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Abstract

In recent years, cutaneous microcirculation gained considerable interest for the assessment of microcirculation function and dysfunction
mechanisms. Laser Doppler Flowmetry (LDF) is a noninvasive and widely employed technology to study microcirculation. It provides a
complex signal that may be decomposed by wavelet analysis into several components at characteristic frequency ranges. These are related to
the heart (0.6 Hz to 2 Hz), respiration (0.15 Hz to 0.6 Hz), myogenic activity in the vessel wall (0.052 Hz to 0.15 Hz), sympathetic activity
(0.021 Hz to 0.052 Hz) and endothelial (nitric oxide-mediated) activity (0.0095 Hz to 0.021 Hz). A group of 30 healthy (22.3 + 3.1) years old
subjects , giving previously informed consent, tested two perfusion-restricting protocols which allowed us to study the circulatory response
in the lower limb: (1) passive leg elevation from the supine position for 10 minutes, (2) inflated cuff occlusion at the ankle level for 3 minutes
from the sitting position. The LDF signal was partitioned using a Morlet wavelet model. Data analysis revealed significantly lower components’
amplitudes for both protocols during provocation, with consistently lower values for protocol 1 in relation to protocol 2. Significant gender
differences were found for protocol 1 but not for protocol 2. These results demonstrate the usefulness of the wavelet analysis to assess each
LDF signal component as part of the physiological response to the lower limb microcirculation regulation.
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Resumo

Nos tltimos anos, a microcirculagdo cutdnea ganhou consideravel interesse para a avaliagdo dos mecanismos de fungdo e disfuncio da
microcirculagdo. A FLD ¢ uma tecnologia ndo invasiva e amplamente utilizada para estudar a microcirculagdo. Fornece um sinal complexo
que pode ser decomposto por andlise de dndula em varios componentes em intervalos de frequéncia caracteristicos. Estas estdo relacionadas
com a atividade cardiaca (de 0,6 Hz a 2 Hz), respiratoria (de 0,15 Hz a 0,6 Hz), atividade miogénica na parede do vaso (de 0,052 Hz a 0,15Hz),
atividade simpatica (de 0,021 Hz a 0,052 Hz) e atividade endotelial (mediada por o0xido nitrico) (de 0,0095 Hz a 0,021 Hz). Um grupo de 30
individuos saudaveis ,(22,3 £ 3,1) anos), dando previamente o seu consentimento informado, testou dois protocolos de restrigao de perfusdo
que nos permitiu estudar a resposta circulatoria no membro inferior (1) elevagdo passiva da perna a partir da posigao supina durante 10 minutos;
(2) oclusao com manga insuflavel ao nivel do tornozelo durante 3 minutos a partir da posicao sentada. O sinal LDF foi decomposto usando um
modelo de 6ndula de Morlet. A analise dos dados revelou amplitudes das componentes significativamente mais baixas para ambos os protocolos
durante a provocagdo, com valores consistentemente mais baixos para o protocolo 1 em relacdo ao protocolo 2. Diferencas significativas de
género foram encontradas para o protocolo 1, mas ndo para o protocolo 2. Estes resultados demonstram a utilidade da anélise de ondula para
avaliar cada componente do sinal de FLD, como parte da resposta fisiologica na regulagdo da microcirculagdo do membro inferior.
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Introduction

In recent years, the study of cutaneous microcircula-
tion has gained considerable interest among research-
ers. The skin is easily accessible [ and potentially
representative @ for the evaluation of peripheral mi-
crocirculation function and dysfunction mechanisms
31" in particular when noninvasive technologies such
as Laser Doppler Flowmetry (LDF) are used. LDF is
among the most widely employed technologies for this
purpose [, providing a complex signal which can be
decomposed into components with characteristic fre-
quency ranges by means of spectral analysis tools, such
as the fast Fourier transform, autoregressive modelling
and wavelet analysis . A wavelet transform allows
the isolation of a given structure in the physical space
and in the Fourier space. The localization property of
wavelets makes the wavelet analysis capable of analyz-
ing the non-stationary systems and detecting dynamic
parameters [, The Morlet wavelet, in particular, pro-
vides good time resolution at high frequencies and the
best frequency resolution for low-frequency compo-
nents 1. The mentioned components are related to sev-
eral perfusion-regulating activities — heart (0.6 Hz to 2
Hz), respiration (0.15 Hz to 0.6 Hz), myogenic activity
in the vessel wall (0.052 Hz to 0.15 Hz), sympathetic
activity (0.021 Hz to 0.052 Hz) and endothelial (nitric
oxide-mediated) activity (0.0095 Hz to 0.021 Hz) o1,
A common approach for the assessment of the cutane-
ous microcirculatory status is to perform provocation
tests which induce local or systemic changes in the skin
blood flow (e.g. postural changes, arterial occlusion and
oxygen breathing) ">!3, Our aim was to explore these
evoked changes in the LDF signal components in the
lower limb skin microcirculation by applying two dif-
ferent perfusion restriction protocols.

Materials and Methods

A group of 30 healthy subjects, both genders (15 male,
15 female), aged between 18 and 26 (22.3 + 3.1) years
old, giving previously informed consent, was selected
following predefined inclusion and non-inclusion cri-
teria. All procedures complied with the ethical stand-
ards for human research by the Declaration of Helsinki
and subsequent amendments ", Local blood flow, ex-
pressed in arbitrary units (AU) was assessed by LDF
(Periflux PF 5010 system, Perimed, Sweden), whose
probe was applied on the inferior side of the second toe.
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Introducao

Nos tltimos anos, o estudo da microcirculagdo cutinea
ganhou interesse entre os investigadores. A pele ¢ facil-
mente acessivel ' e potencialmente representativa [
para a avaliagdo dos mecanismos de funcdo e disfun-
¢do da microcirculagdo periférica B> em particular
quando s3o usadas tecnologias nao invasivas, como
a Fluxometria por Laser Doppler (FLD). A FLD esta
entre as tecnologias mais amplamente utilizadas para
este propdsito ®!, fornecendo um sinal complexo que
pode ser decomposto em componentes com intervalos
de frequéncia caracteristicos, por meio de ferramentas
de analise espectrais, tais como a transformada rapida
de Fourier, a modelag@o autorregressiva ¢ a analise de
ondula . A transformada de 6ndula permite o isola-
mento de uma dada estrutura no espaco fisico ¢ no
espaco de Fourier. A propriedade de localizacdo das
ondulas torna a analise de dndula capaz de analisar os
sistemas ndo-estacionarios e de detetar os parametros
dindmicos ¥, A wavelet Morlet, em particular, oferece
uma boa resolugdo temporal em altas frequéncias ¢ a
melhor resolugdo de frequéncia para os componentes
de baixa frequéncia P!. As componentes mencionadas
estdo relacionados com varias atividades de regulagdo
da perfusdo — atividade cardiaca (de 0,6 Hz a 2 Hz),
respiratoria (de 0,15 Hz a 0,6 Hz), atividade miogénica
na parede do vaso (de 0,052 Hz a 0,15 Hz), atividade
simpatica (de 0,021 Hz a 0,052 Hz) e atividade endote-
lial (mediada pelo 6xido nitrico) (de 0,0095 Hz a 0.021
Hz) "1 Uma abordagem comum para a avalia¢do do
status da microcirculagdo cutinea ¢é a realizagao de tes-
tes de provocagao que induzam alteragdes locais ou sis-
témicas no fluxo sanguineo cutaneo (ex: alteragdes pos-
turais, oclusdo arterial e inalagdo de oxigénio) >8I, O
nosso objetivo foi explorar essas alteragdes nas compo-
nentes do sinal de FDL na microcirculagdo do membro
inferior provocadas pela aplicacdo de dois protocolos
de restricao de perfusdo diferentes.

Materiais e Métodos

Um grupo de 30 individuos saudaveis, de ambos os
sexos (15 do sexo masculino, 15 do sexo feminino)
com idades entre 18 e 26 (22,3 £ 3,1) anos, dando pre-
viamente o seu consentimento informado, foi escolhido
apos observacdo de critérios de inclusdo e de ndo-in-
clusdo. Todos os procedimentos cumpriram com as nor-
mas €ticas para pesquisa com seres humanos descritos
na Declaracao de Helsinquia e emendas subsequentes
(14O fluxo sanguineo local, expresso em unidades ar-
bitrarias (UA) foi avaliado por FLD (Sistema Periflux



Volunteers were acclimatized for 30 minutes, sitting up-
right with their feet exposed. Two perfusion-restricting
protocols were applied. Data recording involved three
phases - resting (phase I), provocation (phase II) and
recovery (phase I11):

Protocol 1: leg elevation from the supine position

The subject remained in a supine position for 10 min-
utes with both legs at the heart level. Then, the meas-
urement leg was passively raised at a 45 degrees angle
for 10 minutes. After this period, the initial position is
resumed for another 10 minutes.

Protocol 2: occlusion with a pressure cuff

The subject remained seated in the upright position with
an empty cuff (PF 5051 Pressure Accessory Kit) placed
approximately 1 cm above the ankle for 10 minutes.
Then, the cuff is manually inflated to 200 mmHg for
3 minutes. After this period the cuff is rapidly deflated
allowing recovery for another 10 minutes.

The LDF signal, sampled at 32 Hz, was partitioned us-
ing a Morlet wavelet transform (MATLAB). The LDF
signal component amplitudes were compared for each
phase of the protocol by the Wilcoxon matched-pairs
signed-rank test. Gender and protocol procedure con-
tributions were also compared with the Mann-Whitney
U Test for independent samples (SPSS 21.0). A 95 %
confidence interval was adopted.

Results and Discussion

Spectral analysis revealed highest amplitude values for
the sympathetic and endothelial components in both
protocols, indicating that LDF signal was predominant-
ly from sympathetic and endothelial origin (Figure 2).
The results from protocol 1 show that all components’
amplitudes are significantly reduced in the leg elevation
period. During recovery, only the cardiac and endothe-
lial components failed to return to baseline, which sug-
gests that the leg elevation had a prolonged effect on the
cardiac activity and endothelial nitric oxide synthesis
(Table 1).

The results from protocol 2 show that all activities are
significantly reduced during the occlusion period, ex-
cept for the sympathetic component. In the recovery
period, all components return to baseline, meaning that
under the present experimental conditions, a full perfu-

Vascular function characetrised by the wavelet transform
A fungao vascular caracterizada pela transformada de wavelet

PF 5010, Perimed, Suécia), cuja sonda foi aplicada no
lado inferior do segundo dedo do pé. Os voluntarios
aclimatizaram durante 30 minutos, sentados com os pés
expostos. Foram aplicados dois protocolos de restrigao
de perfusdo e o registo envolveu trés fases — repouso
(fase I), provocagdo (fase II) e recuperacao (fase I1I):

Protocolo 1: elevagdo da perna a partir da posicdo
supina

O voluntario permanece em posi¢ao supina por 10
minutos com ambas as pernas a altura do coragdo. Em
seguida, a perna sob avaliacdo ¢ elevada passivamente
a um angulo de 45 graus durante 10 minutos. Apds este
periodo a posi¢ao inicial é retomada por mais 10 minu-
tos.

Protocolo 2: oclusdo com uma manga de pressdo

O voluntario permanece sentado com uma manga de
pressao vazia (PF 5051 Pressure Accessory Kit) colo-
cada aproximadamente 1 cm acima do tornozelo por
10 minutos. Em seguida, a manga ¢ insuflada manual-
mente a 200 mmHg durante 3 minutos. Apds este pe-
riodo, a manga ¢ rapidamente desinsuflada, permitindo
a recuperacdo por mais 10 minutos.

O sinal de LDF, adquirido a uma frequéncia de 32 Hz,
foi decomposto usando uma transformada ondula de
Morlet (MATLAB). As amplitudes das componentes do
sinal de FDL foram comparados para cada fase de cada
protocolo teste de Wilcoxon para amostras emparelha-
das. As contribui¢des do género e protocolo foram tam-
bém comparadas com o teste U de Mann-Whitney para
amostras independentes (SPSS 21.0). Foi adotado um
intervalo de confianga de 95 %.

Resultados e Discussao

A analise espectral revelou os maiores valores de am-
plitude para as componentes simpatica e endotelial em
ambos os protocolos, o que significa que o sinal de FDL
foi predominantemente de origem simpatica e endote-
lial (Figura 2).

Os resultados para o protocolo 1 mostram que as amplitudes
de todas as componentes sdo significativamente reduzidas
durante a elevacdo passiva da perna. Durante a recuperagao,
apenas as componentes cardiaca e endotelial ndo retornaram
a linha de base, o que sugere que a elevacdo da perna teve um
efeito prolongado sobre a atividade cardiaca e sintese endote-
lial de 6xido nitrico (Tabela 1).

Os resultados do protocolo 2 mostram que todas as atividades
sdo significativamente reduzidas durante o periodo de oclusdo,
exceto para a componente simpatica. No periodo de recuper-
acdo, todas as componentes retornaram a linha de base, o que
significa que nas presentes condi¢des experimentais ocorreu
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sion recovery takes place (Table 1). These results agree
with previously published studies '),
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Figure 2 / Figura 2 - Amplitude over time of each frequency
component: heart (from 0.6 Hz to 2 Hz), respiration (from
0.15 Hz to 0.6 Hz), myogenic activity in the vessel wall (from
0.052 Hz to 0.15 Hz), sympathetic activity (from 0.021 Hz
to 0.052 Hz) and endothelial metabolic activity (from 0.0095
Hz to 0.021 Hz) obtained for protocol 1 (top) and protocol 2
(bottom). Data is from a representative subject.

Amplitude ao longo do tempo para cada
componente de frequéncia: cardiaca (de 0,6 Hz a 2 Hz),
respiratoria (de 0,15 Hz a 0,6 Hz), atividade miogénica na
parede do vaso (de 0,052 HZ a 0,15 Hz), atividade simpatica
(de 0,021 Hz a 0,052 Hz) e atividade endotelial (de 0,0095 Hz
a 0,021 Hz) obtido para o protocolo 1 (em cima) e protocolo

In protocol 1, all the components’ amplitudes were sig-
nificantly lower than those in protocol 2 in all phases,
likely related to the perfusion differences determined
by the body positioning. In the supine position, blood
is redistributed along the body, lowering perfusion in
the lower limb, while in the sitting position, gravity
promotes higher blood content in the lower limb (Figure 1).

uma recuperagdo completa de perfusdo (Tabela 1). Estes re-
sultados suportam outros publicados anteriormente !,

Table 1 / Tabela 1. Mean values and standard deviation of
each LDF component for the last 3 minutes phase II and
the last 5 minutes of phase III during the applied protocols.
Statistical comparison for the last 5 minutes of phase I is also
shown (AU — arbitrary units; NS — non significant; p<.05).

Valores médios (e desvio-padrio) de cada
componente do sinal de FLD para os tiltimos 3 minutos da fase
IT e ultimos 5 minutos da fase III dos protocolos aplicados. A
comparagdo estatistica para os ultimos 5 minutos de fase I é
também incluida na tabela (UA — unidades

arbitrarias; NS — ndo significativo; p<.05).

Wavelet Amplitude (AU) / Amplitude de éndula (UA)
Comp /C
Phase |/ Fase | Phase Il / Fase Il | Phase lll/ Fase Ill
Heart / 40+29 29+23 3.7+32
Cardiaca - p<.001 .037
Respiration / 34+35 20+1.1 3.0£22
Respiratoéria - .001 NS
Protocol 1/ ™ myogenic / 156+ 16.3 49150 175+21.2
Protocolo 1 Miogénica N p<.001 NS
Sympathetic 35.4+28.3 15.1+14.4 33.6 £30.3
| Simpatica - p<.001 NS
Endothelial / 51.8+45.0 41.1+38.3 46.1+46.5
Endotelial - .009 .022
Heart / 11.6 £ 135 33+£33 10.8+12.5
Cardiaca - p<.001 NS
Respiration / 18.5 + 23.6 73+57 16.9 + 20.7
Respiratéria - .001 NS
Protocol 2/ iy ogenic/ 61.0 £ 52.1 32.6+26.2 57.1+41.8
Protocolo 2 Miogénica R p<.001 NS
Sympathetic | 128.5 + 108.8 122.9 + 102.7 109.7 + 86.4
| Simpatica - NS NS
Endothelial / 226.9 + 233.0 372.1+297.3 195.0 + 153.7
Endotelial - p<.001 NS

No protocolo 1 todas as amplitudes das componentes foram
significativamente menores que no protocolo 2, em todas as
fases, o que esta provavelmente relacionado com as diferen-
cas de perfusdo determinadas pelo posicionamento do corpo.
Em supina, o sangue ¢ redistribuido ao longo do corpo, reduz-
indo a perfusdo no membro inferior, enquanto que na posi¢ao
sentada a gravidade promove um maior conteudo de sangue
no membro inferior (Figura 1).

Figure 1/ Figura 1: Illustration of the experimental maneuvers adopted in protocols 1 (left) and 2 (right).
[lustragdo das manobras experimentais adotadas nos protocolos 1 (a esquerda) e 2 (a direita).
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The cardiac activity during the provocation phase was
the exception, as no statistical significant differences
between protocols could be demonstrated (Table 2).
The components’ amplitudes were generally higher in
males in protocol 1, except for the recovery phase of
the cardiac component and the provocation phase of the
respiratory component (Table 3).

No statistical differences between genders were detect-
ed in protocol 2, suggesting that gender is not a deter-
minant of blood perfusion regulation in post-occlusion
hyperemia (Table 3).

Table 2 / Tabela 2. Statistical comparison of each phase of
each LDF signal component between protocols (NS — non
significant; p<.05).

Comparagao estatistica de cada fase de cada componente do
sinal de FLD entre os protocolos (NS — ndo significativo;

p<.05).

Vascular function characetrised by the wavelet transform
A fungao vascular caracterizada pela transformada de wavelet

A atividade cardiaca durante a fase de provocacao foi a
excecdo, ja que diferencgas estatisticas significativas en-
tre os protocolos nao puderam ser demonstradas (Tabela 2).
As amplitudes das componentes foram geralmente
maiores no género masculino no protocolo 1, com ex-
cecdo da fase de recuperacdo da componente cardiaca e
a fase de provocacdo da componente respiratoria (Tab-
ela 3).

Nao foram detetadas diferencgas estatisticas entre gé-
neros no protocolo 2, sugerindo que o género nao € um
fator determinante da regulacdo da perfusdo sanguinea
na hiperémia pos-oclusdo (Tabela 3).

Table 3 / Tabela 3. Statistical comparison of each phase
of each LDF signal component between genders for each
protocol (NS — non significant; p<.05).

Comparagao estatistica de cada fase de cada componente do
sinal de FLD entre géneros para cada protocolo (NS — ndo
significativo; p<.05).

Component / Componente Phase |/ Phase Il / Phase I Protocol 1/ Protocolo 1 Protocol 2/ Protocolo 2

P P Fase | Fasell | /Faselll Component / Componente | pp.ce |/ | Phasell/ | Phase lll | Phasel/ | Phasell/ | Phase Iil

Heart / Cardiaca <.001 NS <.001 Fase | Fase Il I Fase lll Fase | Fase ll I Fase lll
N N " . . Heart / Cardiaca .013 .041 NS NS NS NS
Resplratlo.n / Rc.espl'ra.tona <.001 <.001 <.001 | Respiratoria 010 S 08 S NS NS
Myogenlc / MIOgemca <.001 <.001 <.001 Myogenic / Miogénica .019 .089 .005 NS NS NS
Sympathetic / Simpatica <.001 <.001 <.001 Sympathetic / Simpatica 016 011 016 NS NS NS
Endothelial / Endotelial <.001 <.001 <.001 Endothelial / Endotelial .067 .037 .026 NS NS NS

Conclusions Conclusoes

The present results confirm the wavelet transform’s
utility in assessing the individual contribution of each
LDF signal component to different physiological re-
sponses involved in the regulation of lower limb mi-
crocirculation.
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