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Resumen 
 

El masaje es una técnica de manipulación conocida desde hace mucho tiempo, utilizada 

para múltiples propósitos principalmente asociados con la salud y el bienestar, a saber, 

en la rehabilitación y el tratamiento y alivio de los síntomas asociados con múltiples 

contextos osteo-mio-articulares y vasculares. Aceptado como beneficioso en muchas 

condiciones de salud y acogido por el paciente, recomendado para todos los grupos de 

edad, desde la infancia hasta las personas mayores, la demostración de su impacto 

fisiológico y los mecanismos involucrados es aún muy limitada, quizás incluso 

controvertida o no concluyente. Algunos estudios han sugerido una contribución 

positiva del masaje para modular el dolor, aliviar la fatiga y control da la ansiedad y el 

estrés, independientemente de las patologías subyacentes. Sin embargo, el uso de 

diferentes técnicas y protocolos de masaje, múltiples y variadas técnicas de grabación, 

y la casi imposibilidad de comparar resultados, son algunas de las dificultades que 

justifican estas complejidades. 

Nuestro principal objetivo fue estudiar el impacto fisiológico del masaje en el miembro 

inferior humano y los mecanismos de adaptación implicados, en poblaciones sanas, 

previamente seleccionadas y caracterizadas. Para registrar eventos de microcirculación 

y con el fin de garantizar la total comodidad y seguridad de los participantes, utilizamos 

técnicas ópticas no invasivas, ampliamente probadas, confiables y reconocidas, como la 

flujometría láser Doppler (FLD), una de las más reconocidas “gold-estándares” y 

fotopletismografía (FPG), que se ha utilizado como un medio complementario de 

cuantificación de la microcirculación. Adicionalmente, y con el fin de ampliar la 

capacidad de analizar directamente estas señales biológicas, necesariamente complejas 

por su naturaleza oscilatoria y no estacionaria, recurrimos a otras estrategias 

matemáticas para el procesamiento de señales. Usamos la transformada de Ondeleta 

(TO), que ha sido adaptada y utilizada para la descomposición de estas señales biológicas 

con el fin de mejorar expandir las capacidades de cuantificación, contribuyendo a la 

estandarización de procedimientos, desde el nivel de definición del dibujo. Experimental 

y, más Recientemente, el análisis de entropía como una forma de analizar la complejidad 

de las señales biológicas. 
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El presente proyecto contó con la colaboración de 98 participantes (32.6 ± 15.5 años) de 

ambos sexos (47 hombres y 51 mujeres). En los artículos aquí descritos utilizamos un 

total de cuatro grupos, el primero de los cuales fue el masaje con 32 participantes (19.8 

± 1.5 años), con 16 hombres y 16 mujeres, y en el segundo grupo, el RVA (Reflejo 

Venoarteriolar), el grupo estuvo formado por 12 participantes (26,0 ± 5,0 años), con 5 

hombres y 7 mujeres. Los dos últimos grupos, con personas mayores, fueron masaje 

(52.6 ± 6.2 años), con 11 hombres y 11 mujeres, y en el último grupo, sometido al 

procedimiento RVA (50.3 ± 5.6 años), con 5 hombres y 5 mujeres. Se confirmó que todos 

los participantes seleccionados eran normotensos y sin signos de deterioro vascular, con 

un índice tobillo-brazo (ITB)> 1.0. El proyecto fue evaluado previamente por el Comité 

de Ética institucional (CE 03/2013.12) y todos los procedimientos siguieron los principios 

de buena práctica clínica establecidos por la Declaración de Helsinki y modificaciones 

posteriores. El protocolo de masaje se evaluó en dos de sus variantes en cuanto a la 

dirección de aplicación: proximal o ascendente y descendente o distal. En todos los 

casos, el procedimiento se aplicó a uno de los miembros inferiores (pierna y pie) 

previamente aleatorizado, sirviendo el otro miembro como control. El procedimiento de 

masaje experimental involucró tres fases de registro continuo, en supinación, con la 

Fase I correspondiente al registro de reposo (basal), durante 10 minutos, Fase II, de 

provocación con la aplicación de masaje de piernas y pies durante 5 minutos. Minutos y 

Fase III, recuperación durante 10 minutos. La perfusión sanguínea se evaluó 

simultáneamente por FPG (PLUX Biosystems, Portugal) y por FLD (PF 5010, Perimed, 

Suecia), con las sondas aplicadas en ambos pies, en la superficie plantar de los dedos 1 

y 2, respectivamente. La presión arterial, medida en el brazo, también se registró en las 

tres fases del protocolo. La aplicación de las dos variantes del protocolo, cuyo orden de 

aplicación fue previamente aleatorizado, fue intermediada por un período de lavado de 

treinta minutos. 

Para el “refinamiento analítico” de las señales FLD, usamos otra herramienta de 

refinamiento analítico, análisis de textura (AT) e se analizó uno subgrupo de masaje con 

29 voluntarios (19.9 ± 1.6 años, 13 hombres y 16 mujeres), como se describió 

anteriormente y usando la TO, las señales FLD se descompusieron en sus componentes 

oscilatorios, para evaluar los posibles mecanismos involucrados. Se consideraron los 

siguientes rangos de frecuencia: de 0.05 a 2 Hz: - cardíaco de 0.6 Hz a 2 Hz; respiratorio 
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de 0.145 Hz a 0.6 Hz; miogénico de 0.052 Hz a 0.145 Hz; simpático de 0.021 Hz a 0.052 

Hz; endotelial dependiente de óxido nítrico (endoDON) de 0.0095 Hz a 0.021 Hz; y 

endotelial independiente del óxido nítrico (endoION) de 0.005 a 0.0095 Hz. 

Para validar a TO en señales FPG, otra herramienta de refinamiento analítico, utilizamos 

datos de un grupo de 12 voluntarios (26.0 ± 5.0 años, 5 hombres y 7 mujeres), sometidos 

a dos protocolos, un masaje como se describe anteriormente y también a un protocolo 

RVA, en el que los participantes realizó un procedimiento en decúbito supino de 10 

minutos con piernas extendidas, Fase I (línea de base); 10 minutos con un miembro 

pendiente a 50 cm del nivel del corazón, Fase II (prueba); y 10 minutos después de volver 

a la posición inicial, Fase III (recuperación). El miembro de prueba fue aleatorizado y el 

contralateral permaneció inmóvil y sirvió como control. En esta validación de la 

complejidad de la señal FPG, también analizamos la textura de las escalogramas de TO, 

utilizando entropía multiescala (EME), un procedimiento estándar, como comparación, 

y la utilidad del AT en el análisis de la complejidad en las señales en señal FPG se 

confirmó, aunque se encontró una menor sensibilidad de esta técnica en las zonas 

espectrales de frecuencias más bajas en relación con la entropía multiescala. 

En este estudio se utilizaron dos grupos de individuos sanos, pero mayores, sujetos a la 

aplicación de los mismos protocolos, masaje y RVA, para evaluar y comparar las 

respuestas identificadas con los grupos de jóvenes. 

Nuestro proyecto se estructuró en cuatro hitos, siendo el primero la definición del 

procedimiento experimental, lo que permitió observar de inmediato que el impacto del 

masaje en la perfusión se observaba en ambas extremidades, a pesar de ser aplicado 

solo a una de las extremidades. El segundo hito, en el que pretendemos profundizar en 

el análisis de la perfusión, también verificamos que el análisis de correlación de las 

señales brutas de LDF y FPG confirmó correlaciones significativas, especialmente en las 

fases I y III, con correlaciones débiles a moderadas aún existentes en el análisis de 

correlación de las componentes de ambas señales obtenidas con la TO, coincidiendo la 

dirección de respuesta de las señales y sus componentes en general, aunque con 

diferentes intensidades de registro. Con este hito, aún confirmamos la utilidad del 

análisis de texturas en el análisis de complejidad en señales FPG, aunque hay menos 

sensibilidad de esta técnica en las zonas espectrales de frecuencias más bajas en relación 



Contribución a un enfoque no convencional de la Función Vascular Periférica 
- estudio del impacto fisiológico del masaje en la circulación del miembro inferior 

12 
 

a la entropía multiescala. En el tercer hito, confirmamos la adecuación de las tecnologías 

de medición no invasivas elegidas y encontramos que el espectro promedio de los 

perfiles de señal de FLD y FPG tienen diferentes amplitudes, independientemente de los 

estímulos que los hacen variar, habiendo observado que el FLD parece ser más sensible 

a los componentes de baja frecuencia, mientras que el FPG parece tener una mayor 

capacidad de discriminación. Este estudio confirmó la ventaja del uso simultáneo de las 

dos tecnologías para evaluar de manera complementaria eventos que implican alterar 

la perfusión micro circulatoria de una manera más integral, ya que las tecnologías 

ópticas utilizadas interactúan de manera diferente con los tejidos. En el último hito, 

confirmamos que, en las condiciones experimentales actuales, el masaje implica más 

que un cambio en la microcirculación local que llamamos Respuesta de Adaptación 

Hemodinámica Inmediata (o PAHR Prompt Adaptive Hemodynamic Response) que 

impacta toda la hemodinámica cardiocirculatoria sistémica. 

Esta respuesta fue abordada de forma complementaria en individuos igualmente sanos, 

pero mayores, constituyendo el último manuscrito de esta colección, recientemente 

enviado para publicación. Aquí demostramos que, aunque los tipos de respuestas 

obtenidas son similares a las obtenidas en participantes jóvenes, esta PAHR es 

dependiente de la edad y por tanto menos evidente, aunque presente, lo que refuerza 

el interés por utilizar este potencial indicador en un entorno clínico. 

 

Con base en los resultados obtenidos en estas publicaciones, pudimos fundamentar las 

siguientes conclusiones principales: 

- que el procedimiento experimental que diseñamos demostró ser riguroso, fácilmente 

reproducible y totalmente adaptado a los propósitos del estudio, garantizando al mismo 

tiempo la total comodidad y bienestar de los participantes. 

- que las tecnologías elegidas para evaluar la microcirculación, a saber, FLD y FPG, 

resultaron adecuadas para el estudio, ya que los resultados permitieron describir con 

precisión cuantitativa la microcirculación periférica in vivo, en condiciones dinámicas 

como las que intervienen en el masaje, habiéndose verificado que el uso de ambas 

tecnologías proporciona un análisis más sostenido de los fenómenos en cuestión. 

- que la maniobra de masaje cuando se aplica a la extremidad inferior de individuos 

jóvenes y sanos, permite incrementar el flujo micro circulatorio en la extremidad inferior 
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masajeada, pero también en la extremidad contralateral, este efecto, 

independientemente de la dirección en la que se aplique el masaje, influyendo en la 

hemodinámica en general, afectando la frecuencia cardíaca y la presión arterial. 

- que esta respuesta hemodinámica al masaje que identificamos en este estudio (PAHR), 

aunque similar, es claramente dependiente de la edad. 

 

 

Palabras llave: masaje; cardiovascular; hemodinámica; FLD; FPG; PAHR 
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Resumo 
 

A massagem é uma técnica manipulativa há muito conhecida, utilizada com múltiplas 

finalidades associadas principalmente à saúde e ao bem-estar, designadamente na 

reabilitação e no tratamento e alívio de sintomas associados a múltiplos contextos 

osteo-mio-articulares e vasculares. Aceite como benéfica em muitas condições de saúde 

e bem acolhida pelo paciente, recomendada para todos os grupos etários, desde a 

infância aos indivíduos mais velhos, a demonstração do seu impacto fisiológico e 

mecanismos envolvidos é ainda muito limitada, porventura até controversa ou 

inconclusiva. Alguns estudos têm sugerido uma contribuição positiva da massagem na 

modulação da dor, alívio da fadiga e no controle da ansiedade e do stress, 

independentemente das patologias de base. Contudo, a utilização de diferentes técnicas 

e protocolos de massagem, múltiplas e variadas técnicas de registo, e a quase 

impossibilidade de compararmos resultados, são algumas das dificuldades que 

justificam estas complexidades.   

O nosso trabalho teve por objetivo central, estudar o impacto fisiológico da massagem 

no membro inferior humano e os mecanismos de adaptação envolvidos, em populações 

saudáveis, previamente selecionadas e caracterizadas. Para registo de eventos da 

microcirculação e no sentido de garantir o total conforto e segurança dos participantes, 

recorremos a técnicas óticas não invasivas, amplamente testadas, fiáveis e reconhecidas 

para este fim, como a fluxometria por laser Doppler (FLD) um dos mais reconhecidos 

“gold-standards” e a fotopletismografia (FPG), que vem sendo usada como meio 

complementar de quantificação da microcirculação.  Adicionalmente, e com o objetivo 

de estender a capacidade de análise direta destes sinais biológicos, necessariamente 

complexos pela sua natureza oscilatória e não-estacionária, recorremos a outras 

estratégias matemáticas para processamento de sinais. Utilizámos a transformada de 

Ondeleta (TO), que tem vindo a ser adaptada e utilizada para decomposição destes 

sinais biológicos com o intuito de melhorar expandir as capacidades de quantificação, 

passando por contribuir para a normalização de procedimentos, desde logo ao nível da 

definição do desenho experimental e, mais recentemente a análise de entropia como   

forma de analisar a complexidade de sinais biológicos. 
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O presente projeto contou com a colaboração de 98 participantes (32.6 ± 15.5 anos) de 

ambos os sexos (47 homens e 51 mulheres). Nos artigos aqui descritos, utilizamos um 

total de quatro grupos, sendo o primeiro de massagem com 32 participantes (19.8 ± 1.5 

anos), com 16 homens e 16 mulheres, e no segundo grupo, do procedimento de RVA 

(Reflexo Veno-Arteriolar), foi de 12 participantes (26.0 ± 5.0 anos), com 5 homens e 7 

mulheres. Os dois últimos grupos, com indivíduos mais velhos, foram um de massagem 

(52.6 ± 6.2 anos), com 11 homens e 11 mulheres, e no último grupo, submetido ao 

procedimento de RVA (50.3 ± 5.6 anos), com 5 homens e 5 mulheres. Todos os 

participantes selecionados foram confirmados como sendo normotensos e sem sinais 

de comprometimento vascular, com índice tornozelo-braço (ITB) > 1.0. O projeto foi 

previamente avaliado pela Comissão de Ética institucional (CE 03/2013.12) e todos os 

procedimentos observaram os princípios da boa pratica clínica estabelecidos pela 

Declaração de Helsínquia e subsequentes emendas.  O protocolo de massagem foi 

avaliado em duas das suas variantes em termos de direção da aplicação: proximal ou 

ascendente e descendente ou distal. Em todos os casos o procedimento foi aplicado 

num dos membros inferiores (perna e pé) previamente aleatorizado, servindo o outro 

membro como controlo. O procedimento experimental de massagem, envolveu três 

fases de registo continuo, em supinação, com a Fase I a corresponder ao registo em 

repouso (baseline), durante 10 minutos, a Fase II, de provocação com aplicação de 

massagem da perna e pé durante 5 minutos e a Fase III, de recuperação durante por 10 

minutos. A perfusão sanguínea foi avaliada simultaneamente por FPG (PLUX Biosystems, 

Portugal) e por FLD (PF 5010, Perimed, Suécia), com as sondas aplicadas em ambos os 

pés, na superfície plantar dos dedos 1 e 2, respetivamente. A pressão arterial, medida 

no braço foi igualmente registada nas três fases do protocolo. A aplicação das duas 

variantes do protocolo, cuja ordem de aplicação foi previamente aleatorizada foi 

intermediada por um período de washout de trinta minutos. 

Para “refinamento analítico” dos sinais de FLD, foi também analisado um subgrupo de 

massagem com 29 voluntários (19.9 ± 1.6 anos, 13 homens e 16 mulheres), conforme 

descrito acima e com recurso à TO, foram decompostos os sinais de FLD nas suas 

componentes oscilatórias, para avaliar os potenciais mecanismos envolvidos. Foram 

considerados os seguintes intervalos de frequência de 0.05 a 2Hz: cardíaca de 0.6 Hz a 
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2 Hz; respiratória de 0.145 Hz a 0.6 Hz; miogénica de 0.052 Hz a 0.145 Hz; simpática de 

0.021 Hz a 0.052 Hz; endotelial dependente de Óxido Nítrico (endoDON) de 0.0095 Hz a 

0.021 Hz; e endotelial independente de Óxido Nítrico (endoION) de 0.005 a 0.0095 Hz.  

Para validação da TO nos sinais de FPG, usamos outra ferramenta de refinamento 

analítico, a análise de textura (AT) e dados de um grupo com 12 voluntários (26.0 ± 5.0 

anos, 5 homens e 7 mulheres), submetidos a dois protocolos, um de massagem 

conforme descrito acima e também a um protocolo de RVA, em que os participantes 

realizaram um procedimento de 10 minutos em supina com as pernas estendidas, Fase 

I (baseline); 10 minutos com um membro pendente a 50 cm em relação ao nível do 

coração, Fase II (teste); e 10 minutos após retorno à posição inicial, Fase III 

(recuperação). O membro de teste foi aleatorizado e o contralateral permaneceu imóvel 

e serviu como controlo. Nesta validação da complexidade do sinal de FPG, analisamos 

ainda a textura dos escalogramas da TO, usando como comparação a entropia 

multiescala (EME), procedimento padrão, tendo sido confirmada a utilidade da AT na 

análise da complexidade em sinais de FPG, pese embora ter sido verificada uma menor 

sensibilidade desta técnica nas zonas espectrais de menores frequências em relação à 

entropia multiescala. 

Foram usados ainda neste estudo, dois grupos de indivíduos saudáveis, mas mais velhos, 

sujeitos à aplicação de mesmos protocolos, de massagem e de RVA, para avaliação e 

comparação das respostas identificadas com os grupos de jovens. 

O nosso projeto foi estruturado em quatro marcos, sendo o primeiro a definição do 

procedimento experimental, o qual permitiu observar de imediato que o impacto da 

massagem na perfusão se observava em ambos os membros, apesar de aplicada em 

apenas uma dos membros. O segundo marco, em que pretendemos aprofundar a 

análise da perfusão, verificamos também que a análise de correlação dos sinais brutos 

de LDF e FPG confirmou existirem correlações significativas, em especial nas fases I e III, 

existindo ainda correlações fracas a moderadas na análise de correlação dos 

componentes de ambos os sinais obtidos com a TO, sendo a direção da resposta dos 

sinais e das suas componentes em geral coincidentes, embora com distintas 

intensidades de registo. Com este marco, ainda confirmamos a utilidade da análise de 

textura na análise da complexidade em sinais de FPG, embora exista uma menor 

sensibilidade desta técnica nas zonas espectrais de menores frequências em relação à 
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entropia multiescala. No terceiro marco confirmamos a adequação das tecnologias de 

medição não invasivas escolhidas e verificamos que o espectro médio dos perfis dos 

sinais de FLD e de FPG possuem diferentes amplitudes, independentemente dos 

estímulos que os fazem variar, tendo observado que o FLD parece ser mais sensível para 

os componentes de baixa frequência, enquanto o FPG parece possuir maior capacidade 

de discriminação.  Este estudo confirmou a vantagem da utilização simultânea das duas 

tecnologias para avaliar, complementarmente, eventos que envolvam a alteração da 

perfusão microcirculatória de forma mais abrangente, já que as tecnologias óticas 

utilizadas interagem de modo diferente com os tecidos. No último marco, confirmámos 

que, nas presentes condições experimentais, a massagem envolve mais do que uma 

alteração da microcirculação local que designamos por Resposta Imediata de Adaptação 

Hemodinâmica (ou PAHR Prompt Adaptive Hemodynamic Response) que impacta toda 

a hemodinâmica cardiocirculatória sistémica.   

Esta resposta foi abordada complementarmente em indivíduos igualmente saudáveis, 

mas mais velhos, constituindo o último manuscrito desta coleção, recentemente 

submetido para publicação. Aqui demonstramos que, embora os tipos de respostas 

obtidas sejam semelhantes às obtidas nos participantes jovens, esta PAHR é dependente 

da idade e por isso menos evidente embora presente, reforçando o interesse da 

utilização deste potencial indicador em meio clínico.  

 

Com base nos resultados obtidos nestas publicações, pudemos então fundamentar as 

seguintes principais conclusões: 

- que o procedimento experimental que desenhamos, demonstrou ser rigoroso, 

facilmente reprodutível e totalmente adequado aos propósitos do estudo, assegurando 

ainda o total conforto, e bem-estar dos participantes. 

- que as tecnologias escolhidas para avaliar a microcirculação, nomeadamente a FLD e a 

FPG, demonstraram ser adequadas ao estudo, pois os resultados permitiram descrever 

quantitativamente com rigor, a microcirculação periférica in vivo, em condições 

dinâmicas como as envolvidas na massagem, tendo sido verificado que a utilização de 

ambas as tecnologias, fornece uma análise mais sustentada sobre os fenómenos em 

causa. 
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- que a manobra de massagem quando aplicada no membro inferior de indivíduos jovens 

e saudáveis, permite aumentar o fluxo microcirculatório no membro inferior massajado, 

mas igualmente no membro contralateral, sendo este efeito, independente do sentido 

em que é aplicada a massagem, influenciando a hemodinâmica em geral, afetando a 

frequência cardíaca e a pressão arterial. 

- que esta resposta hemodinâmica à massagem que identificamos neste estudo (PAHR), 

embora seja semelhante, é claramente dependente da idade.  

 

Palavras-chave: massagem; cardiovascular; hemodinâmica; FLD; FPG; PAHR  
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Abstract 
 

Massage is a long-known technique, applied with your hands for multiple purposes 

associated to health and well-being, namely for rehabilitation and symptoms relief in 

osteo-myo-articular and vascular contexts. Recognized as beneficial in many health 

conditions and well accepted by all age patients, from infants to the elderly, the 

demonstration of its physiological impact and mechanisms is still limited, and 

sometimes controversial or inconclusive. Some studies suggested a positive contribution 

of massage in pain modulation fatigue anxiety relief and stress control regardless of 

other underlying pathologies. The use of different massage protocols, varied assessment 

technologies, and the absence of results comparison are some of the difficulties that 

justify these complexities. 

Our main objective was to study the physiological impact of massage in the human lower 

limb and the involved adaptive mechanisms in previously selected and characterized 

healthy groups.  We used well known reliable non-invasive optical techniques to register 

microcirculation events with total comfort and safety of participants. Laser Doppler 

flowmetry (LDF), one of the most recognized gold standards and photoplethysmography 

(PPG) were our chosen technologies to quantify microcirculation in vivo. In addition, we 

also used other mathematical strategies for signal processing such as the Wavelet 

transform (WT), applied to the decomposition of these signals and texture analysis. 

The present project involved 98 participants (32.6 ± 15.5 years) of both sexes (47 male 

and 51 female). In the papers here described, we used four groups of participants. The 

first one for massage with 32 participants (19.8 ± 1.5 years), with 16 male and 16 female, 

the second group, for the VAR (Veno-Arteriolar Reflex) procedure, with 12 participants 

(26.0 ± 5.0 years), 5 male and 7 female; . The last two groups, with older individuals, 

were one for massage (52.6 ± 6.2 years), with 11 male and 11 female, and a subset of 

this group submitted to VAR procedure (50.3 ± 5.6 years), involving 5 male and 5 female. 

All selected participants were confirmed to be normotensive and without signs of 

vascular impairment, with an ankle brachial index (ABI) > 1.0. The project was previously 

approved by the institutional Ethics Committee (CE 03/2013.12) and all procedures 

followed the principles of good clinical practice established by the Declaration of 

Helsinki and subsequent amendments. The massage protocol was evaluated in two of 
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its variants in terms of the direction of application: proximal or ascending and distal or 

descending. In all cases the procedure was applied to one of the lower limbs (leg and 

foot) previously randomized, with the other limb serving as control. The experimental 

massage procedure involved three phases of continuous recording with participants 

lying down in supination - Phase I corresponding to the resting record (baseline) for 10 

minutes, Phase II, provocation with the application of the procedure for 5 minutes and 

Phase III, recovery for 10 minutes. Blood perfusion was evaluated simultaneously by PPG 

(PLUX Biosystems, Portugal) and by LDF (PF 5010, Perimed, Sweden), with the probes 

applied to both feet, on the plantar surface of toes 1 and 2, respectively. Blood pressure, 

measured in the arm, was also recorded in all phases of the protocol. The application of 

the two protocol variants, whose application order was previously randomized, was 

intermediated by a washout period of thirty minutes. 

For “analytical refinement” of the LDF signals, an massage subgroup was also analyzed,  

with 29 volunteers (19.9 ± 1.6 years, 13 male and 16 female), as described above and  

using the WT, the LDF signals were decomposed into their oscillatory components, to 

assess the potential mechanisms involved. The following frequency ranges between 

0.05 and 2Hz were considered: heart rate from 0.6 Hz to 2 Hz; respiratory from 0.145 Hz 

to 0.6 Hz; myogenic from 0.052 Hz to 0.145 Hz; sympathetic from 0.021 Hz to 0.052 Hz; 

endothelial dependent of Nitric Oxide (endoNOD) from 0.0095 Hz to 0.021 Hz; and 

endothelial independent of Nitric Oxide (endoNOI) from 0.005 to 0.0095 Hz. 

To validate WT in PPG signals, another analytical refinement tool was used, texture 

analysis (TA), with data from a group of 12 volunteers (26.0 ± 5.0 years, 5 male and 7 

female), submitted to two protocols, one of massage as described above and also to a 

VAR protocol, where the participants performed a 10-minute supine procedure with the 

legs extended, Phase I (baseline); 10 minutes with a pending limb 50 cm in relation to 

the heart level, Phase II (test); and 10 minutes after returning to the initial position, 

Phase III (recovery). The test limb was randomized while the contralateral remained 

immobile serving as control. In this validation of the complexity of the PPG signal, we 

also analyzed the texture of the WT scalograms, using multiscale entropy (MSE), a 

standard procedure, as a comparison, and the usefulness of TA in the analysis of the 

complexity of PPG signals was confirmed, although a lower sensitivity of this technique 

was found in the spectral zones of lower frequencies in relation to multiscale entropy. 
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In this study, two groups of healthy, but older individuals were also used, subjected to 

the application of the same protocols, massage and VAR, to evaluate and compare the 

responses identified with the groups of young individuals. 

Our project was structured in four milestones, the first being the definition of the 

experimental procedure, which allowed us to immediately observe that the perfusion 

impact of massage was observed in both limbs, despite being applied to only one of the 

limbs. The second milestone, in which we intended to deepen the data analysis we 

confirmed by correlation analysis of raw LDF and PPG signals the existence of significant 

proximity of these signals in phases I and III. Weak to moderate correlations still existing 

in the correlation analysis of the components of both signals obtained with WT, with the 

direction of the response of the signals and their components in general coincidental, 

although with different recording intensities. We also confirm the usefulness of texture 

analysis in the analysis of PPG signals complexity, although there is less sensitivity of this 

technique in the lower frequency spectral zones in relation to multiscale entropy. In the 

third milestone, we confirm the adequacy of the chosen non-invasive measurement 

technologies and we verify that the average spectrum of the LDF and PPG signal profiles 

have different amplitudes, regardless of the stimuli that make them vary, having 

observed that the LDF seems to be more sensitive to the low frequency components, 

while the PPG seems to have a greater capacity for discrimination. This study confirmed 

the advantage of the simultaneous use of the two technologies to complementarily 

assess events that involve altering the microcirculatory perfusion in a more 

comprehensive way, since the used optical technologies interact differently with the 

tissues.  

In the last milestone, we confirmed that in the present experimental conditions, 

massage involves more than a change in the local microcirculation that we named as the 

Prompt Adaptive Hemodynamic Response (PAHR) impacting the entire systemic 

cardiocirculatory hemodynamics. This answer was addressed in a complementary way 

in equally healthy individuals, but older, constituting the last manuscript of this 

collection, recently submitted for publication. Here we demonstrate that, although 

responses here obtained are similar to those obtained in young participants, this PAHR 
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is age dependent and therefore less obvious, suggesting its potential interest to be used 

as a clinical indicator. 

Based on the results obtained in these four milestones, we were able to substantiate 

the following main conclusions: 

- that the experimental procedure we designed, proved to be rigorous, easily 

reproductible and totally adequate to the purposes of the study, while also ensuring the 

total comfort and well-being of the participants. 

- that the technologies chosen to evaluate microcirculation, namely LDF and PPG, 

proved to be suitable for the study, as the results allowed to quantitatively and 

accurately describe the peripheral microcirculation in vivo, under dynamic conditions 

such as those involved in massage, having been verified that the use of both 

technologies provides a more sustained analysis of the phenomena in question. 

- that the massage maneuver when applied to the lower limb of young and healthy 

individuals, allows to increase the microcirculatory flow in the massaged lower limb, but 

also in the contralateral limb, being this effect, regardless of the direction in which the 

massage is applied, influencing the hemodynamics in general, affecting heart rate and 

blood pressure. 

- that this hemodynamic response to massage that we identified in this study (PAHR), 

although similar, is clearly dependent on age. 

 

Keywords: massage; cardiovascular; hemodynamic; LDF; PPG; PAHR 
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Lista de abreviaturas 
 

AT – Análise de Textura (TA – Texture Analysis) 

DVP – Doença vascular periférica (PVD – Peripheral Vascular Disease) 

EndoDON – endotelial dependente de Óxido nítrico (EndoDON - endothelial NO-

dependent) 

EndoION – endotelial independente de Óxido nítrico (EndoNOI - endothelial NO-

independent) 

EME – Entropia multiescala (MSE - Multiscale Entropy) 

FLD – Fluxometria de laser Doppler (LDF - Laser Doppler flowmetry) 

FPG – Fotopletismografia (PPG - Photoplethysmography) 

IMC – Índice de massa corporal (BMI - Body mass index) 

ITB – Índice tornozelo-braço (ABI - Ankle brachial index) 

ON – Óxido nítrico (NO - Nitric Oxide) 

OMS – Organização Mundial de Saúde (WHO – World Health Organization) 

PAHR – (Resposta Imediata de Adaptação Hemodinâmica) Prompt Adaptive 

Hemodynamic Response 

RVA – Reflexo Veno-Arteriolar (VAR – Veno Arterial Reflex) 

TRF – Transformada rápida de Fourier (FFT - Fast Fourier transform) 

TIVI – (Sistema de Imagem de viabilidade de tecidos) Tissue viability imager 

TO – Transformada de ondeleta (WT - Wavelet transform) 

UA – Unidades arbitrárias (AU – Arbitrary Units) 
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Capítulo I: Enquadramento e Hipóteses 
 

Enquadramento  
 

As doenças cardiovasculares, de acordo com dados do último relatório da OMS [1,2], 

representam a principal causa de morte prematura a nível mundial, uma posição 

consistentemente reforçada na última década. Nestas a disfunção vascular representa 

já a terceira causa de acidente cérebro-vascular [1,2].  

Em Portugal, um estudo recente sobre a prevalência da doença arterial periférica, 

revelou que a doença aterosclerótica oclusiva do membro inferior tem uma prevalência 

de 3-10% na população em geral, que sobe para 15-20% numa população com mais de 

70 anos [3,4]. Este crescimento parece estar associado ao estilo de vida mais sedentário 

e ao aumento da esperança de vida da população nas sociedades mais desenvolvidas 

em que Portugal se enquadra. A doença vascular periférica (DVP), sendo uma patologia 

multifatorial, com grande variabilidade de expressão clínica, está associada a uma 

disfunção da unidade microcirculatória que reduz progressivamente a perfusão, não 

apenas nas regiões mais distais do nosso corpo, mas sobretudo nas regiões 

especialmente sensíveis de maior fluxo. Na sua origem identificamos vários 

determinantes, como a profissão, a alimentação e estilos de vida desadequados. O 

desconforto, a dor, o cansaço, a sensação de pernas pesadas, prenunciam o 

aparecimento de lesões varicosas que posteriormente, podem evoluir para acidente 

vascular mais superficiais (tromboflebites) comprometendo gradualmente a qualidade 

de vida dos pacientes [5-13], ou para fenómenos mais graves e potencialmente mais 
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perigosos como acontece com as flebotromboses, fonte frequente de 

tromboembolismo pulmonar e de morte [14].  

A aterosclerose, é um dos principais fatores causadores da DVP e surge associada a 

múltiplos fatores de risco, incluindo hábitos de vida (consumo excessivo de tabaco e 

álcool) e outras co-morbilidades (obesidade, diabetes) [6,8]. O mecanismo deste 

processo é complexo e multifactorial, resultando na redução do lúmen dos vasos 

afetados, o que significa uma diminuição do aporte de nutrientes aos tecidos, o que 

origina múltiplas perturbações sobretudo nos territórios mais sensíveis (alto fluxo / 

baixa resistência) como é o caso do sistema nervoso central, retina, rim [5,10,11] e claro 

as regiões mais distais dos membros inferiores [5,6].  

As reconhecidas dificuldades de controle terapêutico destas complexas condições 

fisiopatológicas têm promovido a procura de formas alternativas de minorar alguns dos 

sintomas associados à DVP.  Entre estas salientam-se as técnicas manipulativas incluídas 

nas chamadas terapêuticas não-convencionais, algumas de uso milenar e 

profundamente enraizadas na maioria das culturas um pouco por todo o mundo, como 

acontece com a massagem.  

O termo “massagem” genericamente utilizado para designar estes procedimentos 

manipulativos, consiste na mobilização (com as mãos) dos tecidos moles do corpo 

humano efetuada por um terapeuta especializado. A sua prática não envolve riscos 

relevantes nem efeitos secundários nocivos, pelo que a sua utilização é muito bem 

aceite, associada ainda a uma sensação de bem-estar e relaxamento [15-17]. Na 

verdade, a sua utilização como técnica complementar de múltiplas terapêuticas tem-se 

expandido na atualidade [15,18], mesmo nas sociedades mais conservadoras e em 

indivíduos muito jovens (prematuros, recém-nascidos e crianças) [19,20].  
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Uma das técnicas mais populares é a effleurage uma variante da massagem Sueca 

aplicada com inúmeras finalidades, desde o relaxamento [15], ao tratamento estético, 

alívio de dor [20], recuperação muscular [18,21,22], melhoria de fluxo sanguíneo 

[23,25], ou em contextos mais específicos como na recuperação de prematuros [19]. Tal 

significa uma boa experiência de utilização e de obtenção de resultados que, em grande 

parte, não são acompanhados senão por esta evidência clínica onde a explicação de base 

científica está muitas vezes ausente. Este contexto proporciona uma oportunidade 

interessante para investigar estas evidências clínicas, de forma a compreender o 

impacto do procedimento e assim melhor suportar a prática e garantir a eficácia da 

intervenção [27,29,30]. A DVP constitui uma das principais áreas de intervenção da 

massagem, desde as formas mais leves/moderadas como a síndrome das “pernas 

pesadas” até às formas mais obvias de insuficiência vascular [5,6]. Contudo, o impacto 

desse procedimento no sistema cardiovascular está longe de ser esclarecido, apesar das 

múltiplas revisões que sobre este tema têm sido publicadas nos últimos anos [9-13] 

evidenciando mesmo alguma controvérsia e até oposição sobre a natureza dos efeitos 

encontrados [22,31]. A generalidade dos estudos sugere que a massagem facilita a 

perfusão local promovendo a diminuição da pressão arterial e da frequência cardíaca 

[22,28]. No entanto, a variedade de procedimentos, os procedimentos experimentais e 

os meios de quantificação utilizados são de tal forma diversificados que a comparação 

de resultados se torna uma tarefa impossível de conseguir. 

Neste contexto o presente estudo está sustentado num desenho experimental sólido e 

consistente, centrado num estudo clínico complexo, considerando em primeiro lugar o 

superior interesse e proteção do participante. Conduzido de acordo com princípios de 

Boas Práticas Clínicas e princípios bioéticos universais - a Declaração Universal sobre 
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Bioética e Direitos Humanos da UNESCO (19/10/2005); A Carta dos Direitos 

Fundamentais da UE, 2000; Princípios éticos para a investigação médica envolvendo 

sujeitos humanos - Declaração de Helsínquia e consecutivas emendas, as diretrizes de 

Boas Práticas Clínicas e a Diretiva da UE sobre Ensaios Clínicos, tendo ainda em atenção 

a legislação nacional "Lei nº 12/2005", "Decreto-Lei nº 131/2014" ao Regulamento Geral 

de Proteção de Dados (UE) 2016/679 do Parlamento Europeu e do Conselho [32-35]. 

Neste contexto, assumimos utilizar a massagem Sueca por ser a mais conhecida e 

utilizada nos países ocidentais para uma enorme variedade de condições [18,28,29,37-

39]. Esta massagem envolve diversas abordagens e combinações – a effleurage, mais 

superficial, ao longo do eixo principal com pressão constante da mão para relaxar os 

tecidos; a petrissage, envolvendo amassar e elevar para atingir tecidos mais profundos; 

o tapotement, um procedimento destinado a revigorar; a fricção, exercendo maior 

pressão e, a vibração que se espera poder preparar os músculos para uma atividade e 

desempenho mais intensos [18,22,25,45]. Para a avaliação do impacto deste 

procedimento sobre a hemodinâmica, escolhemos tecnologias que correspondem ao 

estado da arte das tecnologias de base ótica, não-invasivas e de fácil acesso e, por isso, 

das mais conhecidas e utilizadas desde a investigação aplicada à prática clínica, e cuja 

experiência de utilização nos permite melhor explorar as suas potencialidades [46-50]. 

Nestas incluímos a fluxometria por laser Doppler (FLD) considerada um golde standard 

[51-55], e a fotopletismografia de reflecção (FPG), uma outra técnica, que também tem 

vindo mais recentemente a conquistar espaço na avaliação da microcirculação [55-59]. 
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Hipóteses   
 

Considerando o enquadramento antes descrito, entendemos ser possível quantificar 

com rigor a perfusão vascular periférica sob o efeito de massagem, em condições tão 

próximas quanto possível do estado fisiológico normal.  

Para tal necessitaremos de: 

1. Escolher e demonstrar a adequabilidade das nossas escolhas no que respeita: 

- Às tecnologias não invasivas selecionadas para quantificação da perfusão 

- À definição do desenho experimental que garanta a reprodutibilidade e ao mesmo 

tempo a exequibilidade do estudo, tendo em consideração o conforto e bem-

estar dos participantes em experimentação, bem como a manutenção da 

homeostase circulatória 

2. Assumir que a manobra de massagem quando aplicada no membro inferior tem 

impacto na perfusão local e provavelmente na hemodinâmica em geral 

Resultam assim como questões de investigação principais: 

I. Como avaliar, o mais próximo possível do estado fisiológico normal, o impacto 

hemodinâmico da massagem no membro inferior humano? 

II. De que modo a massagem localizada no membro inferior afeta a fisiologia 

vascular e microcirculatória? e quais os mecanismos potencialmente envolvidos? 
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Capítulo II: Objetivos 
 

De acordo com os pontos anteriores e, sendo a massagem a técnica manipulativa mais 

utilizada no contexto das terapêuticas não-convencionais, com incidência na circulação 

vascular periférica [17,18,23], pretendemos contribuir para o estudo do impacto 

fisiológico da massagem no membro inferior humano e os mecanismos de adaptação 

envolvidos, focando-nos em populações saudáveis, previamente selecionadas e 

caracterizadas. Sendo certo que muitas revisões têm sido produzidas acerca dos 

fundamentos e conceitos base, definições e caracterização geral de muitas destas 

técnicas [26-30], muito existe ainda por definir para que se consiga uma normalização 

de procedimentos que permitam a comparação e análise rigorosa de dados.  

Resulta assim que, para além da identificação da resposta e obtenção de evidências dos 

efeitos e mecanismos fisiológicos envolvidos na massagem, pretendemos contribuir 

para a normalização de procedimentos, desde logo ao nível da definição do desenho 

experimental, envolvendo diferentes aplicações da técnica de manipulação e diferentes 

tecnologias de abordagem. Estes dados serão analisados em detalhe, utilizando diversas 

estratégias de análise quantitativa. O protocolo experimental assim proposto, será 

aplicado em pacientes humanos saudáveis, de diferente idade e sexo, sem patologia 

clinicamente discernível (é expectável que os indivíduos mais velhos, apresentem já 

alteração da função vascular resultante do próprio processo de envelhecimento). Esta 

abordagem deverá ainda permitir obter indicações sobre o impacto da massagem na 

melhoria das condições e qualidade de vida dos pacientes em geral, bem como sobre o 

seu interesse na promoção e na prevenção da saúde vascular, de forma a demonstrar o 

interesse da exploração clínica desta metodologia. 
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Para tal, propusemo-nos percorrer o trajeto sequenciado nos seguintes marcos 

(milestones):  

Marco 1 - Definição do procedimento experimental para 

quantificação da resposta fisiológica associada à massagem in 

vivo.  
 
A inexistência de procedimentos experimentais previamente testados e padronizados 

determinou como prioridade a definição do procedimento experimental envolvendo a 

massagem a aplicar in vivo, de modo a assegurar a sua reprodutibilidade e rigor que, de 

acordo com as dificuldades antes apontadas, nos permitisse obter resultados 

comparáveis em idênticas circunstâncias experimentais, tão próximas quanto possível 

do estado fisiológico normal (modelo fisiológico). O protocolo original que desenhámos 

com registos contínuos, a) antes da massagem (baseline), b) durante a massagem num 

membro aleatorizado (servindo o outro como controlo) e c) depois da massagem (fase 

de recuperação), foi pensado para proporcionar uma visão dinâmica, tão detalhada 

quanto possível, sobre todo o processo de adaptação ao procedimento, e ao mesmo 

tempo, permitindo registar as variáveis hemodinâmicas que classificámos como 

representativas das alterações em análise.  

Quanto à quantificação da resposta fisiológica associada à massagem no membro 

inferior, utilizámos como pressuposto tecnológico, a utilização de técnicas não invasivas, 

amplamente testadas e reconhecidas. As tecnologias de base ótica que escolhemos 

gozam de ampla demonstração da sua aplicabilidade para este tipo de avaliação, 

podendo ser diretamente aplicadas na pele in vivo, um órgão especialmente adequado 

para o estudo da microcirculação [46]. A fluxometria por laser Doppler (FLD) é a 
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tecnologia de referência [51-55], o golde standard e, por isso, a nossa primeira escolha. 

Contudo, conhecida a instabilidade deste tipo de sinais, não-estacionários e pulsáteis, 

entendemos utilizar simultaneamente uma outra tecnologia, também ela ótica e não 

invasiva de há muito conhecida e recentemente melhorada com a mais moderna 

eletrónica – a fotopletismografia (FPG) [55-59]. Ambas as tecnologias foram comparadas 

de modo a garantir a adequabilidade da sua escolha como tecnologias de referência 

para a obtenção destes objetivos. 

Neste enquadramento geral foi possível evidenciar um dos dados experimentais tão 

relevante quanto inesperado – o impacto da massagem na perfusão de ambos os 

membros, apesar de aplicada em apenas um dos membros. Apesar de se tratar de um 

achado cuja origem e significado fisiológico teriam que ser analisados em passos 

subsequentes, trata-se desde já de um achado que merece especial referência neste 

marco. Os resultados, incluindo a definição do protocolo-base, encontram-se relatados 

no: 

Artigo I – “About the in vivo discriminatory capacity of photoplethysmography versus 

laser Doppler flowmetry” 
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Marco 2 - Levando mais longe a análise de perfusão em função 

da massagem. 
 
Os dados de perfusão obtidos através destes métodos de base ótica (FLD e FPG) revelam 

sinais complexos, tipicamente pulsáteis e não-estacionários em resultado da 

contribuição dos múltiplos fatores que asseguram a hemodinâmica vascular e o seu 

controle. Estes envolvem como elementos centrais da função “hidráulica” o 

bombeamento cardíaco e a respiração, a resistência dos vasos periféricos resultante da 

atividade miogénica e endotelial da sua parede e a atividade autonómica (simpática) 

que aqui se faz sentir. A circulação nas unidades mais pequenas de cada tecido e 

território – a microcirculação, resulta da articulação em cada momento de todos estes 

fatores produzidos pela permanente interação entre sensores e efetores centrais e 

locais.  

As tecnologias que escolhemos na origem do nosso projeto possuem uma base biofísica 

semelhante e utilizam luz com diferentes comprimentos de onda, a referência, FLD e 

mais utilizada e a solução mais moderna, FPG, cada vez mais utilizada pela melhor 

qualidade de sinal adquirido face à pletismografia original (menos ruído graças à 

separação das fontes de alimentação de aquisição e de transmissão, também pela 

ausência de cabos, custo mais baixo, entre outras).  Apesar das similitudes, foi essencial 

confirmar a adequabilidade desta escolha.  Os nossos resultados permitiram evidenciar 

que ambas as tecnologias foram capazes de detetar o mesmo tipo de fenómeno, 

mostrando o mesmo impacto da massagem em ambos os membros, apesar de aplicada 

apenas num dos lados aleatoriamente escolhido.  
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Neste trabalho comparámos ainda o mesmo procedimento de massagem orientado em 

direções opostas (proximal e distal) de forma a perceber a importância deste 

condicionante por vezes referido como tal em literatura mais especializada. Os 

resultados permitiram confirmar que o FLD e FPG são tecnologias adequadas para 

descrever quantitativamente a microcirculação periférica in vivo em condições 

dinâmicas como as envolvidas na massagem, aparentemente mais evidentes com o 

procedimento proximal (do pé para o joelho), para além de ficar demonstrado que a 

utilização de ambas as tecnologias, fornece uma análise mais sustentada sobre os 

fenómenos em causa.  

As semelhanças conceptuais destas duas tecnologias originam padrões de registo 

semelhantes, pulsáteis e não-contínuos, mas de difícil leitura e interpretação. Como 

antes se refere, esta complexidade resulta da contribuição simultânea do coração da 

respiração e das atividades simpática, miogénica e endoteliais (dependente de NO e 

independente de NO) na parede vascular. Estes diferentes componentes fazem parte do 

espectro das ondas de perfusão obtidas por FLD e podem ser detetados numa gama de 

frequências entre 0,05 e 2Hz [62].  Para o processamento deste tipo de sinais 

microcirculatórios e identificação destes componentes parece ser especialmente 

adequada a Transformada de Ondeleta (TO ou Transformada Wavelet de Morlet, WT), 

[61-66] oferecendo bons níveis resolução, sobretudo quando comparada com a 

Transformada de Fourier, pois é reconhecida como podendo preservar melhor a relação 

tempo/frequência, que é essencial face a fenômenos que variam em frequências muito 

baixas e ao longo do tempo, como no presente caso.  
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Resulta assim de forma clara, que esta análise de componentes do sinal de perfusão 

obtido com FLD encerra um enorme potencial no que respeita à contribuição de cada 

um daqueles componentes para a resposta registada em cada contexto experimental. 

Entendemos assim explorar também esta análise, uma vez que estes componentes 

oscilatórios podem proporcionar uma visão mais detalhada sobre os mecanismos 

fisiológicos em curso.  

Efetivamente, a analise de TO, nas suas componentes que se reconhecem estar 

relacionadas com a atividade de diferentes órgãos e tecidos [63], da perfusão obtida do 

sinal de FLD durante a massagem, mostrou o aumento dos componentes cardíaco e 

respiratório, a par do aumento da atividade miogénica. As componentes, simpática e 

endoteliais (dependente de ON e independente de ON) diminuíram durante a fase de 

aplicação de massagem.  

Estendemos então esta estratégia de análise aos sinais de FPG, conscientes de se tratar 

de um exercício exploratório já que são raros os trabalhos publicados sobre este tema 

[66]. Nestas condições encontrámos resultados de análise de evolução dos 

componentes FLD e FPG sobreponíveis, identificados no mesmo intervalo de 

frequências conhecidas para a FLD (cardíaca 0.6 Hz a 2 Hz; respiratória 0.145 Hz a 0.6 

Hz; miogénica 0.052 Hz a 0.145 Hz; simpática 0.021 Hz a 0.052 Hz; endoDON 0.0095 Hz 

a 0.021 Hz; e endoION 0.005 a 0.0095 Hz) embora mais evidentes com o sinal de FLD. 

A analise de correlação dos sinais brutos de FLD e FPG confirmou estarem 

significativamente correlacionados, em especial nas fases I e III, enquanto, a análise de 

correlação dos componentes de ambos os sinais obtidos com a TO, mostrou correlações 

fracas a moderadas. Desta forma confirmámos que, nestas condições experimentais, a 



Contribuição para uma abordagem não convencional da Função Vascular Periférica  
- estudo do impacto fisiológico da massagem na circulação do membro inferior 

 

35 
 

direção da resposta dos sinais e das suas componentes são em geral coincidentes, 

embora com distintas intensidades de registo, em especial na fase III. 

Adicionalmente, sabendo que existem outras formas de exploração deste tipo de sinais 

(FLD e FPG) que recolhemos e com o intuito de preparar um método para utilização 

neste tipo de estudos, avançamos na aplicação de duas ferramentas analíticas para 

validação e teste dos resultados da aplicação da transformada de Ondeleta aos sinais de 

fotopletismografia. As ferramentas aplicadas neste estudo foram a análise de textura e 

a entropia multiescala para validação da respetiva transformada para os sinais de FPG. 

Os resultados demonstraram que a análise de textura permitiu detetar uma diminuição 

na complexidade, que pode ser interpretada como um aumento da entropia da textura 

dos escalogramas obtidos do sinal de FPG durante a manobra realizada, o que sugere 

uma diminuição da competência dos mecanismos de regulação vascular e representa 

uma alteração semelhante à observada com a ferramenta de referência para este tipo 

de análise.  

Com este estudo, foi então confirmada a utilidade da análise de textura na análise da 

complexidade em sinais de FPG, pese embora ter sido verificada uma menor 

sensibilidade desta técnica nas zonas espectrais de menores frequências em relação à 

entropia multiescala.  

Em qualquer caso, estes estudos demonstram a vantagem da utilização simultânea das 

duas tecnologias e o interesse da análise de componentes destes sinais através da TO e 

de outras ferramentas analíticas como a análise de textura, proporcionando uma visão 

mecanística dos eventos em estudo. 
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A demonstração da adequabilidade da utilização destas tecnologias bem como da 

respetiva análise de dados, encontram-se detalhadamente relatados nos: 

Artigo II – “Comparing the effects of the human hind limb massage by analysis of Laser 

Doppler Flowmetry and Photoplethysmography signal components with the wavelet 

transform” 

Artigo III – “Texture Analysis is a Useful Tool to Assess the Complexity Profile of 

Microcirculatory Blood Flow”  
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Marco 3 - Adequação da escolha das tecnologias de medição aos 

propósitos do estudo. 
 
Tendo sido demonstrada a importância da análise espectral dos componentes dos sinais 

de perfusão obtidos com o FLD e com o FPG, dum ponto de vista mecanístico, quisemos 

avaliar as características oscilatórias de cada um destes sinais uma vez que a FPG tem 

sido frequentemente referido como um substituto “low-cost” da FLD. Para comparar os 

padrões de registo associados a estes sinais de perfusão, também conhecidos por 

“flowmotion”, obtidos por FLD e por FPG nas mesmas condições experimentais, 

escolhemos um estímulo capaz de aumentar a perfusão distal – a massagem, e outro 

conhecido por diminuir a perfusão – a hiperóxia. Como antes, os sinais de FLD e de FPG 

foram seguidos em todas as fases das adaptações promovidas por estes estímulos, e 

analisados por TO.   

Os resultados obtidos nestas condições demonstraram, mais uma vez, que ambas as 

tecnologias detetaram as alterações de perfusão esperadas em ambos os membros, 

confirmando que FLD e FPG medem de facto a perfusão, embora com diferentes 

padrões de movimento, sugerindo que, provavelmente, medem a diferentes 

profundidades.  Efetivamente, através da análise de TO, confirmámos que os 

componentes espectrais de FLD e FPG se sobrepõem nos intervalos cardíaco (1.7–

0.7 Hz), respiratório (0.7–0.2 Hz), miogénico (0.2–0.05 Hz), simpático (0.05–0.027 Hz), 

endotelial dependente de ON (0.027–0.013 Hz), e endotelial independente de ON 

(0.013–0.0064 Hz), contudo, não conseguimos encontrar correlações fortes entre os 

componentes de FLD e de FPG.  Numa análise mais detalhada, encontrámos para a 

massagem, correlações positivas apenas para os componentes de maior frequência 

(cardíaco, respiratório e miogénico), enquanto para no protocolo de hiperóxia, foram 
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encontradas correlações positivas apenas nos componentes endoteliais de mais baixa 

frequência. Estas observações sugerem que os espetros das componentes do sinal, são 

diferentes, o que significa distintas interações luz - tecido para as duas tecnologias, em 

termos de penetração, sensibilidade e reflexão.  Deveremos ter em consideração que a 

própria compressão dos tecidos pode promover a penetração da luz, nomeadamente 

com a FPG. 

Igualmente importante, o espectro médio de todos os participantes, demostrou que os 

perfis de FLD e de FPG possuem diferentes amplitudes, independentemente dos 

estímulos que os fazem variar, o que nos levou a comparar a sensibilidade, a 

especificidade e a reprodutibilidade de ambas as tecnologias, permitindo concluir que o 

FLD parece ser mais sensível especialmente para os componentes de baixa frequência, 

enquanto o FPG parece possuir maior capacidade de discriminação. 

Este estudo demonstra em qualquer caso, a vantagem da utilização simultânea das duas 

tecnologias para avaliar, complementarmente, eventos que envolvam a alteração da 

perfusão microcirculatória. Estes dados, bem como a sua análise, encontram-se 

detalhadamente relatados no artigo seguinte: 

Artigo IV – “Different lasers reveal different skin microcirculatory flowmotion – data 

from the wavelet transform analysis of human hindlimb perfusion” 
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Marco 4 - Estudo da dinâmica microcirculatória na resposta a 

uma massagem do membro inferior. 
 
Por fim, com o objetivo de caracterizar o impacto da massagem do membro inferior 

sobre a perfusão local e sobre a dinâmica do sangue no sistema cardiovascular, 

desenhamos um estudo envolvendo 32 participantes jovens, de ambos os sexos (16 

homens e 16 mulheres), saudáveis. Aplicámos a este grupo de estudo as metodologias 

(experimental e analítica) até aqui desenvolvidas, incluindo duas variações da técnica de 

massagem (centrípeta ou proximal e centrifuga ou distal) até aqui usada. 

A razão para o estudo destas variações na direção da aplicação da massagem, prende-

se com a prática clínica da massagem ter sido empregue e aperfeiçoada de forma 

empírica ao longo dos tempos, sendo recomendada a sua aplicação no sentido 

ascendente ou proximal, não tendo sido efetivamente demonstrado de forma objetiva, 

qual o seu impacto na microcirculação dos membros inferiores, nem noutras aplicações 

em que tem sido usada. 

Os efeitos descritos da massagem sobre a função cardiovascular não são consensuais, 

com resultados muitas vezes inconsistentes e até contraditórios [24,29]. Estão 

identificados a bradicardia, a bradipneia e a diminuição da pressão arterial [21,22,28]. 

Contudo, a diversidade de protocolos experimentais, variáveis e meios de medição tem 

impedido a comparação objetiva de resultados. Nas presentes condições experimentais, 

em que a massagem se aplica exclusivamente em um dos membros inferiores, em 

ambas as direções (alternadamente, após um período de wash-out), medindo ambos os 

membros (o membro massajado e o membro contralateral, não massajado) 

observámos, consistentemente, que a massagem evoca um aumento da perfusão no 
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membro massajado, assim como, semelhante resposta no membro contralateral (não 

massajado) embora menos intensa. A diminuição da pressão arterial e da frequência 

cardíaca estão também consistentemente presentes. 

Estas respostas haviam já sido identificadas e publicadas pelo nosso grupo de 

investigação, conforme descrito, sendo igualmente detetadas com as duas técnicas 

usadas neste estudo (FLD e FPG).  

Constatamos que este tipo de manobra, embora superficial, é capaz de promover uma 

resposta hemodinâmica nos dois membros, que deverá resultar de um mecanismo 

adaptativo neuro-endócrino envolvendo componentes centrais e periféricos. De resto, 

este tipo de mecanismo de adaptação hemodinâmica foi igualmente detetado em 

outros estudos do nosso grupo. Com humanos, no estudo da resposta hemodinâmica à 

hiperóxia [47,66], com o estudo do reflexo venoarteriolar (VA) [50,66,67], ou mais 

recentemente, no estudo do impacto do exercício isométrico em apoio unipodal [68]. 

Este mecanismo foi também observado no rato, durante o processo de neoangiogénese 

que se sucede à isquemia, cirurgicamente induzida, do membro posterior (hind-limb 

ischemia) [69,70]. Todas estas intervenções provocam mudanças agudas na 

microcirculação regional as quais parecem ativar o mesmo tipo de integração 

cardiovascular. A rede somato-sensorial responsável deve, provavelmente, envolver 

diferentes vias aferentes, mas evoca o mesmo tipo de resposta adaptativa 

hemodinâmica para restaurar a homeostasia circulatória geral e, por isso mesmo, é 

também detetável no membro contralateral. 

A comparação dos resultados obtidos com as duas variantes da massagem no sentido 

ascendente (proximal) e no sentido descendente (distal), não permitiu encontrar 
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diferenças significativas, sugerindo que não serão diferentes entre si. Os nossos 

resultados sugerem que o sentido da massagem não diferencia ou altera a resposta 

fisiológica. Contudo as respostas à massagem ascendente parecem provocar registos 

mais evidentes, pelo que passámos a utilizar os resultados desta variante na análise 

ulterior dos nossos resultados. 

A análise de componentes do sinal de FLD realizado com a TO (flowmotion) demonstrou 

que a massagem evoca aumentos substanciais nos componentes cardíacos, 

respiratórios e miogénicos e uma redução dos componentes simpáticos e endoteliais, 

especialmente no membro massajado. Alterações semelhantes, mas menos evidentes, 

são detetadas no membro contralateral e não massajado. 

Este estudo confirmou ainda, a presença de diferenças de perfusão entre sexos, com 

valores mais elevados nos homens, detetados com as duas tecnologias (FLD e FPG). Estas 

diferenças estão descritas na literatura e notam-se em especial em repouso, parecendo 

desaparecer na resposta à massagem.  Estes dados estão devidamente reunidos e 

analisados no artigo seguinte: 

Artigo V – “Lower limb massage in human increases local perfusion and impacts systemic 

hemodynamics” 

 

A caracterização desta PAHR tornou-se assim uma direção de investigação necessária, a 

fim de melhor a caracterizar e estabelecer a sua aplicabilidade, especialmente como 

indicador com potencial clínico.  Desta forma, procurámos perceber qual o impacto do 

envelhecimento sobre a PARH, reproduzindo experiências antes realizadas em 

participantes mais jovens, num painel de indivíduos mais velhos. Utilizámos como 
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“modificadores” a massagem (proximal) do membro inferior e o VAR que, como antes 

confirmámos, produzem efeitos opostos sobre a perfusão medida em ambos os pés.    

Conforme esperado, o perfil PAHR que obtivemos, foi em tudo semelhante ao obtido com 

o grupo de participantes mais jovens, mas claramente menos expressivo, para os dois 

protocolos de massagem e VAR. Nestes, a massagem, constituindo o “modificador” mais 

ligeiro e fugaz, apenas provocou aumentos significativos da perfusão no membro 

massajado. Ao contrário do VAR, que provocou uma redução significativa da perfusão em 

ambos os membros inferiores.  Esta dependência da idade do PARH parece significar uma 

estimulação sensorial aferente, com integração e respostas efetoras mais reduzidas do que 

nos indivíduos mais jovens, e que poderão ser mais expressivas nem caso de doença.  Estas 

notas aqui resumidas, encontram-se relatados no:  

Artigo VI – “The modification of skin microcirculatory perfusion evokes a Prompt 

Adaptive Hemodynamic Response – perspective as an endpoint to investigate 

integrative cardiovascular (dis)function in vivo” 

 

Conseguimos assim comprovar que a massagem, nas presentes condições experimentais, 

envolve mais do que uma alteração local da microcirculação, evocando uma Resposta 

Imediata de Adaptação Hemodinâmica (ou PAHR - Prompt Adaptive Hemodynamic 

Response) que impacta toda a homeostase cardiocirculatória. Esta resposta, (a) não é 

exclusiva do membro inferior (dados não publicados) (b) não depende da variante de 

massagem aplicada, nem (c) do sexo, sendo ainda (d) influenciada pela idade (resultados 

não publicados) e (e) e expectavelmente modificada por patologia (doença vascular 

periférica, por exemplo), justificando a exploração da sua potencial utilização para fins 

de diagnóstico clínico.   
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Capítulo IV: Publicações e Resultados 
 

Apresenta-se de seguida a compilação dos artigos publicados no âmbito do Projeto de 
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Abstract 

Cardiovascular homeostasis is a notable example of integrative physiology regulation 

involving the interaction of multiple players to ensure a permanent adaptation to each 

organ’s needs, without a single unique “maestro.” This prompt adaptive hemodynamic 

response (PAHR) to transitory changes in skin microcirculation was our focus, with the 

aim to better understand its characteristics and potential use as a clinical endpoint. 

Twenty-two healthy adults (both sexes, 52.5 + 6.1 y.o.) were selected. Procedures were 

approved by the institutional Ethical Commission and complied with principles of good 

clinical practice for human research.  We used two optical technologies to evaluate 

perfusion - laser Doppler flowmetry (LDF) (Perimed PF5010, Perimed, Sweden) and 

photoplethysmography (PPG) (Bitalino-PLUX Biosignals, Portugal). Sensors were 

applied in both feet (2nd and 3rd toes, inferior) to record perfusion at baseline (i) and during 

a (single limb) challenge (ii) and recovery (iii). Two challenges with opposite impact on 

perfusion were applied - massage (n=22) and a venoarteriolar reflex (VAR) (n=10) 

procedure. Descriptive and comparative statistics were performed, and a 95% level of 

confidence adopted. As in our previous study, PAHR was detected by LDF and PPG in 

both limbs. A perfusion increase was observed with massage (only significant in the test 

limb) and a perfusion decrease (statistically significant in both limbs) with VAR, 

accordingly altering (p< 0.05) blood pressure and pulse. LDF signals decomposition 

analysis (wavelet transform) was similar to those obtained in younger participants, 

although more discrete. VAR produced a clear reduction (p<0.05) in all components in 

the test foot.  The apparent age dependency of PAHR suggests that pathology might 

compromise its efficiency. PARH seems to be the basis of all hemodynamical adaptive 

homeostasis, illustrating a complex interaction between peripheral and central sensors 

and effectors and suggesting potential utility as an endpoint with predictive value to 

investigate human in vivo cardiovascular function.  

 

Keywords: Prompt Adaptive Hemodynamic Response - PAHR; cardiovascular; 

microcirculation; homeostasis; LDF; PPG 
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Introduction 

From the physiological point of view, microcirculation is regarded as the most important 

component of the cardiovascular system. It is essential to preserve cell viability and all 

organ functions and involves a remarkable capacity to adapt local perfusion to global 

haemodynamical requirements (1-4). Endothelium and microvascular walls are not 

passive structures reacting to blood pressure. Perfusion biophysics (flow, stress, pressure, 

stretch, and resistance) originating from heart contraction and tempered by large arteries 

condition microcirculation. The permanent crosstalk between microcirculation and higher 

circulatory structures is manifested in various ways (2,4-8). In fact, recent evidence 

demonstrates that these forces resulting from the pulsatile pressure and flow, known for 

many years as the Windkessel effect (9), trigger chemical signaling and transduction from 

microcirculation (7-9). The permanent management of different sensors and effectors, 

central as peripheral, involves multiple neuroendocrine regulation mechanisms for 

prompt vascular adjustment - down to the microcirculatory level - to ensure a continuous 

balance between the cell needs and cardio-respiratory performance. Therefore, under 

normal physiological conditions, this balance between macro and microcirculation results 

in a hemodynamical homeostasis which requires structural integrity to respond to 

neuroendocrine output affecting cardiorespiratory performance, systemic vascular 

resistance, and local microcirculatory (endothelial and myogenic) activity (5-10). When 

this balance cannot be maintained, disease develops. Microcirculatory dysfunction is 

related to high blood pressure and atherosclerosis, both of which increase pressure and 

flow pulsatility. The latter condition is an indicator of microcirculatory damage especially 

relevant to sensitive high flow / low resistance organs such the retina and the central 

nervous system and the kidney (10-12) . Recently, microcirculatory dysfunction has also 

been associated with many other non-cardiovascular pathophysiological processes, 
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including metabolic, neurodegenerative, and neoplastic processes, among others (13-17). 

However, detailing the terms of the cross-talk between regulators and effectors and 

identifying early indicators of dysfunction (and disease) are still uncertain objectives, and 

overcoming this limitation could improve preventation and prognosis for many disease 

states .   

 

Our research group has been dedicated to the physiological modeling of microcirculatory 

function to identify the basic mechanisms contributing to the regulation and maintenance 

of local flow and cardiovascular homeostasis (6, 18-23). Our observations of 

microcirculatory perfusion, as quantified by non-invasive optical-based systems, may 

have clinical relevance and utility. By challenging local skin microcirculation with 

different (intensity/duration) hemodynamical modifiers (e.g., reactive hyperemia, 

hyperoxia, massage), we can identify and reproduce the same endpoint integrating 

various reflexes, what we named as  a “Prompt Adaptive Hemodynamic Response” 

(PAHR), which immediately attempts to reestablishes a (regular) circulatory homeostasis, 

independent of the type of circulatory challenge triggering modification, as we have 

previously published in studies with young healthy adult participants (20,22).   Our goal 

in the present study was to characterize and further explore this PAHR in aged 

participants submitted to two different challengers – massage (effleurage) and a leg-

dropping procedure to evoke the venoarteriolar reflex VAR, with the expectation to 

observe an age-dependency which may help us to interpret its physiological significance 

and applicability. 

 

Methods 

Subjects 
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A convenience sample of twenty two healthy participants (52.5 + 6.1 years old) both sexes 

(n=11 for each sex) was selected after informed written consent. Specific inclusion / non-

inclusion criteria previously defined and applied in similar research (19) were applied. 

All participants were normotensive with no signs of vascular impairment, confirmed by 

the Ankle-Brachial Index (ABI 1.1 + 0.1) (24), normal body mass index (BMI 24.8 + 2.1), 

and (self-reported) equivalent levels of physical activity. Further, participants were non-

smokers and free of any regular medication or food supplementation. All female 

participants were menopausal without hormone-replacement therapy. Study participants 

were asked to refrain from consuming caffeinated and/or any other vasoactive beverages 

within 24 hours prior to the experiments. 

All procedures were previously approved by the institutional Ethical Commission and 

carried out in accordance with the Declaration of Helsinki and respective amendments, 

observing good clinical practice for medical research involving human participants (25). 

 

Experimental 

Experiments took place with controlled temperature and humidity (21 + 1ºC; 40-60%%) 

and light. Participants were allowed to acclimatize to room conditions (~20 min) lying in 

the supine position.  

 

Massage 

Massage was applied to one randomly chosen leg with the contralateral leg, in the same 

position, serving as control. This procedure, also known as effleurage was applied to all 

individuals in the ascending direction by an experienced licensed therapist (26,27) and 

involved the application of short, rhythmic and repetitive strokes with light compression, 

with the palms of both hands gliding along the (challenged) leg’s longitudinal axis, in the 
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proximal direction (from the ankle to the knee) to soften and lengthen muscle fibers. 

Almond oil, known to affect only the most superficial epidermal layers, was used as a 

lubricant to reduce any friction discomfort (28,29). The protocol, as registered by LDF 

and PPG (see below), included three phases – a 10-minute baseline resting register (Phase 

I), a 5-minute massage challenge (Phase II), and a 10-minute recovery (Phase III).   

 

The Veno-arterial Reflex (VAR)  

From the original participant pool, five men and five women (mean 50.3 + 5.64 years old, 

ABI 1.1 + 0.1and BMI 24.9 + 2.2) volunteered to participate in a standard VAR procedure 

(30). The experiment involved a 10 minute baseline recording phase, in a supine position, 

both legs lying parallel to the body axis (Phase I); a 10 minute challenging recording 

phase with one randomly chosen leg pending approximately 50 cm below the heart level 

(Phase II); and a 10-minute recovery (Phase III), resuming the initial position.  

 

Measurement technologies and signal processing 

In both procedures, blood perfusion was assessed through laser Doppler flowmetry (LDF) 

and photoplethysmography (PPG), two optical technologies based on related principles 

but with different skin depth capacities (31-33).  LDF and PPG sensors were applied in 

the plantar aspects of the second and first toes, respectively, in both feet. This strategy 

substantially reduces variability when measuring in the distal inferior limb as previously 

published (6,20,22). LDF signal, expressed in arbitrary Blood Perfusion Units (BPUs), 

was obtained with a Perimed PF5010 system (Perimed, Sweden), which also allowed the 

continuous monitoring of skin surface temperature. PPG signal, also expressed in BPUs, 

was obtained by a Bitalino Plugged Kit (PLUX Biosignals, Portugal), which also recorded 

Blood Volume Pulse (BVP) and heart rate. Blood pressure (systolic and diastolic) was 
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measured in the arm during the procedure (Tensoval Comfort device, Hartman, 

Germany).  

LDF signals (32 Hz sampling rate) were further decomposed by the Wavelet transform 

(WT) analysis by a MATLAB-based toolbox (Mathworks Inc., 151 Natick, MA, USA) 

into their main frequency components (cardiac, respiratory, myogenic, sympathetic, 

endothelial NO-dependent (endoNOd) and endothelial NO-independent (endoNOi)) to 

assess their contribution to the signal obtained. Reference frequency bands for cardiac 

(0.6 Hz to 2 Hz), respiratory (0.145 Hz to 0.6 Hz), myogenic (0.052 Hz to 0.145 Hz), 

sympathetic (0.021 Hz to 0.052 Hz), endothelial NO-dependent (endoNOd - 0.0095 Hz 

to 0.021 Hz) and endothelial NO-independent (endoNOi - 0.005 to 0.0095 Hz) (34-36) 

components were used. 

 

Statistics 

Descriptive and comparative statistics were applied to LDF and PPG signals and to the 

WT components using IBM SPSS v22.0 software (IBM Corporation, NY, USA).  

Perfusion changes were calculated as the mean value of the LDF signal and as the mean 

amplitude of the PPG signal. In the absence of a normal distribution, a non-parametric 

approach was adopted using the Wilcoxon signed-rank test for paired samples for phase 

comparisons and the Mann-Whitney U test for independent samples. For the wavelet 

analysis, the activity of each component was calculated for each phase as the percent ratio 

of the area under the curve (AUC) of that signal component in the frequency spectrum 

divided by the AUC of the entire frequency spectrum for that phase.  A confidence level 

of 95% (p<0.05) was adopted. 
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Results  

The application of the effleurage procedure to a single limb modifies perfusion in both 

the challenged and the contralateral non-challenged limbs (6,20-23) (Figure 1, Table 1). 

This integrated reflex, which our group has named PAHR is consistently detected by both 

LDF and PPG. PAHR is statistically significant in the foot of the challenged limb, and 

disappears in both limbs in recovery (Phase III). Significant reductions (p<0.05) in 

systolic and diastolic pressures (the latter persisting in the Phase III) and pulse are also 

detected (Table 1).   

Illustrative examples of these observations are shown in Figure 1. 

 
Figure 1 - Illustrative example of the mean lower limb perfusion changes expressed in in arbitrary blood 

perfusion units obtained by laser Doppler flowmetry (LDF) and reflection photoplethysmography (PPG) in 

all participants’ test and contralateral lower limbs after application of the proximal massage (effleurage) 

procedure (left side) and the venoarteriolar reflex (right side) respectively.   

 

Table 1 - Mean lower limb perfusion changes expressed in in arbitrary blood perfusion units obtained by 

laser Doppler flowmetry (LDF) and reflection photoplethysmography (PPG) in all participants’ left and 

right lower limbs after application of the proximal-ascending massage (effleurage) procedure (see text). 

Blood pressure (systolic and diastolic, mm Hg) and pulse (bpm) are also shown. Data are expressed as 

means ±SD and medians, followed by p values where applicable (see RESULTS). Statistical comparison 

(Wilcoxon sign rank test) between massaged and contralateral (non-massaged) limbs is between shown in 

each phase of the protocol. *p < 0.05; ** p< 0.005.  
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Results also reveal intraindividual differences in baseline perfusion between both feet and 

interindividual sex-related perfusion differences. These baseline and gender-related 

asymmetries have been previously described, although they are still poorly understood 

(see ahead) (37,38). Comparison of LDF and PPG perfusion data obtained in all 

participants for each phase of the experimental procedures (Table 2) revealed no 

differences between limb pairs in any phase of the procedure except for Phase II values 

obtained with LDF and PPG which can only be attributed to the challenge procedure.  

 

The application of WT analysis to the LDF signals offers a mechanistic view of this 

PAHR (Figure 2). Results from this analysis are in line with a similar approach in our 

previously published study (22) with younger subjects, with a comparable evolution of 

each component mean in both limbs, although much more discrete. No statistically 

significant differences could be detected in our current study with older healthy adults.  

Table 2 - Statistical comparison (Mann-Whitney U test) of perfusion changes between the massaged and 

contralateral (non-massaged) limb registered in all participants (n =22) regarding laser Doppler flowmetry 

(LDF) and reflection photoplethysmography (PPG) signals following the application of the proximal-

ascending massage procedure *p <0.05. 

 

 



Contribuição para uma abordagem não convencional da Função Vascular Periférica  
- estudo do impacto fisiológico da massagem na circulação do membro inferior 

 

119 
 

 
Figure 2 - Component analysis of laser Doppler flowmetry (LDF) signals (means ± SD) obtained with the 

application of the proximal effleurage massage (see RESULTS). Amplitude variation (AU’s) is shown from 

high- to lowest frequency components. Frequency bands used were cardiac (0.6–2 Hz), respiratory (0.145– 

0.6 Hz), myogenic (0.052– 0.145 Hz), sympathetic (0.021– 0.052 Hz), endoNOd (0.0095– 0.021 Hz), and 

endoNOi (0.005– 0.0095 Hz)]. Statistical significance of variation between Phases II and I and between 

Phases III and I were also calculated (*p <0.05). 

 

 

Table 3 summarizes the perfusion and pulse changes obtained with the VAR procedure.  

A similar PAHR with variation in the opposite direction (of the massage challenge) was 

detected. That is, in contrast to the massage challenge, where perfusion was increased in 

both limbs, a significant reduction in perfusion was detected in Phase II with both LDF 

and PPG in the pending limb and in the contralateral (static) limb. After resuming the 

initial position, perfusion recovers in both limbs, although perfusion remained lower than 

baseline at the end of Phase III.  No differences between sexes were found in any of the 

experimental phases.  

  

Figure 3 represents the spectral analysis of the LDF signals obtained with the VAR 

challenger. The intensity of the PAHR response generated by the VAR in both limbs 

enables a more clear vision of LDF signal components evolution.  Results are in 

accordance with recently published information obtained from PPG signal decomposition 
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in a young healthy panel (20). PPG and LDF signals have been shown to have comparable 

frequency intervals for the components described. As shown, the PAHR response to the 

pendent leg (Phase II) involves a marked decrease of myogenic, sympathetic and 

endothelial NO dependent components in both limbs, although significant differences 

could only be found in the test limb. The cardiac and respiratory high frequency 

components also change significantly in the test limb.   

Table 3 - Mean lower limb perfusion changes expressed in in arbitrary blood perfusion units obtained by 

laser Doppler flowmetry (LDF) and reflection photoplethysmography (PPG) in all participants’ left and 

right lower limbs after single leg dropping procedure to evoke the venoarteriolar reflex (see text). Pulse 

values (bpm) are also shown. Data are expressed as means ± SD and medians, followed by p values where 

applicable (see RESULTS). Statistical comparison (Wilcoxon sign rank test) between lower limbs is shown 

in each phase of the protocol. *p < 0.05. 

 
 

Figure 3 - Component analysis of laser Doppler flowmetry (LDF) signals (means ± SD) obtained with a 

venoarteriolar reflex manouver in both lower limbs (see RESULTS). Amplitude variation (AU’s) is shown 

from high- to lowest frequency components. Frequency bands used were cardiac (0.6–2 Hz), respiratory 

(0.145– 0.6 Hz), myogenic (0.052– 0.145 Hz), sympathetic (0.021– 0.052 Hz), endoNOd (0.0095– 0.021 

Hz), and endoNOi (0.005– 0.0095 Hz)]. Statistical significance of variation between Phases II and I and III 

and I were also calculated (*p <0.05). 
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Discussion 

The basic concepts of hemodynamical control and regulation of peripheral perfusion are 

long known, however, the interaction of these different components (neural, metabolic, 

cardiac and vascular) to ensure hemodynamical homeostasis is still only partially 

understood.  

Blood pressure has been used as a central indicator considering the multiple reflexes 

(baroreceptor, chemoreceptor, medullar, other) involved in its regulation, mediated by the 

autonomic nervous system.  However blood perfusion or oxygen delivery also contribute 

to blood pressure, while cardiovascular homeostasis requires a central neuronal control 

of the heart and vasculature (1,3,5,10,39-42), with maintenance and proper adjustment of 

cardiac output, mean arterial pressure, and resistance, according to the needs of each 

moment. Therefore, a crucial goal, no matter the enormous quantity and multiplicity of 

research produced on this subject, is still to find a measurable (clinical) endpoint 

representing the individual’s cardiovascular homeostatic capacity.  Some reasons to 

explain this absence, justifying our focus, follow: 

- sophisticated assessment tools and accumulated know-how improved reference 

technologies (such as Video-Capillaroscopy or Photo-plethysmography) made currently 

available along with state-of-the-art instruments such as functional Magnetic Resonance 

Imaging (fRMI), Optical Coherence Tomography (OCT), or Multispectral optoacoustic 

tomography (MSOT) (7,43-46). 

However, their cost effectiveness and accessibility varies greatly, and only a few have 

been clinically validated for specific purposes (47-50). Optical – based systems using 

different lasers are likely the most popular systems in-use, providing non-stationary, 

oscillatory perfusion signals at different depths on  in vivo skin. Related signals, including 
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gold-standards such as LDF, indicate perfusion rather than “flow,” such that results must 

be expressed in arbitrary units.   

-  Outcome measures are as extensive as diverse. Even when technologically related, 

systems provide different variables parameters and indexes, raising discussion about their 

significance and usefulness. Index outcomes have been also proposed as a mean of 

communicating an overall condition comprising the most responsive determinants, 

compared to functional “thresholds”.  The "cardiovascular reactivity” the “vascular age” 

or the “cardio-ankle vascular” indexes, for example, illustrate this variety (51-53). 

Mechanical-based variables and parameters, such as pressure, stress, and volume, seem 

to provide the most consistent information. Related quantifiers such as Compliance / 

Distensibility, modulus (Young’s, Petersons’s) and other (pulsatility, augmentation, 

resistance) might also be calculated (51,54), however, the expense of the technology 

providing this information limits its applicability. 

- Most of those quantitative “descriptors” are obtained in a quasi-static (by opposition to 

dynamical) instant-mode assessment ignoring the normal (adaptive) physiology, limiting 

the interpretation of the clinical endpoint. 

 

Skin has been progressively recognized as an excellent target to study local responses, 

and regulation of skin microcirculation involves the usual influencers where effector and 

sensory flows interplay among endothelial, myogenic, and metabolic activities 

(8,29,33,38,44,55).  Other approaches using the skin as a functional window were 

proposed (a) with posture modification, (b) after a suprasystolic pressure occlusion of an 

extremity (finger, hand, foot) (c) by breathing an oxygen saturated atmosphere, or (d) 

during a venoarteriolar reflex (6,8,15,18-23,55-57). These are well known references 

regarded as “practical” procedures with diagnostic potential to study microvascular 
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function, although the “practicality” of a hyperoxia testing or a 5 minute post-occlusive 

reactive hyperemia in a peripheral vascular disease patient may be controversial. 

Nevertheless, very few studies compared procedures using different assessment methods 

(19,56). 

 

Our experimental design addresses these constraints. We use two complementary 

techniques (LDF and PPG), and, noteworthy for distal measurements (hands, feet), probes 

are placed in both limbs.  Thus, our primary outcome is “perfusion” obtained with easy 

to use, cost effective, reproducible conditions – all of which are essential to be applicable 

to a clinical setting. The oscillatory nature of the signals, also known as flowmotion, 

might be further explored by decomposition analysis (WT) to provide a mechanistic 

overview of the generated signals (as discussed within the “experimental” section above). 

Our initial approach indicated that the one leg elevation lying supine showed equivalent 

impact as the post-occlusive reactive hyperemia (PORH), a common exploratory 

procedure in vascular physiology and pathophysiology (8,19,56) believed to be governed 

by local endothelial vasodilators sensory nerves and myogenic activities. With those two 

maneuvers, we detected a similar reduction in perfusion also present in the contralateral 

(non-challenged) limb. Therefore, our observations could not result exclusively from 

local responses, revealing instead a homeostatic reflex arc.  The same adaptive response 

with involvement of the contralateral limb was found with VAR (20) a reflex believed to 

protect the microcirculatory unit from high hydrostatic pressures when venous pressure 

increases. VAR (58,59). VAR has been described as a local regulation reflex resulting 

from myogenic interactions with non-adrenergic vasoconstriction (8,58,59). Our method 

revealed that the VAR procedure promptly generated the same adaptive reflex to restore 

the systemic hemodynamics locally altered by the pendent limb.  These findings suggest 
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that local phenomena contribute only in part to the mechanistic effects observed with 

POHR or VAR.  No matter being locally evoked, these events trigger this PAHR (Prompt 

Adaptive Haemodynamical Response) which impacts systemic hemodynamics. We have 

shown is present with dramatic microcirculatory changes in the hindlimb ischemia mouse 

model challenged by hyperoxia during regenerative angiogenesis (6), and present even 

with light and superficial challenges such as a single-limb massage (effleurage) in human, 

with increased perfusion also in the contralateral non massaged limb (22, and this study). 

Therefore, these reflexes / responses obtained under different conditions whenever local 

perfusion is modified are revealed, in the absence of disease, by these immediate adaptive 

responses seeking to readjust local perfusion to global haemodynamical requirements. 

The receptors and effectors involved may be difficult to identify, but the reliable, 

quantitatable measurement of the perfusion outcome is practical and may be of clinical 

value.  

 

In the present study we look deeper into the physiological relevance of this PAHR by 

reproducing those two experimental conditions– the effleurage as a “soft challenger” and 

the VAR as the “hard challenger” in an older group of participants. As shown (Table 1), 

responses following effleurage are consistent with the previously published PAHR in 

younger volunteers (22). The perfusion increase is detected with both LDF and PPG in 

both limbs, only significant in the massaged limb. Blood pressure and pulse reductions 

(p< 0.05) are also present in this group.  Absolute perfusion values are much higher here 

compared with the younger participants and this is in opposition to some previous 

opinions justifying a reduction of the lower leg flow with (increased) age by a less 

effective baroreflex (60-63). Other studies assessing the influence of age during a post-

occlusive response and matched-intensity leg exercise could not find differences between 
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healthy young and older adults (64). In fact, the effect of age on the distal perfusion is 

still an unanswered issue, with contradictory reports on capillary density (65) and 

endothelium structural modifications (66). Nevertheless, it is clear that peripheral 

microcirculatory disfunction does not result solely from local microcirculatory 

impairment. The same risk factors associated with the ageing process affect the 

macrocirculatory structures and reduce its buffering capacity, which results in an increase 

of pulsatile stress on microcirculation (12,67,68). This is in line with our findings which 

consistently include a significant increase of peripheral perfusion in older participants 

even if healthy, likely related to less effective endothelial and myogenic responsiveness 

and potentially aggravated in the presence of other pathological processes (69,70). It is 

relevant to point out that those studies used different technologies to measure perfusion, 

with measurements usually obtained from a single limb. Thus, the variability or response 

of the other limb (e.g., by the non detected effect of the PAHR) was not evaluated.    

The WT component analysis of the LDF signal depicted a less expressive frequency 

profile compared with the younger group (Figure 2). Our data reveals discrete, non-

significant increases in cardiac, respiratory, and myogenic components and a small 

reduction of sympathetic and endothelial components, especially in the massaged limb. 

Similar but less evident changes are noticed in the contralateral non massaged limb. 

Hence the soft, prolonged challenger of effleurage massage still evokes a comparable 

PAHR as in the younger group, but the reduced dimension and responsiveness of the 

system suggest its age dependency. 

The PAHR following the venoarteriolar reflex was also depicted in both limbs by LDF 

and PPG, and involved a significant perfusion reduction in both (dependent and 

contralateral non-dependent) limbs as noted in the younger participants study (20) 

although less expressive. Comparison between these two groups revealed no significant 
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differences. The component analysis of PPG signals from the younger group has shown 

an effective reduction of myogenic sympathetic and endothelial activities which we 

anticipated could be related to the intense reduction of cardio-respiratory and neurogenic 

activities (20).  In the present aged group, LDF component analysis confirmed the same 

profile where a significant reduction of cardiorespiratory, myogenic, neurogenic and 

endothelial (NO dependent) components was observed in the dependent limb (Figure 3). 

The same tendency was noted in the contralateral limb, where significant differences are 

absent except for the recovery period in the cardiac component.  Hence the PAHR profile 

obtained in this group is similar but less expressive than the one obtained with the younger 

group of participants, and the differences were not as great as those observed with 

effleurage.  

 

In conclusion, our results confirm the interest of PAHR as a practical, reliable reaction to 

characterize and quantitatively describe in vivo cardiovascular physiology in healthy 

individuals and illustrate the adaptive response to reestablish perfusion homeostasis after 

a localized (occlusion, limb position-change, VAR) or systemic (HLI, hyperoxia, 

movement) controlled microcirculatory challenge.   Clearly, age seems to affect PAHR. 

Aging, even if in a “healthy mode,” involves a progressive reduction of effectiveness and 

efficiency of all homeostatic sensors and effectors. As might be expected, our mild 

challenger (effleurage) generated different afferent sensory input, integration and effector 

responses than the more intense challenger (VAR), and we can expect that pathological 

processes and other conditions known to affect microcirculation (e.g., smoking, obesity, 

specific medication, others?) will involve more expressive changes in the 

microcirculatory components.  PAHR further allows a mechanistic view over the 

measurable outcome, accessing some of the most important intervenients and the 
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respective adaptive crosstalk mechanisms. The proposed method is easy to use, cost–

effective, and reproducible for diagnostic purposes, and in our opinion, of interest for 

clinical application.    
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Capítulo V: Conclusões 
 

Tendo em conta as questões de investigação definidas para este projeto, assim como os 

objetivos e marcos delineados, descrevem-se de seguida as principais conclusões deste 

estudo. 

 

A primeira questão de investigação colocada, que consistia em como avaliar, o mais 

próximo possível do estado fisiológico normal, o impacto hemodinâmico da massagem 

no membro inferior humano, levou-nos a desenhar um protocolo de massagem a ser 

aplicado in vivo, no membro inferior humano, e em pessoas saudáveis, logo o mais 

próximo possível do estado fisiológico normal. Neste sentido, desenvolvemos um 

protocolo experimental com a preocupação de garantir a sua reprodutibilidade e rigor, 

considerando também o total conforto e bem-estar dos participantes e garantindo a 

manutenção da homeostase circulatória, de modo a obter resultados comparáveis em 

idênticas circunstâncias experimentais e registando de modo continuo os eventos 

hemodinâmicos, antes, durante e após a aplicação da manobra de massagem. 

Este protocolo, que implica um procedimento de massagem de um membro inferior 

(perna) aleatoriamente selecionado, usando o outro membro como controlo, aplicado 

numa direção (proximal ou ascendente numa das variantes e na direção descendente 

ou distal numa outra variante). O procedimento de massagem é designado por 

“massagem Sueca” e o protocolo da sua aplicação contém essencialmente três fases 

registadas contíguas. A Fase I, com registo em repouso em supinação, durante 10 

minutos, a Fase II, de provocação com aplicação de massagem de perna e pé durante 5 

minutos e a Fase III, de recuperação com registo durante 10 minutos. Os registos 

respeitam os sinais de fluxo sanguíneo com FPG e FLD, com as sondas colocadas nos dois 

pés em ambos os dedos 1 e 2, respetivamente, e ainda o registo de pressão arterial, 

medida no braço.  

 

O nosso desenho experimental permitiu também estudar mais aprofundadamente a 

utilização de tecnologias de registo não invasivas e de natureza ótica, amplamente 

utilizadas em outros contextos, nomeadamente as tecnologias FLD, o gold standard e 
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por isso, a nossa primeira escolha e a FPG, uma tecnologia também desde há muito 

conhecida e recentemente melhorada com a mais moderna eletrónica. Estes foram os 

instrumentos que nos permitiram registar os eventos hemodinâmicos em avaliação.  

 

A segunda questão de investigação pretendia avaliar o impacto fisiológico da massagem 

mesmo que localizada apenas numa zona especifica do nosso corpo. Trata-se de um 

procedimento terapêutico “não-convencional” há muito utilizado de forma empírica ao 

longo dos tempos, onde tem faltado concordância sobre a demonstração clara dos seus 

efeitos, se existentes, no sistema cardiovascular em geral e sobre a fisiologia 

microcirculatória local.  

 

Os nossos resultados permitiram evidenciar com ambas as tecnologias (FLD e FPG) o 

mesmo tipo de fenómeno, mostrando o impacto da massagem em ambos os membros 

inferiores, apesar de aplicada apenas a um dos membros, com um aumento significativo 

do fluxo sanguíneo no membro massajado, e igual efeito, embora mais discreto, mas 

sempre presente, no membro contra-lateral e não massajado.  

 

Estes sinais de alteração de perfusão foram extensamente analisados, tendo incluído o 

recurso a outros métodos de análise de dados incluindo a transformada de Ondeleta 

(TO) dos sinais de FLD e de FPG e a análise de textura. Apesar do sentido das variações 

serem sempre os mesmos, em especial para a analise TO, esta mostrou componentes 

com distintas intensidades de registo (em ambos os casos sempre mais acentuadas no 

membro sujeito à manobra de massagem) tratando-se de componentes de FLD ou de 

FPG. Conforme demonstrámos, estas diferenças foram atribuídas às diferentes 

interações entre a luz e o tecido proporcionadas pelas tecnologias que utilizámos, com 

diferentes capacidades de penetração. A analise TO dos sinais de FLD (o gold standard) 

revelou um aumento dos componentes cardíaco, respiratório e miogénico, assim como 

a diminuição dos componentes simpático e endoteliais (dependente de ON e 

independente de ON), aquando da fase de aplicação da manobra. 
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Testámos ainda o potencial impacto do sentido da massagem, usando o mesmo 

procedimento de registo e aplicação da massagem, mas com orientações opostas (no 

sentido proximal e distal). Não foram observadas diferenças significativas entre estas 

duas variantes com a FLD ou com a FPG, pese embora o facto de as respostas 

hemodinâmicas terem sido mais evidentes no procedimento proximal, o mais utilizado 

na prática clínica, apesar da falta de evidências que até agora eram inexistentes. 

 

Concluímos, finalmente, deste longo desenvolvimento, que a massagem, aplicada nas 

presentes condições experimentais, envolve mais do que uma alteração da 

microcirculação local, desencadeia aquilo que designamos por uma Resposta Imediata 

de Adaptação Hemodinâmica (ou PAHR- Prompt Adaptive Hemodynamic Response) que 

envolve todos os sensores e efectores que contribuem para a manutenção da 

homeostasia cardiovascular. Este “reflexo” está presente sempre que se alteram as 

condições microcirculatorias locais, como demonstrámos com o reflexo venoarteriolar 

ou com a alteração de postura, pelo que acreditamos que possa vir a ter um valor de 

diagnóstico importante. 

Verificamos ainda com o estudo dos grupos de indivíduos mais velhos, que esta resposta 

Imediata de Adaptação Hemodinâmica, embora seja semelhante aos grupos de jovens, 

mas existem diferenças, sendo essas respostas menos acentuadas nestes grupos de 

indivíduos mais velhos. 

 

Assim, considerando estas conclusões, podemos elevar as hipóteses formuladas à 

categoria de tese e afirmar que: 

- O procedimento experimental que propomos demonstrou ser rigoroso, facilmente 

reprodutível e totalmente adequado ao estudo, com especial realce durante a própria 

fase de massagem, garantindo ainda o total conforto, bem-estar dos participantes, bem 

como a manutenção da homeostase circulatória.  

- As tecnologias escolhidas para avaliar a microcirculação, nomeadamente a fluxometria 

por Laser Doppler (FLD) e a fotopletismografia (FPG), demonstraram ser adequadas, pois 

os resultados permitiram descrever com rigor quantitativamente a microcirculação 

periférica in vivo, em condições dinâmicas como as envolvidas na massagem, tendo sido 
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verificado que a utilização de ambas as tecnologias, permite fornecer uma análise mais 

sustentada sobre os fenómenos em causa. 

- A manobra de massagem quando aplicada no membro inferior de indivíduos jovens e 

saudáveis, permite aumentar o fluxo microcirculatório no membro inferior massajado, 

mas igualmente no membro contralateral. Este efeito, independente do sentido com 

que é aplicada a massagem, influencia a hemodinâmica em geral, afetando a frequência 

cardíaca e a pressão arterial.  Este reflexo deverá ter outra expressão em indivíduos mais 

velhos e em doentes com patologia vascular, pelo que acreditamos que, para além do 

interesse do valor terapêutico da massagem, a avaliação deste “reflexo” por si poderá 

ser utilizada como instrumento de avaliação da “saúde vascular”. 

- A resposta hemodinâmica à massagem que identificamos neste estudo (PAHR), 

embora seja semelhante, é claramente dependente da idade e de menor variação nos 

indivíduos mais velhos.  
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Anexos 
 

Anexo I – Consentimento Informado – Massoterapia Grupo I 

 

Anexo II – Ficha de Carga - Participante Protocolo Massoterapia 
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Anexo I – Consentimento Informado – Massoterapia Grupo I 
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Anexo II – Ficha de Carga - Participante Protocolo Massoterapia 
 

 

Anexo II – Ficha de Carga - Participante Protocolo de Massoterapia 
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