da
recuperacdo da marcha, o que se entende ser de elevada
prioridade para a reabilitagdo, em algumas formas de
AVC. O equilibrio da dindmica microvascular ¢ funda-
mental para entender o impacto da atividade muscular
na perfusdo do membro inferior, e varios estudos su-
gerem que a flexdo plantar concéntrica muda o fluxo
sanguineo local P!. No entanto, alteragdes relacionadas
com a atividade de flexdo dorsal, ndo foram abordadas
anteriormente.

A maioria das atividades da vida diaria ocorre na posi-
¢do de pé e envolve a marcha P4, Na extremidade dos
membros inferiores, os misculos da regido posterior da
perna desempenham um papel fundamental nas estrutu-
ras vasculares locais, devido a pressao externa exercida
sobre as paredes dos vasos, onde se inclui a microcir-
cula¢do Bl Durante a marcha, ocorre uma alternincia
regular entre a flexdo plantar e a contragdo dos flexo-
res dorsais, o que se reflete nos ciclos de contragao dos
musculos antagonistas. Durante a dorsi-flexdo, ha uma
grande diminui¢do na atividade dos flexores plantares
(considerada a principal bomba muscular da perna) -,
Além disso, a for¢a necessaria para realizar a flexdo
plantar é maior do que para a flexao plantar, uma vez
que requer a capacidade de elevar maior peso do corpo
contra a gravidade.

A fraqueza do membro inferior esta associada a imobi-
lidade ou estase e estas estdo relacionadas com algumas
lesdes cutaneas, dor muscular e claudicagdo intermi-
tente, devido a doenga de circulagdo periférica 7. O
impacto gerado pelos antagonistas da principal bomba
muscular da perna na microcirculacdo permanece pou-
co esclarecido, especialmente na posicao de pé.

Neste estudo, desenvolvemos uma metodologia para
avaliar a microcirculagdo in vivo, na posigdo ortostatica
durante a flexdo dorsal, utilizando a FPG ¢ a FLD.



Material and Methods

Six healthy subjects (31 9 years old) of both sexes
(three women and three male) participated in this study
after informed written consent. All procedures fully
complied with the principles of the Helsinki Declara-
tion and following amendments . The experimental
protocol was designed to study the impact of isometric
dorsiflexion in the standing position. After stabilizing
for 10 minutes sitting up straight, subjects stood 5 min-
utes with both feet parallel to each other and hands on
a table for postural support (Phase I). They were then
asked to maintain an active isometric dorsiflexion of
both feet for 1 minute with minimum oscillation (Phase
II) before returning to the standing phase to recovery
for 5 minutes (Phase III). All measurements were taken
under controlled conditions, including room tempera-
ture (25 £+ 1°C) and humidity (40-60%).

Perfusion changes were assessed with two reflexion
PPG sensors (Blood Volume Pulse sensors, PLUX Bi-
osignals, Portugal) connected to a BlTalino Plugged
microprocessor board (PLUX Biosignals, Portugal)
and placed along the medial longitudinal arch of each
foot, approximately 2 cm distal to the first metatarsal-
phalangeal joint and fixed with a double-sided adhesive
strip to minimize probe-tissue movement artifacts. Two
LDF probes (457 small angled, Perimed, Sweden) were
also used, and placed 1 cm proximal from the PPG
probe, fixed with a double-sided adhesive tape (PF 105-
3, Perimed, Sweden). The influence of the ambient light
on the PPG recording was minimized by covering the
sensor with an opaque adhesive tape. Skin temperature
was also registered by the LDF system. PPG and LDF
signals were collected at 100 and 32 Hz sampling rates,
respectively. Skin blood flow was calculated as the
mean waveform amplitude for the PPG signals, and as
the mean amplitude of the LDF signals, both expressed
in arbitrary units (AU). Pulse Rate (PR) was obtained
from the PPG signal and calculated as the number
of waveforms per minute (/min). Blood flow and PR
means were calculated every minute in each phase. Re-
sults were expressed as the calculated mean values for
both feet. The Wilcoxon signed-rank test was used for
phase comparisons, and a p<0.05 value for significance
was adopted.

Microcirculatory adaptation to calf dorsiflexion in human
Adaptag¢ao microcirculatoria a dorsiflexdo do gémeo humano

Material e Métodos

Seis individuos saudaveis (31 £ 9 anos), ambos os gé-
neros (trés mulheres e trés homens) participaram nes-
te estudo apos terem dado conhecimento por escrito.
Todos os procedimentos respeitaram plenamente os
principios da Declarag@o de Helsinky segundo os seus
principios 1. O protocolo experimental foi projetado
para estudar o impacto da flexdo dorsal isométrica na
posicdo de pé. Depois de ambientagdo por 10 minutos
sentados direitos, os sujeitos ficaram na posi¢ao de pé
durante 5 minutos com os pés colocados paralelos en-
tre si, € as maos sobre uma mesa para suporte postural
(fase 1), posteriormente foi solicitado que mantivessem
uma flexdo dorsal isométrica ativa de ambos os pés por
1 minuto com oscilagdo minima (fase II), retornando a
posicdo inicial para recupera¢do por 5 min (fase III).
Todas as medidas foram realizadas num local com tem-
peratura (25 = 1 °© C) e condi¢des de humidade (40-
60%) controladas.

As alteragdes de perfusdo foram avaliadas com dois
sensores de reflexdo FPG (Sensores de pulso de volu-
me de sangue, PLUX Biosignals, Portugal) conectados
a uma placa de microprocessador BlTalino Plugged
(PLUX Biosignals, Portugal) e colocados ao longo do
arco longitudinal medial de cada pé, aproximadamen-
te 2 cm distalmente a primeira articulagdo metatarso-
-falangica, mantidos com uma tira adesiva de dupla
face para minimizar o artefato do movimento da sonda-
-tecido. Foram também utilizadas duas sondas de FLD
(457 pequenos angulos, Perimed, Suécia) colocadas 1
cm proximalmente da sonda FPG e fixadas com uma
fita adesiva de lado duplo (PF 105-3, Perimed, Suécia).
A influéncia da luz ambiente na gravagdo FPG foi mi-
nimizada cobrindo o sensor com uma fita adesiva opa-
ca. A temperatura da pele foi registrada pelo sistema
FLD. Os sinais FPG e FLD foram coletados a uma taxa
de amostragem de 100Hz e 32 Hz, respetivamente. O
fluxo sanguineo da pele foi calculado pela amplitude
da forma de onda média para os sinais FPG, ¢ como a
amplitude média dos sinais FLD, ambos expressos em
unidades arbitrarias (AU). A frequéncia de pulso (FP)
foi obtida a partir do sinal FPG e calculada como o nu-
mero de ondas por minuto (/ min). O fluxo sanguineo
e a FP foram calculados a cada minuto em cada fase.
Os resultados foram expressos como os valores médios
calculados para ambos os pés. O teste Wilcoxon de
classificagdo assinada foi utilizado para comparagdes
de fase, e foi adotado um valor de p <0,05.
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Results and Discussion

Results are shown in Table 1, and these include values
registered from both limbs during the execution of the
experimental protocol.

The standing position is one of most frequent postures
of our daily life activities, emphasizing the significance
of the contraction of muscles bundles to facilitate ve-
nous return in lower extremities '*. The return of blood
from the extremity to the heart does not exclusively
depend on the muscle pump activity, but this mecha-
nism is vital to preserve the integrity of the lower limb
microcirculation, because it is able to reduce the pres-
sure of the capillary network initiated by the standing
position itself '*. Moreover, standing and walking, are
functional tasks of complex muscular activity, involv-
ing reciprocity of movements and permanent cycles of
contraction/relaxation.

Resultados e Discussao

Os resultados sdo apresentados na tabela 1, que também
inclui valores registados de ambos os membros, duran-
te a execugdo do protocolo experimental.

A posicao de pé é uma das posturas mais frequentes de
nossas atividades da vida diaria, enfatizando o signifi-
cado da contracdo dos feixes de musculos para facili-
tar o retorno venoso nas extremidades inferiores . O
retorno do sangue da extremidade para o coragdo nao
depende apenas da atividade da bomba muscular, mas
este mecanismo ¢ vital para preservar a integridade da
microcirculacdo do membro inferior, pois é capaz de
reduzir a pressdo da rede capilar, iniciada por a propria
posi¢do 131, Além disso, a marcha, é uma tarefa funcio-
nal que requer atividade muscular complexa, envolven-
do uma reciprocidade de movimentos e ciclos perma-
nentes de contragdo / relaxamento.

Table 1 / Tabela 1 - Mean and standard deviation of the parameters calculated for the
three phases of the protocol. Mean values results from the measurement from both
limbs. Statistical comparison with Phase 1 (* - p<0.05)

Meédia e desvio-padrao dos parametros calculados para as trés fases do protocolo.
Os valores médios resultam da média obtida de ambos os membros em medicao.
Comparagao estatistica com a Fase [ (* - p<0,05)

Phase/Fase 1 Phase/Fase 11 Phase/Fase 111
right left right left right Left
PPG/FPG (AU) 122429 14.0+6.3 6.8+1.6 | 75+1.4 12.0+3.9 129+ 6.6
m + sd/dp 13.4+3.6 72+ 14 12.5+5.0
p - 0.028%* 0.463
LDF/FLD (AU) 69+25 62+1.8 79+3.1 82+22 6.5+2.6 6.4+2.9
m + sd/dp 6.5+1.8 79+23 64+25
p - 0.028%* 0.588
Pulse rate(/min)
m + sd/dp 67.5+6.6 70.5+ 7.0 66.6 + 6.4
p - 0.173 0.293

We examined the impact of the dorsiflexors on the
microcirculation, studying the peripheral microvascu-
lar response to isometric muscle activity in the ortho-
static position using two different technologies, PPG
and LDF. Skin temperature was similar for all volun-
teers (28.33 = 1.4°C) during the protocol (Figure 1).
Comparing Phase II and Phases I and I11, statistically
significant differences between right and left limbs per-
fusions could not be found (p > 0.05). The isometric
position maintained by the dorsiflexors, although very
unstable, did not affect recordings during Phase II.

Our results have shown that, under these conditions,
dorsiflexion (Phase II) changes perfusion in opposite
ways (Figure 2 and Figure 3). In fact, perfusion changes
decreased significantly with PPG (p=0.028) while they
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Examinamos o impacto dos flexores dorsais na micro-
circulagdo, estudando a resposta microvascular perifé-
rica a atividade muscular isométrica na posi¢ao ortosta-
tica usando duas tecnologias diferentes FPG e FLD. A
temperatura da pele foi semelhante para todos os volun-
tarios (28,33 + 1,4 ° C) durante a execugao do protocolo
(Figura 1).

Nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre a perfusdo dos membros direito e
esquerdo, comparando a fase Il e as fases [ e III (p>
0,05). A posigao isométrica mantida pelos flexores dor-
sais, embora por vezes instavel, ndo afetou os registos
durante a fase II.

Os resultados mostraram que, nestas condigdes em que
foi executado o protocolo, a flexdo dorsal (fase II) al-
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Figure 1/ Figura 1 - Skin temperature (+sd) during the protocol for both feet
Temperatura da pele (+dp) em ambos os pés, durante o protocolo experimental

increased significantly with LDF (p=0.028) (Table 1).
These results are in line with previous findings that sug-
gest that these differences might be related to the depth
of measurement for each technique, ¥ as PPG seems to
measure in deeper regions than LDF [, Skin has a very
compliant circulation and, in presence of a mechanism
that causes variations in blood flow, the response may
be different according to the microvascular networks
where the signal is recorded !'!"'%, The peripheral dis-
placement of the local blood volume could explain this
behaviour, contributing to change blood flow oscillation
similar to the calf muscle contraction ['3-'51, In fact, the
present study shows that the effect of dorsiflexion over
local microcirculation is very similar to that of plantar
flexion. This similarity may be explained by the close
connections of dorsiflexion with the eccentric contrac-
tion of the plantar flexors in the calf and with ankle joint
pump 17 suggesting that even in the presence of calf
muscle weakness, variations in microcirculation may
occur by the activity of antagonistic muscles. Since the
effect of dorsiflexors during a lack of gastrocnemius ac-
tivity causes significant differences in distal lower limb
perfusion, further studies are necessary to assess its im-
portance as a muscular pump in the return circulation.

Conclusion

The proposed methodology allowed the in vivo evalua-
tion of microcirculatory adaptation to movement in the
orthostatic position.

tera a perfusdo de forma diferente para a FPG e para
a FLD (Figura 2 e Figura 3). De fato, as alteracdes de
perfusdao diminuiram significativamente com FPG (p =
0,028), enquanto aumentaram significativamente com
FLD (p = 0,028) (tabela 1). Estes resultados estdo em
linha com achados anteriores que sugerem que essas
diferencas podem estar relacionadas com a profundi-
dade de medida para cada técnica ', onde FPG parece
medir em regides mais profundas do que FLD [ A
pele tem uma circulacdo muito complacente e, na pre-
senca de um mecanismo que causa variacdes no fluxo
sanguineo, a resposta pode ser diferente de acordo com
as redes microvasculares onde o sinal é gravado "2,
O deslocamento periférico do volume sanguineo local
poderia explicar este comportamento que contribui para
uma oscilacdo do fluxo sanguineo, semelhante a con-
tracdo muscular da regido posterior da perna ¥, De
fato, o presente estudo mostra que o efeito da flexao
dorsal sobre a microcirculagao local é muito semelhan-
te ao da flexdo plantar. Esta situagao pode ser explicada
pela ligacdo que a flexdo dorsal tem com a contragdo
excéntrica dos flexores plantaras e a bomba situada na
articulagdo do tornozelo ['*!7), sugerindo que mesmo
com fraqueza muscular do dos flexores plantares, as
variagcdes na microcirculagdo podem ocorrer pela ati-
vidade de seus musculos antagonistas. Uma vez que o
efeito dos flexores dorsais durante a baixa atividade dos
flexores plantares provoca diferencas significativas na
perfusdo distal do membro inferior, estudos futuros sdo
necessarios para avaliar a sua importancia como bomba
muscular na circulagdo de retorno.

Conclusao

O protocolo experimental proposto neste estudo, per-
mitiu analisar a reatividade da microcirculagdo a nivel
da pele com a atividade da flexdo dorsal, na posigdo
ortostatica.
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Figure 2 / Figura 2 - Time evolution of the mean (+sd) PPG signals throughout the
experimental protocol
Evolugdo temporal dos sinais médios (+sd) de FPG ao longo do protocolo experimental
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Figure 3 / Figura 3 - Time evolution of the mean (+sd) LDF signals
throughout the experimental protocol
Evolucao temporal dos sinais médios (£sd) de FLD ao longo do protocolo
experimental
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