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Abstract

A circulatory adaptation affecting the circulation of both lower limbs seems to be part of a distal circulatory homeostatic
mechanisms, in animals as in humans. This was also observed during massage with the contralateral limb responding
similarly to the intervened limb. The present study is meant to explore this cooperation between limbs during massage,
using a recently available non-contact polarized spectroscopy method. Six healthy volunteers (44.83 + 12.64 years), both
sexes, were submitted to two massage protocols applied in one random limb, using the other as control. Each protocol
included three phases - I rest, Il massage and I1I recovery. Laser Doppler Flowmetry (LDF) and Tissue Viability Imager
(TiVi) signals were obtained from both limbs and analyzed (p<0.05). Our results confirm previous observations where
any intervention, massage included, affecting circulation in one of the lower limbs evokes a contralateral response in the
non-intervened limb that seems to be part of the distal circulation regulation, affecting both limbs to maintain circulatory
homeostasis.
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Resumo

Uma adaptacao circulatoria que afeta a circulagdo de ambos os membros inferiores parece fazer parte de mecanismos
homeostaticos circulatorios distais, tanto em animais como em humanos. Isto também foi observado durante a massagem
com o membro contralateral respondendo de forma semelhante a0 membro intervencionado. O presente estudo tem
como objetivo explorar essa cooperacao entre membros durante a massagem, utilizando um método de espectroscopia
polarizada sem contato recentemente disponivel. Seis voluntarios saudaveis (44,83 + 12,64 anos), de ambos os sexos,
foram submetidos a dois protocolos de massagem aplicados aleatoriamente num membro, usando o outro como controlo.
Cada protocolo incluiu trés fases - I descanso, Il massagem e III recuperacao. Os sinais de fluxometria por laser Doppler
(LDF) e “Tissue Viability Imager” (TiVi) foram obtidos de ambos os membros e analisados (p <0,05). Os nossos resultados
parecem confirmar observagdes prévias em que qualquer interven¢do, incluindo massagem, que afete a circulacdo em
um dos membros inferiores, evoca uma resposta contralateral no membro ndo intervencionado que parece fazer parte da
regulagdo da circulagdo distal, que afeta ambos os membros para manter a homeostase circulatoria.
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Introduction

The complex nature of peripheral circulation regulation
has been known for a long time and it is still an open
issue 2. The final purpose is to ensure an adequate
nutrition of all cells and organs by delivering nutrients,
including gases, while removing waste for disposal by
multiple mechanisms (diffusion, filtration) at the very
cellular level. This demands a permanent balance be-
tween hemodynamics and the organ’s perfusion pres-
sure, which represents the balance between arterial
blood pressure and its determinants, e.g., heart rate,
stroke volume and total peripheral vascular resistance °.
This also means that a highly structured network of ves-
sels arranged to optimize oxygen delivery to the tissues
is needed, having in mind that oxygen is also a local
regulatory element of these functions, influencing re-
sistance, but also controlled by other local and systemic
(homeostatic) regulators *. Neural inputs as hormones
signal the central nervous system which modulate re-
gional autonomic nervous system outflows. The major
integration centers, mechano- and metabo-receptors
within skeletal muscle, cardiopulmonary and vascular
baroreceptors, and chemoreceptors contribute to con-
trol of hemodynamics and sympathetic nerve activity
and the interaction between afferent inputs in determin-
ing baroreflex control of autonomic output and vascular
tone 2. These many influences explain the non-contin-
uous character of blood perfusion, a direct result of the
vasomotion, that is the movement of the vascular wall,
resulting in periodic oscillations * or flowmotion, which
actually represent the influence of heartbeat, respira-
tion, myogenic, neurogenic and endothelial activities *
10, Many other factors might be implied in this regu-
lation since the endothelium itself, recently compared
to an “airport hub” where all functions are intrinsically
interconnected, attracts more of our attention in particu-
lar related with its role in vascular disease and as a po-
tential therapeutic target !'. Following some recent pa-
pers from our group > exploring new methodologies to
assess in vivo microcirculatory physiology and patho-
physiology, a potential cooperation between both limbs
during the recovery period of an hindlimb procedure in
the mouse * was described. An identical phenomenom
was referred some years ago in human patients as part
of a long-term vascular adaptation to ischemia due to
peripheral arterial occlusive disease '>. More recently,
we also detected that the postural vasoconstriction in
the human foot obtained with the so-called venoarterial
reflex (VAR) also significantly reduced the perfusion in
the contralateral foot '“. In both cases this cooperation
seems to reveal other intervenients in the distal limb cir-
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Introducao

A natureza complexa da regulagdo da circulagdo peri-
férica é conhecida ha muito tempo e ainda assim con-
tinua a ser um assunto em aberto 2. O objetivo final
¢ garantir uma nutri¢do adequada de todas as células
e orgdos, fornecendo nutrientes, incluindo gases, en-
quanto elimina os residuos, através de multiplos me-
canismos (difusdo, filtragdo) no préprio nivel celular.
Isso exige um equilibrio permanente entre a hemodina-
mica e a pressao de perfusdo do 6rgdo, que representa
o equilibrio entre a pressdo arterial e seus determinan-
tes, por exemplo, frequéncia cardiaca, volume sistoli-
co e resisténcia vascular periférica total 3. Isto também
significa que € necessaria uma rede altamente estrutu-
rada de vasos organizados para otimizar a entrega de
oxigénio aos tecidos, tendo em mente que o oxigénio
também ¢ um elemento regulador local dessas fungdes,
influenciando a resisténcia, mas também ¢é controlado
por outros reguladores locais e sist€émicos (homeos-
taticos) . Os impulsos neuronais tal como as hormo-
nas, sinalizam o sistema nervoso central que modula
os fluxos regionais do sistema nervoso autonomo. Os
principais centros de integragdo, mecanorrecetores e
metaborrecetores do muasculo esquelético, barorreceto-
res e quimiorrecetores cardiopulmonares e vasculares
contribuem para o controlo da hemodinamica e da ati-
vidade nervosa simpatica, e a interacdo entre os impul-
sos aferentes na determinagdo do controlo barorreflexo
do débito autondmico e do tonus vascular 2. Muitas in-
fluéncias explicam o carater ndo continuo da perfusao
sanguinea, um resultado direto da vasomotricidade, que
¢ o movimento da parede vascular, resultando em os-
cilagdes periddicas 3 ou “flowmotion”, que na verdade
representam a influéncia do ritmo cardiaco, respiracao
e atividades miogénica, neurogénica e endoteliais * '°.
Muitos outros fatores podem estar implicados nesta re-
gulagdo desde o proprio endotélio, comparado recente-
mente a um “hub” de aeroporto, onde todas as fungdes
estdo intrinsecamente interconectadas e atraem mais a
nossa atencgdo, em particular as relacionadas com o seu
papel na doenga vascular e como um alvo terapéutico
potencial ''. Na sequéncia de alguns artigos recentes do
nosso grupo '2, que exploram novas metodologias para
avaliacdo in vivo da fisiologia e fisiopatologia microcir-
culatorias, foi descrita uma cooperagdo potencial entre
ambos os membros durante o periodo de recuperagdo
de uma intervencdo num membro traseiro de um rato
4. Um fendémeno idéntico foi referido ha alguns anos
em pacientes humanos, como parte de uma adaptagao
vascular de longo termo a isquemia devido a doenca
arterial oclusiva periférica '*. Mais recentemente, tam-
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culatory homeostasis likely involving some cross-talk
between local neurogenic and myogenic mechanisms
central components via sympathetic efferents. Recently
we found that massage in one inferior limb could in-
duce a similar circulatory adaptation interfering with
the circulatory homeostasis of both limbs !*, confirm-
ing the same type of cooperation phenomena between
limbs described previously. All these observations
were obtained with non-invasive techniques, namely
laser doppler flowmetry (LDF) and photopletismogra-
phy (PPG), well known and experimented techniques,
although not exempt from criticism and concerns * '*
16, The present study is meant to explore this coopera-
tion phenomena between limbs during massage using a
recently available non-contact polarized spectroscopy
method '7-%. No matter its preliminary character, the
intention of the study is to better understand the full ex-
tent of the massage effects on the human inferior limb
by eliminating the potential interference from contact
measuring probes.

Materials and Methods

Six healthy volunteers, from both sexes (44.83 + 12.64
years old, 3 females, 3 males), were selected from pre-
viously outlined inclusion and non-inclusion criteria af-
ter written informed consent. All procedures respected
the Helsinki Declaration (and subsequent amendments)
principles for human research 2. An imposed prerequi-
site was the abstention from consumption of caffeine
and alcoholic beverages for 24 hours, at least, prior to
measurements. Volunteers were acclimatized for 20
minutes on the supine position before experiments,
which took place in a controlled temperature and hu-
midity room (21 + 1°C and 40 to 60% respectively).
The experimental design involved two protocols - I, an
upward massage (upM) applied during 5 minutes on the
ascending direction in one randomly selected leg and
foot, from the middle of the foot until below the knee,
and a second protocol, II, involving an identical proce-
dure in a downward massage (dwM), that is, in the op-
posite direction. Both protocols involved three phases,
Phase I, with perfusion recording in rest, in supine, for
5 minutes; Phase II with leg and foot massage for 5
minutes and, Phase III, recording for 5 minutes during
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bém foi detetado que a vasoconstricdo postural no pé
humano obtida a partir do assim chamado reflexo ve-
noarterial (RVA) também reduziu, significativamente,
a perfusdo no pé contralateral '*. Em ambos os casos
esta cooperagdo parece revelar outros intervenientes
na homeostase circulatoria na zona distal do membro,
envolvendo provavelmente alguma comunicagio entre
os componentes centrais dos mecanismos neurogénicos
e miogénicos locais, através de eferentes simpaticos.
Recentemente, descobrimos que a massagem, efetuado
num membro inferior, podia induzir uma adaptacao cir-
culatoéria similar, interferindo com a homeostase circu-
latéria de ambos os membros °, confirmando o mesmo
tipo de fendémeno de cooperagao entre membros descri-
to acima. Todas estas observa¢des foram obtidas com
técnicas ndo invasivas, nomeadamente fluxometria por
laser Doppler (FLD) e fotopletismografia (FPG), téc-
nicas bem conhecidas e testadas, mas nio isentas de
criticas e preocupagdes * 1216, O presente estudo pre-
tende explorar este fenomeno de cooperacdo entre os
membros durante uma massagem, usando um método
sem contacto de espetroscopia polarizada disponivel
recentemente '”-%°, Nao sendo importante o seu caracter
preliminar, a inteng@o ¢ entender melhor a verdadeira
extensdo dos efeitos da massagem no membro humano
inferior, eliminando a potencial interferéncia do contac-
to das sondas de medicéo.

Materiais e Métodos

Seis voluntarios saudaveis, de ambos os sexos (44,83 +
12,64 anos, 3 mulheres, 3 homens), foram selecionados
a partir de critérios de inclusdo e nao inclusdo previa-
mente definidos, apds consentimento informado por es-
crito. Todos os procedimentos respeitaram os principios
da Declaragao de Helsinquia (e emendas subsequentes)
para pesquisa em seres humanos 2'. Um pré-requisito
imposto era a absteng@o de cafeina e consumo de be-
bidas alcoolicas por 24 horas, pelo menos, antes das
medi¢des. Os voluntarios foram aclimatados por 20
minutos em decubito dorsal antes dos experimentos,
que decorreram numa sala com temperatura e humida-
de controlada (21 + 1°C e 40 a 60%, respetivamente).
O desenho experimental envolveu dois protocolos - I,
uma massagem ascendente (upM) aplicada durante 5
minutos na dire¢ao ascendente em uma perna ¢ pé se-
lecionados aleatoriamente, do meio do pé até abaixo
do joelho, e um segundo protocolo, II, envolvendo um
procedimento idéntico em uma massagem descendente
(dwM), que ¢ na dire¢do oposta. Ambos os protocolos
envolveram trés fases, Fase I, com registo de perfusdo
em repouso, em supina, por 5 minutos; Fase II, com



recovery (Figure 1). Both feet were kept in the same po-
sition during these three periods, with the contralateral
limb serving as control. Both protocols were applied to
all individuals, in a randomly order, separated by a 30
minute ‘washout’ period. Blood perfusion was meas-
ured in both inferior limbs by LDF (Perimed PF5010
system Perimed, Sweden) expressed in arbitrary Blood
Perfusion Units (BPUs). LDF probes were applied in
the inferior aspect of the second toe. We also used a
non-contact polarized spectroscopy system the TiVi
700 (WheelsBridge AB, Sweden), to measure skin red
blood cell concentration (RBCC), expressed in TiVi-in-
dex arbitrary units. This analysis focused on the dorsal
area of both feet and legs (anterior area). Descriptive
and non-parametric statistics were applied to both sys-
tem’s signals SPSS 21.0 (IBM, USA). Phase compari-
sons were carried out with the Wilcoxon signed-rank
test for paired samples for each leg. A confidence level
0f 95% (p<0.05) was adopted.
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massagem na perna € no pé por 5 minutos e, Fase III,
gravacao por 5 minutos durante a recuperagao (Figura
1). Ambos os pés foram mantidos na mesma posi¢ao
durante esses trés periodos, com o membro contralate-
ral a servir como controlo. Ambos os protocolos foram
aplicados a todos os individuos, em ordem aleatoria, se-
parados por um periodo de 30 minutos de “washout”. A
perfus@o sanguinea foi medida em ambos os membros
inferiores por LDF (sistema Perimed PF5010 Perimed,
Suécia) expresso em unidades arbitrarias de perfusao
sanguinea (BPUs). Sondas de LDF foram aplicadas
na zona inferior do segundo dedo do pé. Também foi
utilizado um sistema de espectroscopia polarizada sem
contato, o TiVi 700 (WheelsBridge AB, Suécia), para
medir a concentragdo de globulos vermelhos (CGV) da
pele, expressa em unidades arbitrarias de indice TiVi.
Essa analise focou-se na zona dorsal dos dois pés e per-
nas (zona anterior). Estatistica descritiva e ndo-paramé-
trica foram aplicadas aos dois sinais com o SPSS 21.0
(IBM, EUA). As comparagdes de fase foram realizadas
com o teste de Wilcoxon para amostras emparelhadas
para cada perna. Foi adotado um nivel de confianca de
95% (p<0,05).

Figure 1/ Figura 1 - Massage protocols (upM on the left — dwM on
the right)/ Protocolos de massagem (Ma a esquerda — Md a direita).
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Results and Discussion

Table 1 resumes the main perfusion changes detected
with both massage procedures in the present experimen-
tal conditions. Massage and its multiple variants, have
been used also to improve peripheral microcirculation.
However, no matter the evidence based results, only a
few publications addressed this procedure from a phys-
iological point of view **% practically referring only to
the relaxation effect obtained after massage and an ap-
parent blood flow increase resulting from the pleasant
relaxing sensations involved and interpreted as a conse-
quence of a predominant parasympathetic activity. Our
research has gone further by detecting changes during
and after massage, demonstrating that there are much
more interesting phenomena involved in these maneu-
vers. Recently, by comparing the response to massage
in older and younger healthy individuals we saw that
the same contralateral limb cooperation was present,
also under these special circumstances where only one
limb was being handled ** *. The response from the
younger group was more obvious than the older group
and the wavelet analysis of LDF and PPG signal com-
ponents suggested that most differences where due to
a lower myogenic and sympathetic response from the
older groups. In any case, this contralateral foot perfu-
sion response following a single limb massage is in line
with our observations about this particular dynamics
between human hind limbs pairs referred previously,
likely intended to preserve the lower limb circulatory
homeostasis > . As shown in Table 1 and illustrated in
Figure 3, a significant increase in blood flow is detected
by LDF in the test foot during Phase II of the ascend-
ing protocol. Both protocols elicit the expected increase
in perfusion at the control limb, although without sta-
tistical significance. As discussed previously, this phe-
nomena seems to be age — related, even in healthy vol-
unteers 2%, Polarised spectroscopy signals seems to be
more stable than LDF recordings, showing much lower
standard deviations, even during the massage (Table 1).
We have now two regions of interest (ROI) for analysis
in each leg, one in the foot and the other one in the leg as
indicated (Figure 2). Contrary to what we observe with
LDF (also reported with PPG), in the upward massage
there is a decrease of perfusion here expressed as the
RBCC in both ROI but only significant in the test foot.
Interestingly, during Phase II of the upward massage,
an increase in the RBCC contralateral limb is again pre-
sent (Table 1, Figure 3) although not significant. For the
downward massage manoeuvre, we could not identify
a response pattern in the test areas, likely because these
two ROI were too close to the intervention areas, being
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Resultados e Discussao

A Tabela 1 resume as principais alteragdes de perfusdo
detetadas em ambos os procedimentos de massagem
nas presentes condi¢des experimentais. A massagem
e as suas multiplas variantes, tém sido usadas também
para melhorar a microcirculagdo periférica. No entanto,
apesar dos resultados baseados nas evidéncias, apenas
algumas publicagdes abordaram este procedimento do
ponto de vista fisiologico >, referindo praticamente
apenas o efeito de relaxamento obtido ap6s a massagem
¢ a um aparente aumento do fluxo sanguineo resultante
das sensacgdes agradaveis de relaxamento envolvidas e
interpretadas como consequéncia de uma atividade pa-
rassimpatica predominante. A nossa pesquisa foi mais
longe, detetando alteragdes durante e depois da mas-
sagem, demonstrando que existem fendmenos muito
mais interessantes envolvidos nestas manobras. Recen-
temente, quando comparada a resposta a massagem em
individuos saudaveis mais velhos ¢ mais jovens, vimos
que a mesma cooperagao contralateral dos membros
estava presente, também sob essas circunstancias es-
peciais, onde apenas um membro estava sendo mani-
pulado *?°, A resposta do grupo mais jovem foi mais
pronunciada que a resposta do grupo mais velho ¢ a
analise wavelet dos componentes dos sinais do FLD ¢
da FPG sugeriu que as principais diferencas se deviam
a uma resposta miogénica ¢ simpatica mais baixas no
caso do grupo dos mais velhos. Em qualquer dos ca-
sos, esta resposta da perfusdo no pé contralateral, na
sequéncia de massagem apenas de um membro esta em
linha com as nossas observagdes sobre esta dindmica
especifica entre o par de membros inferiores humanos,
referida anteriormente, provavelmente destinada a pre-
servar a homeostase circulatoria dos membros inferio-
res 22, Conforme apresentado na Tabela 1 e ilustrado
na Figura 3, é detetado pelo FLD um aumento significa-
tivo no fluxo sanguineo no pé teste durante a Fase II do
protocolo ascendente. Os dois protocolos apresentaram
0 aumento esperado da perfusdo no membro controlo,
embora sem significancia estatistica. Conforme discuti-
do previamente, este fenomeno parece estar relaciona-
do com a idade, mesmo em voluntarios saudaveis . Os
sinais de espectroscopia polarizada parecem ser mais
estaveis, mostrando desvios padrdo muito menores,
mesmo durante a massagem, em comparagdo com oS
registros de FLD (Tabela 1). Temos assim duas regides
de interesse (RI) para analise, em cada perna, uma no
pé e outra na perna como indicado (Figura 2). Contra-
riamente ao que observamos com o FLD (também re-
latado com o FPG), na massagem ascendente ha uma
diminui¢do da perfusdo aqui expressa como CGV em



affected by the handling compression. Nevertheless, a
consistent decrease of RBCC is again registered in the
contralateral limb in both areas, although with no sta-
tistical significance.
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ambos os RI, mas apenas significativa para o pé teste.
Curiosamente, durante a Fase 1l da massagem ascen-
dente, um aumento da CGV no membro contralateral
esta novamente presente (Tabela 1, Figura 3), embora
ndo seja significativo. Para a manobra de massagem
descendente ndo conseguimos identificar um padrio de
resposta nas areas de teste, provavelmente porque estas
duas RI estavam muito proximos das areas de interven-
¢do, sendo afetados pela compressao de manuseio. Ain-
da assim, uma diminui¢@o consistente de CGV ¢é nova-
mente registada no membro contralateral em ambas as
areas, apesar de ndo ser estatisticamente significativa.

Table 1/ Tabela 1 - Impact of the massage protocols (upward and downward) on the inferior
limb perfusion changes measured by two non-invasive techniques. Mean values and respective
standard deviations (sd) are shown as well as comparative statistics between phases (* p < 0.05;
AU, arbitrary units) / Impacto de ambos os protocolos de massagem (ascendente e descendente)

sobre as alteracdes de perfusdo do membro inferior medidas por duas técnicas ndo invasivas. Sao
mostrados os valores médios e os respectivos desvio padrao, bem como a comparagao entre fases
(* p<0,05; UA unidades arbitrarias)

LDF (AU/UA)

TiVi (AU /UA)

Upward test foot/pé teste | foot/pé control | test foot/pé teste| foot/pé control test leg/perna leg/perna control
/Ascendente teste

Phase I/Fase | 25.69 +31.51 | 15.69 +17.82 179.08 +33.64 172.82 +25.60 | 190.14 +26.17 186.68 +28.83

Phase Il/Fase Il 35.383+3.72 | 16.80+20.19 167.21 +33.37 173.51+24.14 | 177.45+32.70 189.59 +35.89

Phase Ill/Fase Il 25.69 +35.10 | 14.05+15.70 173.96 +26.53 168.01 +25.20 | 183.28 +37.51 186.73 +40.02

All-1 (%) 37.732 p=0.028*| 7.107 p=0.345 -6.627 p=0.028* | 0.398 p=0.345 | -6.673 p=0.249 1.561 p=0.917

Alll-1 (%) -0.006 p=0.753 | -10.454 p=0.345 | -2.862 p=0.753 -2.785 p=0.463 | -3.610 p=0.249 0.029 p=0.463

Downward test foot/pé teste | foot/pé control | test foot/pé teste| foot/pé control test leg/perna leg/perna control
/Descendente teste

Phase I/Fase | 18.53+20.02 | 11.97 +12.46 175.38+ 36.74 180.07 39.97 | 185.56 +26.93 174.60 +47.53

Phase Il/Fase Il 25.08 +23.21 | 12.29+9.68 181.88 +35.13 179.84 +42.02 | 175.57 +18.01 173.92 +48.81
Phase Ill/Fase Il 15.49 +13.92 | 9.46 +7.01 183.06 +41.37 179.86 +39.15 | 183.17 +23.22 179.37 +38.17
All-1 (%) 35.330 p=0.116 | 2.645 p=0.463 3.708 p=0.068 -0.125 p=0.715 | -5.384 p=0.068 -0.387 p=0.715
Alll-1 (%) -16.397 p=0.463 | -20.991 p=0.249 | 4.378 p=0.144 -0.117 p=1.000 | -1.291 p=0.273 2.732 p=0.715
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Figure 2/ Figura 2 - TiVi System (high definition image on the left — Tivi
image on the right)/ Sistema TiVi (imagem de alta defini¢@o a esquerda —
imagem TiVi a direita).
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Figure 3/ Figura 3 - [llustrative example of LDF (up) and TiVi (bottom) signals obtained in the massaged limb
(test foot) and in the contralateral non-massaged foot during the execution of one of the protocols (upM). Vertical
lines indicate phase (I to III) transitions. As shown, after initiating Phase II in the massage limb, a contralateral
response is always detected in the contralateral limb, regardless the applied technology (see text).
Exemplo ilustrativo de sinais de FLD (em cima) e TiVi (em baixo) obtidos no membro massajado (teste) e no
membro contralateral, ndo massajado, durante a execugdo de um dos protocolos (Ma). As linhas verticais in-
dicam transigdes de fase (I a III). Conforme demonstrado, apos iniciar a Fase II no membro massajado, uma
resposta contralateral ¢ consistentemente detetada ambas as tecnologias (ver texto).
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Conclusion

This study seems to confirm that any intervention,
massage included, in one of the lower limbs evokes a
contralateral response in the non-intervened limb that
seems to be part of the distal circulation regulation, af-
fecting both limbs to maintain circulatory homeosta-
sis. Moreover, this phenomenon seems to be affected
by age, although the main regulator markers still need
to be identified. Finally, although more experience is
needed, the involvement of this new polarization spec-
troscopy instrument can help gather more information
to better understand this phenomena.
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Conclusao

Este estudo parece confirmar que qualquer intervengao,
incluindo massagem, em um dos membros inferiores,
evoca uma resposta contralateral no membro ndo in-
tervencionado que parece fazer parte da regulagdo da
circulagdo distal, afetando ambos os membros para
manter a homeostase circulatoria. Adicionalmente, este
fenomeno parece ser afetado pela idade, embora os
principais marcadores de regulagdo ainda precisem ser
identificados. Finalmente, o envolvimento deste novo
instrumento de espectroscopia de polarizacdo, embora
seja necessaria mais experiéncia, pode ajudar a obter
mais informagdo para melhor entender todos esses fe-
noémenos.
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