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Abstract

Peripheral vascular disease (PVD) comprises many pathological entities, and a variety of clinical expressions,
being the 3rd most reported cause of cardiovascular disease. PVD continues to motivate more and better research to
understand the many complexities involved, and to develop more effective preventive measures and therapeutics.
Photoplethysmography (PPG) is a classic non-invasive technique used to explore in vivo circulation, progressively
replaced by laser Doppler flowmetry (LDF). Recent advances enable the development of a new PPG system that
seems to clearly improve the applicability of this technique. In this study, we apply and compare these two non-
invasive measurement techniques after a massage manoeuvre in the human leg . This exploratory study involved
seven volunteers, both sexes (19.6 = 1.3 years old). Flow measurements took place in both limbs before (I),
during (II) and after the massage manoeuvre (III). Other variables, including pulse and respiratory rates and blood
pressure (BP), were also quantified. Results show that the simultaneous use of LDF and PPG enables the detection
of discrete changes in blood flow that could not be detected with a single technique. Furthermore, it also shows
that, under these conditions, the massage improves the lower limb perfusion in both limbs (test and control).
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Resumo

A doenga vascular periférica (DVP) compreende muitas entidades patoldgicas e uma variedade de expressoes
clinicas, sendo a terceira causa principal da doenca cardiovascular. A DVP ainda continua a motivar mais e
melhor investigacdo para compreender as muitas complexidades envolvidas, e desenvolver medidas preventivas e
terapéuticas mais eficazes. A fotopletismografia (FPG) é uma técnica classica nio invasiva utilizada para explorar
a circulagdo in vivo, que tem vindo a ser progressivamente substituida pela fluxometria por laser Doppler (FLD).
Avangos recentes permitiram o desenvolvimento de um novo sistema FPG que parece melhorar claramente a
aplicabilidade desta técnica. Neste estudo, aplicamos e comparamos estas duas técnicas de medi¢do ndo-invasiva
apos uma manobra de massagem no membro inferior humano. Este estudo exploratorio envolveu sete voluntarios
de ambos sexos (19,6 + 1,3 anos). As medi¢des de fluxo foram feitas em ambos os membros antes da manobra
(), durante a massagem (II) e apds a recuperagdo (III). Outras variaveis, incluindo as frequéncias de pulso e
respiratoria, e pressdo arterial (PA) também foram quantificadas. Os resultados mostram que o uso simultaneo de
FLD e FPG permite detetar alteragdes discretas no fluxo sanguineo que ndo poderiamos detetar com apenas uma
das técnicas. Além disso, também mostram que, nestas condi¢des, a massagem melhora a perfusdo do membro
inferior em ambos 0os membros (teste e controlo).
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Introduction

Peripheral vascular disease (PVD) comprises many
pathological entities and involves a variety of clinical
expressions, from heavy legs syndrome to muscular
and osteoarticular inflammatory involvement and ul-
cers [12], It is considered a significant public health prob-
lem, and one which may lead to poor quality of life 2.
In Portugal, the PVD prevalence is estimated to reach
5.9% of the population, mostly affecting the elderly .
Its significant expression as the 3™ most reported cause
of cardiovascular disease continues to motivate more
and better research on the subject in order to understand
the involved complexities and develop more effective
preventive measures and therapeutics.

The skin is known to be an adequate location to ad-
dress a wide range of functional aspects of microcir-
culation! and, for that reason, laser doppler flowme-
try (LDF) and photoplethysmography (PPG) became
well-known, non-invasive techniques to quantify flow
variables in conditions as closely as possible from the
normal physiological state ¢,

LDF has gained great popularity in the last decades as
anon-invasive assessment tool in vascular research and
medicine. It has been explored as a useful tool in basic
research to study microcirculatory regulation mecha-
nisms in both physiological and pathophysiological
states including diabetes mellitus %, PVD [, kidney
disease ", and coronary artery disease !'*!, among
others, although its usefulness as a diagnostic tool is
largely limited to its low reproducibility. PPG is a much
older technology commonly included in many current
medical devices such as pulse oximeters, and digital
beat-to-beat blood pressure systems [#1. Although based
in similar optical principles, LDF and PPG are techni-
cally very different, and also differ in terms of cost. Re-
cent technological advances promoted a clear evolution
of the classic PPG, drawing our attention to this new
generation hardware and software that have evolved
in terms of portability and data acquisition, showing a
quantitative potential until now only expected for LDF
signals 4,

In this study we explore the impact of a discrete inter-
vention on the local microcirculation status of the lower
limb, using a massage protocol as instrument, in order
to evaluate the discriminatory capacity of this new gen-
eration of PPG in the detection and quantification of
peripheral vascular circulation and to compare it to the
information derived by LDF.
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Introducio

A doenga vascular periférica (DVP) compreende mui-
tas entidades patologicas e uma enorme variedade de
expressoes clinicas, desde a sindrome da “pernas pesa-
das” até ao envolvimento inflamatério muscular e os-
teoarticular , e a ulcera 2. E considerado um problema
de satide publica, com grave impacto sobre a qualidade
de vida . Em Portugal, estima-se que a prevaléncia da
DVP chegue a 5,9% da populagdo, afetando principal-
mente os idosos Bl Constituindo a 3* causa mais im-
portante de doenga cardiovascular, continua a motivar
mais e melhor investigagdo, a fim de compreender as
complexidades envolvidas e desenvolver medidas pre-
ventivas e terapéuticas mais eficazes.

A pele € reconhecida como um orgdo adequado a abor-
dagem de varios aspetos funcionais da microcirculagdo
431 e por essa razdo, a fluxometria por laser Doppler
(FLD) e a fotopletismografia (FPG) tornaram-se téc-
nicas ndo invasivas, bem conhecidas, para quantificar
através da pele, variaveis de fluxo em condi¢des tdo
proximas quanto possivel do estado fisiolégico normal
4691 A FLD ganhou grande popularidade nas tltimas
décadas como uma ferramenta de avaliagdo em medici-
na vascular, e utilizada em investigagéo basica para es-
tudar os mecanismos de regulagdo microcirculatoria em
diversos contextos incluindo a diabetes mellitus %, a
DVP 'l a doenca renal '?, a doenga arterial coronaria
(31" entre outras, embora a sua utilidade em diagnosti-
co esteja limitada a sua baixa reprodutibilidade. A FPG
¢ uma tecnologia bastante mais antiga, aproveitada em
muitos dispositivos médicos atuais, como oximetros
de pulso e sistemas de pressao arterial digitais “beat to
beat” 1. Embora baseados em principios oticos simila-
res, a FLD e FPG sdo tecnicamente muito diferentes e,
igualmente diferentes em termos de custo. Avangos tec-
noldgicos recentes permitiram uma clara evolugdo da
FPG classica, chamando a nossa atengfo para esta nova
geracdo de hardware e software que evoluiu em termos
de portabilidade e aquisicdo de dados, mostrando um
potencial quantitativo até agora reservado apenas aos
sinais de FLD.

Neste estudo, analisamos o impacto de uma interven-
¢do discreta sobre o estado da microcirculagdo local
do membro inferior, um protocolo de massagem, para
avaliar a capacidade discriminatoria desta nova geragao
de FPG na detecéo e quantificago da circulagdo vascu-
lar periférica, comparativamente a FLD.



Materials and Methods

A group of seven young healthy volunteers of both
sexes (3 females, 4 males), aged between 18 and 22
years old (19.6 + 1.3) and selected from previously
outlined inclusion and non-inclusion criteria B, par-
ticipated in the study after informed written consent.
All procedures were developed in accordance with the
Helsinki Declaration and subsequent amendments %,
Volunteers were asked to refrain from consuming caf-
feinated and alcoholic beverages 24 hours prior to ex-
periments. All procedures were carried out in a room
with controlled temperature (21 = 1°C) and humidity
(40 - 60 %) conditions. Volunteers acclimatized for 20
minutes in the supine position prior to measurements.
The experimental protocol consisted of a 5 minute mas-
sage session applied from the foot to the knee on one
randomly selected limb. The volunteers remained ly-
ing supine (Figure 1) during three recording phases: 10
minutes resting (phase 1), 5 minute upward leg and foot
massage for 5 minutes (phase II), and 10 minute recov-
ery (phase III).

PPG versus LDF
FPG versus FLD

Materiais e Métodos

Um grupo de sete voluntarios jovens, saudaveis, de
ambos os sexos (3 do sexo feminino, 4 do sexo mas-
culino) com idades entre os 18 ¢ os 22 anos (19,6 +
1,3), selecionados a partir de critérios de inclusdo e nio
inclusdo previamente delineados P!, participaram do es-
tudo apo6s darem o seu consentimento informado por
escrito. Todos os procedimentos foram desenvolvidos
em conformidade com a Declaragdo de Helsinquia e
respectivas emendas posteriores ['*l. Os voluntarios fo-
ram instruidos para ndo consumir bebidas cafeinadas
nem alcodlicas 24 h antes das experiéncias. Todos os
procedimentos foram realizados em ambiente com tem-
peratura (21£1°C) e humidade (40-60%) controladas.
Os voluntarios mantiveram-se em repouso durante 20
minutos em supina¢ao antes das medigoes.

O protocolo experimental consistiu em uma sessdo de
massagem de 5 min aplicada do pé ao joelho para um
membro aleatoriamente selecionado, mantendo os vo-
luntarios em supinagdo (Figura 1), envolvendo 3 fases
de registo - 10 min em repouso (fase I), 5 min de mas-
sagem da perna e pé em sentido ascendente durante 5
minutos (fase II), recuperagdo de 10 min (fase III).

Figure 1/ Figura 1 - Massage application protocol (direction
indicated by the arrow)
Aplicagdo do protocolo de massagem (direcdo indicada pela seta)
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Figure 2/ Figura 2 - Recordings for a representative volunteer (female, 19 years old) of the PPG (upper left for
test foot; upper right for control foot), LDF (middle left for test foot; middle right for control foot; lower left
for earlobe) and respiration (lower right) during the 25 min protocol. Vertical lines indicate phase transitions.
Sinais de FPG (em cima a esquerda para pé teste; em cima a direita para pé controlo), FLD (no centro a
esquerda para pé teste; no centro a direita para pé controlo; em baixo a esquerda para orelha), e respiragéo
(em baixo a direita) de um voluntario representativo (feminino, 19 anos de idade) durante o protocolo de 25
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Variables included local blood flow, measured by LDF
(457 thermostatic small angled probe, PF5010 system,
Perimed, Sweden), and by PPG (BVP sensor, Plux Bi-
osignals, Portugal), both expressed in arbitrary units
(AU). Skin temperature was also registered (457 ther-
mostatic small angled probe, PF5010 system, Perimed,
Sweden). LDF signals were acquired at a 32Hz sam-
pling rate. Sensors were applied in the most distal areas
— for PPG on the plantar surface of the first toe, in both
feet (PPG,, for the test foot; PPG,. for the control foot),
and on one randomly chosen earlobe (PPG,), and for
LDF on the plantar surface of the second toe in both
feet (LDF, for the test foot; LDF . for the control foot).
The pulse rate (PR) was calculated from the ear lobe
PPG signal. Respiratory rate (RR) was measured with
a pneumography sensor (PZT sensor, Plux Biosignals,
Portugal), placed around the thorax on the projection of
the sternoxiphoid joint. The PPG and PZT sensors were
connected to a BlITalino Plugged board (Plux Biosig-
nals, Portugal) and signals were acquired at a 100 Hz
sampling rate. The systolic (SBP) and diastolic blood
pressure (DBP) were also measured in the arm by a
digital device (Tensoval comfort, Hartman, Germany)
on minutes 3, 5, 7 (phase I), 13, 14, 15 (phase II) and
18, 20 and 22 (phase III) of the protocol, and the mean
values for each phase were calculated. Both feet and
sensors were kept in the same position during the ex-
periments.

Descriptive and non-parametric statistics were applied
to data (SPSS 21.0, USA). Phase comparisons were
carried out with the Wilcoxon test for paired samples
for each leg, while the Mann-Whitney U test for inde-
pendent samples was used for leg comparisons. The
correlation between LDF and PPG signals was assessed
with the Spearman test. A significance level of 95% was
adopted for all statistic tests.

Results and Discussion

Table 1 resumes the mean values of the measured vari-
ables for all phases of the protocol. No significant dif-
ferences between both feet perfusion were found with
either LDF or PPG, suggesting a homogeneous blood
distribution along the lower limbs. During massage ap-
plication, statistically significant perfusion increases in
both feet were detected (p=0.018 for LDF_ and LDF ,
p=0.028 for PPG, and PPG,), despite the fact that the
response in the test foot was more pronounced in com-

PPG versus LDF
FPG versus FLD

As variaveis registadas foram o fluxo sanguineo local,
medido por FLD (sonda termostatica 457 de angulo cur-
to, sistema PF5010, Perimed, Suécia), e por FPG (sen-
sor BVP, Plux Biosignais, Portugal), ambos expressos
em unidades arbitrarias (UA). A temperatura da pele foi
também registada (sonda termostatica 457 de angulo
curto, sistema PF5010, Perimed, Suécia). Os sinais de
FLD foram adquiridos a uma frequéncia de amostra-
gem de 32 Hz. Os sensores foram aplicados nas areas
mais distais — a FPG na superficie plantar do primeiro
dedo do pé, em ambos os pés (FPG, para o pé de teste,
FPG, para o pé de controlo) e num l6ébulo da orelha
escolhido aleatoriamente (FPG,), na superficie plantar
do segundo dedo do pé, em ambos os pés (FLD, para o
p¢ de teste, FLD_ para o pé de controlo). A frequéncia
de pulso (FP) foi calculada a partir do sinal de FPG
do 16bulo da orelha. A frequéncia respiratoria (FR) foi
medida com um sensor de pneumografia (sensor PZT,
Plux Biosignals, Portugal), colocado em torno do torax,
na projecdo da sinfise xifoesternal. Os sensores FPG e
PZT foram ligados a uma placa BlTalino Plugged (Plux
Biosignals, Portugal) ¢ os sinais adquiridos a uma fre-
quéncia de amostragem de 100 Hz. As pressdes arte-
riais sistolica (PAS) e diastélica (PAD) foram também
medidas no brago, por um dispositivo digital (Tenso-
val comfort, Hartman, Alemanha) nos minutos 3, 5, 7
(fase I), 13, 14, 15 (fase II) e 18, 20 e 22 (Fase III) do
protocolo, calculando os valores médios para cada fase.
Ambos os pés e sensores foram mantidos na mesma po-
si¢do durante as experiéncias.

Foram aplicadas ferramentas de analise estatistica des-
critiva e ndo-paramétrica aos dados (SPSS 21.0, EUA).
As comparagdes de fases foram realizadas com o teste
de Wilcoxon para amostras emparelhadas, em cada per-
na, enquanto o teste U de Mann-Whitney para amostras
independentes foi utilizado para comparagdes entre os
membros. A correlagdo entre os sinais de FLD e FPG
foi avaliada pelo teste de Spearman. Foi adotado um
nivel de significancia de 95% para todos os testes es-
tatisticos.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 resume os valores médios das variaveis me-
didas em todas as fases do protocolo. Nao foram en-
contradas diferencas significativas entre as perfusdes
de ambos dos pés com FLD ou FPG, sugerindo uma
distribuicdo homogénea do sangue ao longo dos mem-
bros inferiores. Durante a aplicagdo da massagem, fo-
ram detetados aumentos estatisticamente significativos
da perfusdo em ambos os pés (p = 0,018 para FLD_ e
FLD_, p = 0,028 para FPG, ¢ FPG_), apesar de a res-
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parison to the control (LDF: 119.4% vs 51.5%; PPG:
53.4% vs 23.6%). While the test foot response seems to
be due to a direct mechanical mobilization of the blood,
promoted by the massage, the increase registered in the
control foot suggests that this mobilization also affects
the other leg, likely due to a regional regulation intend-
ed to maintain the lower limb (regarded as one unit)
circulatory homeostasis.

PPG quantifies the amount of visible light reflected by
microcirculatory vessels, in proportion to the blood
volume perfusing the vessels. Its typical ‘wave’ form
is explained by the variation of blood volume that oc-
curs after a given heartbeat ®. In contrast, LDF quan-
tifies the velocity of circulating red blood cells (RBC),
which is proportional to the frequency shift suffered by
an impinging laser beam, that is, the ‘Doppler effect’
111 After multiplying this velocity by an estimated sto-
chastic value of RBC concentration, a ‘flow’ value is
reached. The different percent changes detected in both
feet with both LDF and PPG between phases are likely
attributable to the different depths of reading from the
two sensors U781 and this difference should be further
investigated. Despite these technical differences, sig-
nals from both techniques were similar in both feet, as
shown by a positive significant correlation here found
(N=42; p=0.673; p<0.001).

SBP, DBP and PR decreased significantly during mas-
sage application (p=0,018 for all variables), and re-
turned to baseline values in the recovery phase (Table
1). The reduction of these haemodynamical markers
during the massage has been described previously,
and might be related to a related increase in parasym-
pathetic activity ). RR increased significantly during
the massage (p=0,018), which might be explained by
the associated relaxing effect described by volunteers,
eventually affecting central and peripheral neural activ-
ity 20211,

Some studies have reported an increase in skin tem-
perature during the application of a massage 2%, how-
ever, in our study conditions, the temperature did not
change significantly throughout the protocol.
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posta no pé teste ter sido mais pronunciada em rela-
¢do ao controlo (FLD: 119,4% vs 51,5%, FPG: 53,4%
vs 23,6%). Enquanto a resposta do pé teste parece ser
devida a uma mobilizagdo mecanica direta de sangue,
promovida pela massagem, o aumento registado no pé
de controlo sugere que essa mobilizacdo também afeta
a outra perna, provavelmente devido a uma regulagio
regional destinada a manter a homeostasia circulatoria
no membro inferior (considerado como uma unidade).
A FPG quantifica a luz visivel refletida pelos vasos mi-
crocirculatorios, em propor¢do ao volume de sangue
perfundido. A forma tipica de ‘onda’ é explicada pela
variag¢do do volume de sangue que ocorre apos um de-
terminado batimento cardiaco ™. Quanto a FLD, esta
quantifica a velocidade dos globulos vermelhos (GV)
circulantes, que ¢ proporcional ao desvio de frequéncia
sofrido pela incidéncia de um feixe de luz laser, isto &,
o “efeito Doppler” ¢, Depois de multiplicar esta velo-
cidade por um valor estocastico estimado da concentra-
¢do de GV, ¢ obtido um valor de “fluxo”. As diferentes
percentagens de alteragdes detetadas em ambos os pés
com FLD e FPG entre as fases sdo provavelmente atri-
buiveis as diferentes profundidades de leitura dos dois
sensores 7181 que devem ser investigados. Apesar des-
sas diferencas técnicas, os sinais de ambas as técnicas
foram semelhantes em ambos os pés, como mostrado
por uma correlagdo significativa positiva encontrada
aqui (N =42; p=0,673; p <0,001).

A PAS, PAD e FP diminuiram significativamente du-
rante a aplicagdo da massagem (p = 0,018 para todas as
variaveis) e retornaram aos valores basais na fase de re-
cuperagdo (Tabela 1). A reducdo destes marcadores he-
modinamicos durante a massagem tem sido descrita e
pode estar relacionada com um aumento relacionado na
atividade parassimpatica ['). A FR aumentou significa-
tivamente durante a massagem (p = 0,018), o que pode
ser explicado pelo efeito relaxante associado descrito
pelos voluntarios, eventualmente afetando as atividades
nervosa central e periférica 2021,

Alguns estudos relataram um aumento da temperatura
da pele com a massagem %1, no entanto, ndo encon-
tramos este dado, uma vez que a temperatura ndo se
alterou significativamente ao longo do protocolo.



PPG versus LDF
FPG versus FLD

Table 1/ Tabela 1 - Mean, standard deviation and percent change of the variables measured. Statistical comparison
of the mean values of phases II and III regarding phase I is presented (p<0.05; * - statistically significant)
Meédia, desvio-padrdo e variagdo percentual das variaveis medidas. E apresentada a comparagfo estatistica dos
valores médios das fases II e III com a fase I (p<0.05; * - estatisticamente significativo)

Variable / Variavel Phase I/ Fase I Phase I1 / Fase I Phase 111 / Fase 111 AII-I (%) A(I:/l ;l
0
Mean 8.0 17.6 9.3 119.4 14.0
LDFy (AU) / FLDy (UA)
sd 3.8 5.0 5.6 p=0.018* p=0.499
Mean 7.6 11.5 8.3 51.5 10.1
LDF¢ (AU) / FLD¢ (UA)
sd 4.2 4.8 5.5 p=0.018* p=1.00
LDFy vs LDF( p=0.902 p=0.053 p=0.902 - -
Mean 23.6 235 234 -0.54 -0.71
Skin temperature (°C)
sd 1.9 1.7 1.7 -12.7 -10.25
Mean 545 83.6 57.1 534 4.8
PPGr (AU) / FPGy (UA)
sd 41.8 42.0 44.6 p=0.028* p=0.310
Mean 85.8 104.4 113.8 21.6 32.6
PPG¢ (AU) / FPG¢ (UA)
sd 922 100.5 146.3 p=0.028* p=0.499
PPGy vs PPGc p=0.535 p=0.805 p=0.620 - -
Mean 16.6 17.2 15.5 34 -6.6
PPGg (AU) / FPGg (UA)
sd 8.5 8.6 7.0 p=0.273 p=0.273
Mean 115.3 110.1 115.4 -4.6 0.04
SBP (mm Hg) / PAS (mm Hg)
sd 11.0 9.3 10.3 p=0.018* p=0.752
Mean 71.1 64.2 68.2 -9.8 -4.3
DBP (mm Hg) / PAD (mm Hg)
sd 5.0 3.6 4.6 p=0.018* p=0.091
Mean 69.9 66.0 69.4 -5.6 -0.7
PR (bpm) / FP (bpm)
sd 4.5 4.7 52 p=0.018* p=0.128
Mean 18.9 20.5 19.0 8.2 0.2
RR (bpm) / FR (bpm)
sd 2.0 2.8 2.3 p=0.018* p=0.866

Spearman test (LDF vs PPG) / Teste
de Spearman (FLD vs FPG)

p=0.673; p<0.001*

Conclusions

The simultaneous use of these two technologies seems
to provide a more sensitive approach to quantify pe-
ripheral microcirculation in vivo, allowing the detection
of subtle changes in addition to other cardiorespiratory
variables, thus expanding the applicability and adding
value to this measurement strategy.
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porcionar uma abordagem mais sensivel para quanti-
ficar a microcirculag@o periférica in vivo, permitindo
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