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RESUMEN

Objetivo

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue analizar los efectos agudos y cronicos de
la aplicacion simultanea de vibraciones de cuerpo completo (VCC) vy
electroestimulacion neuromuscular (EENM) sobre diferentes variables vasculares y

neuromusculares en sujetos sanos y en pacientes con lesion medular.

Meétodos

Para ello se desarrollaron 3 ensayos clinicos diferentes. En el primer y segundo estudio
participaron 13 sujetos sanos y 10 lesionados medulares (ASIA A o B) respectivamente,
que tras una sesion de familiariacion recibieron de forma aleatoria 4 tratamientos en
dias diferentes; VCC aisladas (VCC), EENM aislada (EENM), VCC y EENM
simultaneamente (VCC+EENM), y 30s de VCC seguidos de 30s de EENM
(VCC30/EENM30). Cada intervencion consistié en 10 series de 1 min ON + 1min OFF.
Los sujetos sanos recibieron los protocolos en posicion de squat (30° de flexion de
rodilla) sobre la plataforma (26Hz, 5mm pico a pico) y los lesionados medulares
sentados en su propia silla de ruedas con los pies sobre la plataforma (10Hz, 5mm pico
a pico). En ambos casos la EENM se aplicd sobre los gastrocnemios de ambas piernas
(8Hz, 400 ps). En el tercer estudio, 17 lesionados medulares (ASIA A o B) fueron
asignados aleatoriamente al grupo experimental (GE) o al grupo control (GC). Cada
sujeto fue valorado en 4 ocasiones diferentes, al inicio del estudio (B), tras 6 semanas de
intervencion (Post-6), tras 12 semanas de intervencion (Post-12), y 8 semanas después
del final del tratamiento (Post-20). Los sujetos del GE llevaron a cabo 30 sesiones de 10
min de duracion de VCC+EENM a lo largo de 12 semanas.

Resultados

En el primer estudio en sujetos sanos, el protocolo VCC+EENM fue el Gnico que
mantuvo la velocidad sanguinea media (VSM) por encima del valor basal durante las 10
series, desde la serie 1 (134.6%, p<0.01) hasta la serie 10 (112.6%, p<0.05). De forma
similar, este mismo protocolo produjo el mayor incremento pico y medio en la VSM
(42% y 36% respectivamente) y en la velocidad sanguinea pico (VSP) (30% y 36%
respectivamente) en los lesionados medulares. Finalmente, en el estudio de efectos

cronicos, el GE incrementd con respecto al nivel basal su diametro arterial en reposo
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(DAR) de la arteria poplitea en Post-6 (9.5%, p<0.01), Post-12 (19.0%, p<0.001) y en
Post-20 (16.7%, p<0.001). De forma similar, el flujo sanguineo (FS) se increment6 con
respecto al nivel basal en Post-12 (33.9%, p<0.01). Este mismo protocolo produjo
incrementos en el grosor muscular del gastrocnemio, mientras que la densidad mineral

6sea (DMO) de ambas caderas permanecid invariable a lo largo del estudio.

Conclusion

La aplicacion simultanea de VCC+EENM produjo, de forma aguda, un incremento
general mayor sobre la VSM y la VSP que la aplicacion de cada método de forma
aislada o consecutiva en sujetos sanos y en lesionados medulares. Paralelamente, este
protocolo simultaneo produjo un incremento del DAR de la arteria poplitea, del FS y del
grosor muscular del gastrocnemio tras 12 semanas de intervencion en sujetos con lesion
medular. Este incremento en el didmetro arterial se mantuvo por encima del nivel basal

tras 8 semanas de desentrenamiento.
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ABSTRACT

Purpose
The aim of this doctoral thesis was to analyze the acute and chronic effects of
simultaneously applied whole body vibration (WBV) and electromyostimulation (ES)

on vascual and neuromuscular properties in healthy and spinal cord injured people.

Methods

To achieve this goal, 3 clinical trials were carried out. En the first and the second study
thirteen healthy males and ten subjects with spinal cord injury (SCI) (ASIA A or B)
respectively, received 4 interventions in random order; WBV, ES, simultaneous WBV
and ES (WBV+ES), and 30s of WBYV followed by 30s of ES (WBV30/ES30). Each
intervention consisted of 10 sets x 1 min ON + 1 min OFF. In healthy subjects, the
participant was standing on the vibration platform (26Hz, 5mm peak-to-peak) in a squat
position (30° of knee flexion). The patients with SCI were seated on their own
wheelchairs, with their feet on the vibration platform (10Hz, 5mm peak-to-peak).
NMES was applied in both gastrocnemius (8Hz, 400us) in both cases. In the third
clinical trial, seventeen SCI patients (ASIA A or B) were randomly assigned to the
experimental group (EG= 9) or the control group (CG=8). Each subject was assessed in
4 different occasions: At baseline, after 6 weeks (Post-6) and 12 weeks of the treatment
(Post-12), and 8 weeks after the end of the treatment (Post-20). Subjects in the EG
performed 30 10-min sessions of WBV+ES during 12 weeks.

Results

The WBV+ES intervention was the only one that remained the Mean Blood Velocity
(MBYV) elevated above baseline during the 10 sets, from set-1 (134.6%, p<0.01) to set-
10 (112.6%, p<0.05) in healthy subjects. Similarly, the simultaneous application
(WBV+ES) produced the greatest mean and peak increase in MBV (36 and 42%,
respectively) and peak blood velocity (PBV) (30 and 36%, respectively) during the
intervention. Finally, in the EG, arterial resting diameter (RD) increased compared to
baseline (B) at Post-6 (9.5%, p<0.01), Post-12 (19.0%, p<0.001), and Post-20 (16.7%,
p<0.001). Similarly, in the EG, blood flow (BF) increased compared to baseline only at
Post-12 (33.9%, p<0.01). Likewise, WBV+ES increased the muscle thickness (MT) of
the gastrocnemius. BMD of both hips remained invariable during the study.

12
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Conclusion

The simultaneous application of WBV and ES produced a general greater increase in
MBYV and PBV than the application of each method alone or consecutive in healthy and
spinal cord injured people. In this line, WBV+ES improved popliteal artery BF, RD and
MT after 12 weeks in SCI patients. Moreover, this increase in RD remained above

baseline after 8 weeks of WBV+ES discontinuation.

13
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1. INTRODUCCION

1.1. Lalesién medular

Se entiende por “lesion medular” cualquier alteracion o pérdida en el movimiento, la
sensibilidad o la funcion autonoma, por debajo del nivel de la lesion debido a un dafio
en las estructuras nerviosas alojadas en el canal medular (1). Lesion medular es un
término que hace referencia a un conjunto de lesiones causadas de forma directa o
indirecta por factores externos. En funcion del segmento afectado, los sintomas pueden
variar desde disfunciones motoras y sensitivas, distonia muscular, hasta la aparicion de
actividad refleja patologica (2). En este sentido, la lesion medular primaria hace
referencia a aquella lesion causada por la actuacion directa o indirecta de fuerzas
externas sobre la médula espinal. EI término lesion medular secundaria, por el contrario,
hace alusién a un dafio causado por compresion, que puede ser debido a la generacion
de un edema, hematoma, fracturas compresivas, o a tejido roto de los discos
intervertebrales (2). La lesion medular es una de las condiciones clinicas mas
dramaticas debido a la incapacidad funcional surgida como consecuencia de la pérdida

de la contraccién muscular voluntaria asociada.

1.1.1. Etiologia de la lesién medular

Los accidentes de circulacion suponen la principal causa de lesion medular traumaética.
Es importante sefialar que en esta categoria se incluyen tanto a los ocupantes de los
vehiculos como a los atropellados (1). El peso especifico de los accidentes como causa
principal parece ir diluyéndose a lo largo de los Gltimos afios debido a las mejoras
tecnoldgicas desarrolladas y el avance en seguridad tanto de vehiculos como de
carreteras. Por ejemplo, se ha calculado que el 38% de las lesiones medulares surgidas
en EE.UU. en el periodo 2010-2015 fueron como consecuencia de un accidente de
circulacion (3). Los diversos tipos de caidas (accidentes laborales y caidas desde alturas
fundamentalmente) suelen ser sefialados como la segunda causa mas importante, aunque
algunos autores, como Silberstein et al.(4) y van Asbeck et al.(5), en Rusia y Holanda
respectivamente, sefialaron esta causa como la etiologia principal en sus paises.
Nuevamente, las lesiones medulares como consecuencia de una caida se cuantificaron
en un 30% del total (3). La siguiente causa en orden de importancia son las heridas

como consecuencia de distintos actos violentos, habitualmente a través de armas de

14
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fuego. Se estima la prevalencia de este tipo de lesiones en torno a un 14% (3). Cabe
sefialar que en algunos estudios, aparece el intento de suicidio como una causa aislada,
causante del 5% de las lesiones existentes (1). Finalmente, las lesiones deportivas
suponen en torno a un 9-10%, siendo las zambullidas el factor més frecuente (1, 3). En
términos generales, el estudio etioldgico de la lesion medular presenta dificultades
debido a las diferentes metodologias empleadas en la recoleccion de los datos (6). Por
ejemplo, algunos estudios incluyen como accidentes de trafico cualquier evento en el
que un vehiculo estd envuelto, mientras que otros estudios incluyen los atropellos de
viandantes y ciclistas en una categoria separada. De forma similar, algunos estudios
combinan cualquier actividad deportiva en una misma categoria, mientras que otros
trabajos realizan este analisis incluyendo alguna separacion por actividad, como en el

caso del buceo, por ejemplo.

La edad media en el momento de la lesion se sitda en la tercera y cuarta décadas de la
vida habitualmente (1). En este sentido, se ha sefialado la clara evolucion de la edad
media de los lesionados, situada en los 29 afios durante la década de los 70, hasta llegar
a los 42 afios en la actualidad (3). Sin embargo, algunos autores han sefialado
diferencias en funcién del pais analizado, hablando de la existencia de dos picos
fundamentales, uno méas importante en la tercera, y otro a partir de la sexta 0 séptima
década de vida (5). En términos generales, todos los estudios muestran un claro
predominio de los varones, con relaciones varon/mujer que oscilan entre 5.8/1 y 2.5/1
siendo la relacién 3/1 la mas descrita (1). Algunos autores han llegado a reportar un
80% de lesionados medulares hombres (3). Finalmente, es interesante remarcar que,
teniendo en cuenta el nivel neurolégico y la extension de la lesion, el namero de
tetrapléjicos incompletos representan claramente el mayor porcentaje de lesionados
medulares (45%), seguidos de los parapléjicos incompletos (21%). Las lesiones
completas en parapléjicos ocuparian el tercer lugar (20%), siendo la tetraplejia completa

la lesion menos frecuente (14%) (3).
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1.1.2. Incidencia de la lesion medular

Histéricamente, el analisis epidemioldgico de la lesion medular ha presentado
dificultades metodoldgicas. Para calcular estos datos es necesario recoger informacion
poblacional de los hospitales en los que estos pacientes son atendidos. Este hecho ha
tenido como consecuencia las diferentes cantidades estimadas a lo largo de los afios en
funcién de las diferentes metodologias empleadas. El andlisis de la lesion medular de
origen no traumatico presenta ain mas dificultades para ser cuantificada, ya que, debido
a su naturaleza heterogénea, se requiere tener informacion de la practica totalidad de
hospitales existentes. En cualquier caso, el nimero de lesionados medulares varia entre
diferentes paises, debido a unos valores de incidencia diferentes reales, o a diferencias
en los métodos de cuantificacion empleados. En este sentido, algunos autores han
sefialado que las mediciones realizadas incluyen en algunos casos informacién
procedente de certificados de defuncién y forenses, y del departamento de medicina
legal, con el objeto de incluir en sus analisis aquellas victimas fallecidas en el escenario
del accidente o durante el trayecto al centro hospitalario. Sin embargo, otros estudios
han eliminado a estos sujetos de sus estimaciones (6). Es por ello que resulta
fundamental estandarizar los criterios y metodologias de recoleccién de datos de cara al

futuro.

A pesar de estas dificultades metodoldgicas, la incidencia anual de lesionados
medulares de origen traumatico varia desde los 10 hasta los 83 por millon de habitantes
(7). En la mayoria de los estudios se reporta una incidencia anual de 15-30 sujetos por
millon de habitantes (8, 9). En EE.UU. se estima una incidencia de 40 casos por millon
de habitantes aproximadamente, lo que supone una cantidad total de 12.500 nuevos
casos a lo largo de todo el afio. En este sentido, la cantidad total de personas vivas con
lesion medular en EE.UU., se estimo en un total de 276.000 en 2014 (3). En Europa, se
estima que la incidencia global ha aumentado de los 14 a los 19 casos por millon de
habitantes a lo largo de los ultimos 30 afios, apreciandose que los valores asociados a
los paises nordicos son significativamente mas bajos (9). En esta linea, la incidencia
anual de lesionados medulares traumaticos en Dinamarca se ha estimado en 10.2 sujetos
por millén de habitantes, cifra que parece permanecer estable desde el afio 1990 hasta la
actualidad (7). En Espafa, el nimero de nuevos casos anuales se estima en 12-20

sujetos por millon de habitantes. Ademas, en este estudio se corroboran algunos de los
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aspectos previamente expuestos en este trabajo; la principal causa de dichas lesiones
siguen siendo los accidentes de tréfico, se identifican dos picos criticos de edad en los
20-29 y los 60-69 afios, y finalmente la relacion hombre:mujer se establece en 4:1 (10,
11).

1.1.3. Impacto economico de la lesién medular

El coste asociado a un paciente con lesion medular es uno de los aspectos que ha sido
estudiado de forma paralela a la incidencia y prevalencia de la lesion (6). Las
necesidades sanitarias que un lesionado medular debe cubrir representan un importante
impacto econdémico sobre el propio paciente, su familia, y la comunidad en general (12).
Es importante sefialar que dichos costes estan relacionados con el alto grado de atencion
especializada que este tipo de pacientes requieren durante la fase aguda de la lesion, y al
conjunto de complicaciones derivadas de la lesion a largo plazo (13). Aproximadamente
el 30% de pacientes con lesién medular son re-hospitalizados 1 0 mas veces en un afio

cualquiera después de sufrir la lesion, con una estancia media de 22 dias de ingreso (3).

La carga econdmica de un lesionado medular en Canada, a lo largo de toda su vida,
estriba desde los 1.47 millones de dolares para un parapléjico incompleto, hasta los 3.03
millones de dolares en el caso de tetrapléjicos completos (13). En esta linea los costes
estimados para un sujeto con lesion medular, a lo largo de toda su vida en EE.UU.,
varian desde los 4.7 millones de dolares en el caso de un tetrapléjico de 25 afios con una
lesion alta, hasta los 1.5 millones de ddlares necesarios para un parapléjico de 50 afios
de edad (3). Es importante sefialar que estos calculos incluyen los gastos asociados a las
complicaciones quirurgicas en la fase temprana, tales como heridas infectadas,
desplazamiento de instrumentacion médica o readmisiones en el servicio de urgencias, y
también los gastos estimados a largo plazo tales como escaras, disfunciones de la vejiga
y/o del intestino, dolor neuropético y problemas respiratorios entre otros. Por otra parte,
no se incluyen en dichos célculos los gastos indirectos como por ejemplo las pérdidas
salariales y de productividad. A modo de resumen, las enfermedades del sistema genito-
urinario son la principal causa de re-hospitalizacion, seguidas de los problemas
dermatoldgicos. Los trastornos respiratorios, digestivos, circulatorios y musculo-

esqueléticos son también motivos frecuentes en este tipo de sujetos (3).
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1.1.4. Clasificacion del lesionado medular

La médula espinal humana es una compleja asociacion de motoneuronas que funciona
como un conducto bidireccional entre el cerebro y sus objetivos motores, sensoriales y
autonomos. También cumple la funcién de centro integrador reflejo entre los sensores
corporales y sus efectores autonomos y motores. Debido a que las funciones de la
medula espinal difieren en funcion del nivel y de la estructura, una lesion de dicha
médula, o una enfermedad de los tractos espinales puede resultar en diferentes tipos y

grados de disfuncion (14).

Si un traumatismo o enfermedad en la meédula espinal, tuviese siempre como
consecuencia la seccion anatomica o fisiologica de la misma, como por ejemplo sucede
cuando la médula espinal es atravesada por una bala o cortada por su cubierta dsea
debido a un impacto a alta velocidad, la clasificacién de las disfunciones derivadas
resultaria sencilla. Sin embargo, es mucho mas frecuente que se produzca una
interrupcién en el circuito (14). Es decir, es habitual que la médula permanezca
anatdbmicamente intacta, pero sufra una contusion, un infarto o una deformacién
mecénica. La lesion medular también puede tener lugar como un dafio secundario
debido a una autodestruccion inflamatoria, lo que explica la administracién rutinaria de

dosis altas de corticoesteroides dentro de una lesion medular (15).

El nivel de la lesion, también Ilamado nivel neuroldgico, es el Gltimo nivel sano tanto
sensitivo como motor. Por debajo de este nivel se encuentran alteraciones, aunque sean
minimas. Una misma lesion puede tener distintos niveles motores y sensitivos y diferir
ademas en ambos hemicuerpos. Se considera tetraplejia la afectacion de los segmentos
cervicales de la médula espinal que provoca alteracion en extremidades superiores,
tronco, extremidades inferiores y 6rganos pélvicos; la tetraplejia depende de ventilacion
mecanica si se ve implicado el diafragma (nervio frénico). Se considera paraplejia la
afectacion medular de los segmentos dorsales, lumbares y sacros; dependiendo del nivel

de la lesion se ven afectados tronco, extremidades inferiores y 6rganos pelvicos.

Independientemente de la causa del dafio medular, mas de la mitad de los supervivientes
experimentan algun grado de alteracion motora, sensitiva o auténoma (16). Como

consecuencia, las patologias resultantes pueden presentar caracteristicas muy diversas
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entre sujetos, haciendo necesaria la existencia de un criterio de clasificacién comun. Se
han desarrollado unos estandares uniformes con el objetivo de permitir a las personas
con lesion medular ser examinadas y clasificadas de forma sistematica, y documentar
cambios en las funciones sensorio-motoras debido al paso del tiempo, tratamientos

clinicos o intervenciones con un objetivo investigador (14).

El sistema de referencia utilizado para la clasificacion de sujetos con lesién medular fue
revisado en 2011 y publicado por el International Standards Committee como
miembros de la American Spinal Injury Association (ASIA) (17). Este organismo,
estandariza a nivel internacional los procesos de exploracion y diagndstico de la lesion
medular. Esta herramienta, representa la clasificacion més utilizada a nivel mundial, y
permite en ultima instancia, unificar la nomenclatura de todos los profesionales que se
dedican al estudio de esta patologia. La valoracion neuroldgica del paciente con lesion
medular consta de una exploracion sistematizada de las funciones motora y sensitiva
(figura 1).
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Figura 1. Hoja de valoracion neuroldgica de la ASIA. (Imagen tomada de Kirshblum, SC. 2011.
International standards for neurological classification of spinal cord injury).
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Durante la exploracién motora, la cual se lleva a cabo siempre en decubito supino, se
verifican 10 mdsculos clave en los miembros superiores y 5 en los inferiores, y se
puntda su balance muscular entre 0 (parélisis total) y 5 (movimiento activo contra una
resistencia). Se puede considerar un musculo “normal” con una puntuacién de 3 si los
inmediatamente superiores estdn a 4-5. Ademas, debe objetivarse si existe 0 no
contraccion anal voluntaria. Del mismo modo se lleva a cabo la exploracion sensitiva.
Se valoran las sensibilidades superficial y profunda en una escala de 0-2 en 28
dermatomas de ambos lados del cuerpo. La hiperestesia se puntia como 1 y no
discriminar el pinchazo como tal como 0. La suma de la puntuacion motora y sensitiva

refleja el grado de afectacion global (18).

La graduacion ASIA permite determinar la extension de la lesion definiéndola como

completa o incompleta (18):

- Lesion completa: Se produce cuando por debajo del nivel de lesion no existe funcion
motora ni sensitiva, incluidos los niveles sacros.
- Lesion incompleta: En ella persisten sensacion perineal y anal y funcion voluntaria del

esfinter anal, aungque no sean normales
La escala ASIA establece 5 categorias dependiendo de la severidad de la lesion:

A. GRADO A (lesion completa): No hay preservacion motora ni sensitiva en los
segmentos sacros.

B. GRADO B (lesion incompleta): no hay funcion motora, pero si sensitiva por
debajo de la lesion hasta los ultimos segmentos (sacros S4-S5).

C. GRADO C (lesion incompleta): hay preservacion sensitiva y parcial
preservacion motora. La mitad de los musculos claves infralesionales tienen
valoracion inferior a “3”.

D. GRADO D (lesion incompleta): sensibilidad normal y la mitad de los madsculos
claves infralesionales tienen una valoracion media superior a “3”.

E. GRADO E (normalidad neuroldgica): la funcion sensitiva y motora son

normales.

Para finalizar esta aproximacion tedrica a la lesion medular, haremos referencia a otro

aspecto de vital importancia para aquellos profesionales que trabajan con sujetos con
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lesion medular. Resulta fundamental diferenciar entre lesiones de la motoneurona
superior o inferior. La médula espinal est4 organizada de tal forma que las funciones de
la motoneurona superior o inferior, o de ambas, pueden ser interrumpidas por un
traumatismo o enfermedad. Los largos tractos de la médula espinal son motoneuronas
superiores. Las motoneuronas inferiores conectan el sistema nervioso central con el
organo efector. Las lesiones de las motoneuronas superiores resultan en una
“descentralizacion” del sistema nervioso, una pardlisis espastica y reflejos
sensoriomotores exagerados por debajo del nivel de la lesion. Esto quiere decir que la
actividad refleja motora, sensorial y autbnoma esta preservada, pero ya no bajo el
control del cerebro. La lesion opuesta es la afectacion de las motoneuronas inferiores,
que habitualmente acompafia a las lesiones de la T10 o inferiores. Las personas con este
tipo de afectacion pierden el control del sistema nervioso central de las funciones
sensoriomotoras, al igual que la actividad refleja sensoriomotora, lo que causa una
parélisis flacida y ausencia de actividad refleja, con un consecuente aumento del nivel

de atrofia muscular (14).

Este aspecto es importante de cara a elegir el tipo de terapia o de tratamiento en cada
caso. Los masculos que se encuentren por debajo del nivel de la lesion, en sujetos con
afectacion de la motoneurona superior, son susceptibles de ser estimulados mediante
herramientas tales como la estimulacién neuromuscular mecanica, como por ejemplo las
vibraciones de cuerpo completo (VCC). Como se explicara mas adelante, la aplicacion
de un estimulo vibratorio sobre una estructura masculo-tendinosa evoca un arco reflejo
conocido como reflejo tonico vibratorio (RTV), que es el responsable de la activacion
muscular evocada durante la aplicacién de la terapia vibratoria (19). En el caso de
pacientes con una afectacion de la motoneurona inferior no sera posible producir la
activacion muscular de este modo. De forma similar, la electroestimulacion
neuromuscular (EENM) implica la aplicacion de estimulos eléctricos a los musculos
esqueléticos superficiales, con el objetivo principal de desencadenar contracciones
musculares visibles y validas mediante la activacion de neuronas motoras o de ramas
axonales intramusculares (20). Nuevamente en aquellos pacientes que presenten una
solucion de continuidad en la unién entre el sistema nervioso central y el érgano efector,
como sucede en el caso de la lesion de la motoneurona inferior, no observaremos
respuesta alguna ante la aplicacion de la corriente eléctrica de esta forma, debiendo de

ser la fibra muscular estimulada de forma directa.
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1.2. Consecuencias de la lesion medular

La lesion medular es una de las condiciones clinicas mas draméticas debido a la pérdida
de la contraccion muscular voluntaria, lo que se traduce en una discapacidad fisica sobre
el sujeto. Entre los aspectos que aportan un caracter especialmente dramatico a la lesion
medular podemos encontrar la pérdida de independencia, las limitadas posibilidades de
recuperacion y la inexistencia de cura. Dependiendo del nivel y del tipo de afectacion,
los pacientes con lesion medular se encuentran entre las personas con menor nivel de

condicion fisica (21, 22).
1.2.1. Consecuencias musculo-esqueléticas

Tras la lesion medular, hay una pérdida rapida y dramatica de masa muscular por debajo
del nivel de la lesion (23, 24). Los lesionados medulares llegan a perder hasta el 46% de
su masa muscular en las primeras 6 semanas tras la lesion (25). Las articulaciones
sufren un deterioro similar (26) y una mayor susceptibilidad de padecer lesiones por la
atrofia de los cartilagos articulares (27) ademas de deformidades en los espacios
articulares (28, 29). Por otra parte, la transformacion del tipo de fibras viene precedida
de su atrofia (30, 31). Algunos autores han sugerido que la atrofia de las fibras tipo Il se
observa fundamentalmente durante los primeros meses tras la lesiobn medular completa,

seguida de la atrofia de las de tipo I en los periodos posteriores (31).

Son numerosos los estudios que han evidenciado estas diferencias entre las fibras
musculares de sujetos con lesion medular y sujetos sanos (14). En este sentido,
diferentes autores han observado que, en sujetos con lesiébn medular croénica, dichas
fibras musculares son mas pequefias que aquéllas que estan por encima del nivel de la
lesion y que las de otras personas sin lesion medular (32-34), tienen menos menos
proteina contractil (35), producen picos de fuerza de contraccion mas bajos (36), se
transforman hacia fenotipos rapidos de expresién proteica (30, 31, 37), incrementan la
isoforma de la cadena pesada de miosina (37) y reducen su resistencia a la fatiga (38-
40). En masculos humanos denervados durante largos periodos de tiempo, las miofibras
atrofiadas son sustituidas por adipocitos y colageno (figura 2) (41). Las alteraciones en
las propiedades estructurales y contréctiles del musculo tras la lesion medular, limitan la
capacidad del masculo debil y paralizado para sostener contracciones intensas durante

periodos prolongados (14). También se ha podido comprobar que el grado de atrofia
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tras la lesion incompleta es menor que en casos de lesion medular completa (42). Como
ya hemos visto anteriormente, por debajo del nivel de una lesion medular, los musculos
paralizados se vuelven més pequefios (43) y mas débiles (36). Estas adaptaciones
musculares que suceden paralelamente a las adaptaciones vasculares, contribuyen al

desarrollo de obesidad, diabetes tipo 11 y Ulceras por presion o escaras (44).
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Figura 2. Arriba, imagenes de ecografia de diferentes musculos de la extremidad inferior en
una persona sana. Abajo, imagenes de ecografia en los mismos puntos de referencia
anatomicos que arriba, pero en un parapléjico. Obsérvese el mayor paniculo adiposo
subcutaneo, el menor grosor muscular y la diferente textura (mas clara) al perder tejido
contractil y tener mas colageno. (Imagenes obtenidas en nuestro propio centro de
investigacion).

El comportamiento del tejido 6seo también ha sido objeto de estudio a lo largo de los
afios. Diferentes autores han propuesto una rapida y linear desmineralizacion del hueso
durante la fase aguda de la lesion, pasando posteriormente a una etapa estable tras 1-2
afios de la lesion (45). Sin embargo, en otros estudios se han mostrado pérdidas dseas
significativas muchos afios después de la lesién, sugiriendo que la pérdida 6sea podria
no estancarse como dejaban entrever los estudios previos (46, 47). El ritmo al que se
produce la pérdida 6sea podria depender del compartimento 6seo (figura 3): En aquellas
zonas en las que hay una gran proporcién de hueso trabecular, la pérdida se produce
entre 1-3 afios tras la lesion, mientras que en las zonas de hueso cortical la masa dsea

parece descender progresivamente mas alla de 10 afios tras la lesion (48).
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Figura 3. Densitometria realizada en una persona con lesion medular (izquierda) y en una
persona sana (derecha). El cuello del fémur es la zona determinada por la Organizacién
Mundial de la Salud para el diagndéstico de la osteoporosis. Los valores T-score son -4.51
y 1.06, respectivamente para la imagen de la izquierda y derecha. -2.5<T-score<-1.0
implica osteopenia, mientras que si T-score<-2.5 implica osteoporosis. (Imagenes
obtenidas en nuestro propio centro de investigacion).

1.2.2. Consecuencias cardiovasculares

La literatura cientifica ha descrito previamente el incremento en el riesgo de padecer
complicaciones como consecuencia del estilo de vida sedentario que las personas con
lesion medular suelen llevar por la pérdida funcional experimentada (14). En
consecuencia, es habitual que personas jovenes con lesiones medulares cronicas
experimenten estados patolégicos acelerados asociados con envejecimiento arterial
prematuro y pérdida de capacidad fisica, incluyendo enfermedades cardiacas y
problemas circulatorios (49, 50). Este tipo de poblacion muestra un riesgo incrementado
de padecer enfermedades vasculares por causa del bajo nivel de actividad fisica que
habitualmente exhiben (14) en comparacion con sujetos sanos (51). Mas aun, este tipo
de pacientes tiene una tasa de mortalidad debido a enfermedad cardiovascular
aumentada en un 228% con respecto a la poblacion sana (50). En este sentido, las
enfermedades cardiovasculares se han definido como la causa de complicaciones y de

muerte mas comun en lesionados medulares (51).

Sin embargo, los factores de riesgo cardiovascular comunes (e.g., sexo, edad, diabetes,
perfil lipidico sanguineo, hipertension arterial o tabaquismo (52)) no parecen explicar de

forma completa este incremento del riesgo cardiovascular observado en lesionados
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medulares (53). Estudios recientes han puesto el foco en los factores vasculares
periféricos como el mecanismo subyacente resposable del incremento del riesgo
cardiovascular (54) en esta poblacion frente a los mecanismos centrales tradicionales
(55). Mas aln, adaptaciones vasculares periféricas adversas parecen ser un mecanismo
plausible de aparicion de ulceras por presion (figura 4) como consecuencia de la
reduccion significativa del flujo sanguineo (FS) arterial del miembro inferior (56). Las
Ulceras por presion, Ulceras por declbito o escaras son lesiones que estdn causadas
debido a la presencia constante de una fuerza sobre los tejidos blandos, presionandolos
y llegando a cortarlos, interrumpiendo su irrigacion sanguinea y limitando el aporte de
oxigeno a estos tejidos y a los masculos (57), lo que conlleva una necrosis tisular (58).
Las deformaciones producidas en los tejidos debidas a cortos periodos de aplicacién de
las fuerzas, actuan de una forma elastica volviendo a sus formas iniciales tras cortos
periodos de tiempo de cese de dichas fuerzas. Sin embargo, cuando las fuerzas acttan
durante periodos largos de tiempo, es necesario que los periodos de recuperacion sean
mayores (59). Aproximadamente el 95% de los lesionados medulares sufrirdn este tipo
de complicacion en algin momento de su vida, lo que hace de las Ulceras por presion
una de las complicaciones mas habituales en lesionados medulares y una de las

principales causas de re-hospitalizacion en este tipo de pacientes (60).

R %
Figura 4. Ulceras por presion en la zona isquiatica y sacra (zonas comunes) en lesionados
medulares.

Se han detectado adaptaciones estructurales y funcionales en las arterias periféricas por
debajo del nivel de la lesion casi inmediatamente después de la lesion medular (61, 62).
En efecto, se produce una reduccion del 30% en el diametro de la arteria femoral comin
y del FS arterial en reposo dentro de las primeras 6 semanas de inactividad y paralisis

(61). Mas aun, reducciones mas alla del 50% y del 40% sobre el diametro de la arteria
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femoral comdn y del FS arterial en reposo, respectivamente, han sido descritos mas alla
de esta temprana etapa (54). Estas tempranas adaptaciones periféricas parecen estar
intimamente relacionadas con el descenso en la demanda metabolica tras la lesion
medular (63). En respuesta a un estimulo vasodilatador, la reactividad del FS pico como
respuesta a una isquemia del muslo se mostro significativamente reducida en este tipo
de pacientes; sin embargo, estas diferencias desaparecian cuando los calculos se
relativizaban al volume muscular, sugiriendo que la disfuncion arterial y la atrofia
muscular suceden de forma paralela. Adicionalmente, la ausencia de la accion de
bombeo muscular como consecuencia de la incapacidad de contraccion del musculo
esquelético (64) y la consecuente reduccién en el gradiente de presion arterio-vensoso a
lo largo del vientre muscular (65), contribuyen a la consolidacion de esta disfuncion
arterial. Adicionalmente, la lesion medular es considerada como un factor de alto riesgo
de desarrollo de enfermedad tromboembdlica. Debido a una prevalencia del 40-81%, los
tromboembolismos estdn considerados como la tercera causa de muerte entre los
lesionados medulares (66). Algunos autores han expuesto que esta mortalidad asociada
a la lesion medular cronica estd potencialmente relacionada con factores tratables o
prevenibles (e.g., infarto de miocardio, enfermedad arterial coronaria) a través del
gjercicio fisico (51). Por lo tanto, la mejora de las propiedades arteriales periféricas, lo
cual supone un aspecto clave en la rehabilitacion del paciente con lesion medular,
justifica la busqueda a lo largo de los afios de sistemas de rehabilitacion mas efectivos

con el objeto de minimizar las complicaciones derivadas.

1.3. Rehabilitacion del paciente con lesion medular

El ejercicio y la contraccibn muscular aportan un poderoso estimulo para la
remodelacion vascular (67). Se ha observado que las principales adaptaciones inducidas
por el ejercicio sobre el sistema vascular periférico son probablemente la angiogenesis
(68) y el incremento del didmetro de las arterias (69) de los musculos trabajados. Los
Vasos sanguineos se encuentran constantemente expuestos a fuerzas hemodinamicas en
forma de estiramiento ciclico y de cizalla debido a la naturaleza pulsatil de la presion
sanguinea y del FS. Las células endoteliales estan sometidas a las fuerzas de cizalla
resultantes del FS y son capaces de transformar los estimulos mecanicos en sefiales
intracelulares que afectan a las funciones de la célula, como por ejemplo la relajacion

del musculo liso vascular, proliferacion, apoptosis, migracion, permeabilidad,
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remodelacion, y también la expresion génica (70). La movilizacion pasiva, la forma més
basica de rehabilitacion para pacientes con lesiébn medular, no ha demostrado ser
efectiva a la hora de revertir la disfuncion arterial sufrida por este tipo de pacientes (64).
Sin embargo, existen otras herramientas rehabilitadoras cuya utilidad ha sido

ampliamente evidenciada.

1.3.1. Las vibraciones de cuerpo completo

Las vibraciones de cuerpo completo (VCC) hacen referencia a la energia mecanica
oscilante transferida al cuerpo entero, frente a regiones localizadas, a través de un
sistema de soporte como un asiento o una plataforma (71). La aplicacion del estimulo
vibratorio a una estructura muasculo-tendinosa produce una accion de acortamiento-
estiramiento que activa los husos musculares, y evoca una contraccion muscular refleja
denominada reflejo ténico vibratorio (RTV) (19). El estimulo vibratorio ha producido
incrementos en la velocidad del FS tanto en sujetos sanos (72) como no sanos (73). Se
ha demostrado que la tasa de utilizaciébn de oxigeno durante el ejercicio se ve
incrementada con las VCC (74). La magnitud del incremento en la perfusion muscular
inducida por las VCC parece estar relacionda con la carga vibratoria utilizada, definida
como la méxima velocidad durante el movimiento vibratorio (75). Para explicar el
incremento en el FS asociado con la aplicacion aguda de VCC, se suelen citar dos
mecanismos. Por un lado, el incremento en la tasa metabodlica local debido a la
activacion muscular inducida por el RTV conduce a una vasodilataciéon (76). Por otra
parte, el incremento de Oxido nitrico (NO) circulante, un potente vasodilatador
endotelial producido por la vibracion, incrementa el FS en las piernas sujetas a estimulo
vibratorio (77).

La gran mayoria de estudios de VCC llevan a cabo la aplicacion del estimulo a través de
vibracién vertical durante 3-12 min de estimulo mecanico directo (25 hasta 50Hz) en
posicién de bipedestacion o de sedestacion con o sin suplementacién de ejercicio (71,
72, 76, 78). El estimulo vibratorio no produce solo un incremento de la velocidad
sanguinea de los grandes vasos. En un estudio reciente, la aceleracion inducida por la
vibracion, aparentemente eyectd sangre venosa capilar procedente del gastrocnemio
medial (GM) tras dos intervenciones vibratorias (15 0 25Hz) de 3 min de duracion (79).
De forma similar, se observ6 un incremento del FS superficial del antebrazo tras 5 min

de 50Hz de estimulo vibratorio (80). EI mismo autor pudo evidenciar que los 50Hz
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fueron mas eficaces que un estimulo de 30Hz para esta finalidad (81). En este sentido,
otro estudio mostrd un incremento del FS superficial del pie tras la aplicacion de 10
series de un minuto de terapia vibratoria a una frecuencia de 26Hz y con una amplitud
de 2 mm en pacientes diabéticos (82). Ha sido demostrado que este incremento en la
circulacion superficial de la piel estd acompafiado por un aumento de la temperatura

superficial.

1.3.2. La electroestimulacién neuromuscular

La electroestimulacion neuromuscular (EENM) hace referencia a la aplicacion de
impulsos eléctricos, a traves de electrodos de superficie o implantados, para producir
potenciales de accion capaces de evocar contracciones musculares involuntarias (83).
La EENM transcutanea implica la aplicacion de estimulos eléctricos sobre los musculos
esqueléticos superficiales, con el objetivo fundametal de evocar contracciones
musculares visibles y validas gracias a la activacion de los axones de las motoneuronas
0 de las ramas axonales intramusculares (20). La EENM de superficie es una técnica
completamente no-invasiva ya que los electrodos recubiertos con gel son colocados en

la superficie de la piel sobre el punto motor del musculo de interés (84).

Dependiendo de las caracteristicas del estimulo, la EENM es capaz de producir un
incremento del FS local (85). La estimulacién eléctrica de baja frecuencia induce
contracciones musculares livianas, lo que se traduce en una accion de bombeo muscular
y por lo tanto, un incremento del FS muscular (86). Aunque el FS esta fuertemente
relacionado con la intensidad de la corriente desarrollada (87), para obtener este efecto
los pardmetros deben ser adecuadamente seleccionados. En este sentido, la eleccién de
una excesiva intensidad podria inducir una isquemia parcial, mientras que la utilizacion
de una intensidad de corriente excesivamente baja podria resultar insuficiente para
incrementar de forma significativa el FS (86). En efecto, varios estudios utilizaron para
tal efecto “potentes pero aun confortables” intensidades durante sesiones de EENM de

baja frecuencia (88, 89).

La eficacia de la implementacién de este tipo de terapia para la prevencion de la estasis
venosa Yy de sus patologias relacionadas ha sido ampliamente estudiada (90, 91). De

forma similar, se han evidenciado incrementos sobre el FS local de la arteria femoral
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inducidos por la aplicacion de EENM sobre la musculatura de la pantorrilla (92). Las
intervenciones empleadas, habitualmente emplean estimulos eléctricos de 15-36Hz con
un ancho de impulso de 300-350us con el objetivo de activar la accion de bombeo de la
musculatura de la pantorrilla (84, 93, 94). De forma paralela a la terapia vibratoria, el
efecto de la EENM sobre el flujo superficial también ha sido estudiado. Se ha reportado
un pequefo incremento de la circulacion superficial inducido a través de EENM lo que
sugiere que una fuerte vasoconstriccion simpatica sobre la piel podria surgir como
respuesta al incremento del FS tras la aplicacion de la corriente eléctrica (95). Més
adelante, este mismo autor observo que el incremento de la circulacion sanguinea de la
piel fue mas eficaz cuando la corriente (30Hz, ancho de impulso 250us) se aplicé de
forma combinada con calor local, lo que permitia reducir dicha vasoconstriccion (96).

1.3.3. Vibraciones de cuerpo completo y electroestimulacion neuromuscular en
la lesién medular

Hasta la fecha de finalizacion de este trabajo, Unicamente 2 estudios han analizado los
efectos agudos de las VCC sobre el sistema cardiovascular en sujetos con lesion
medular. En el primer estudio, 11 lesionados medulares (ASIA A o B) recibieron de
forma aleatoria 3 protocolos vibratorios (30, 40 y 50Hz respectivamente y una amplitud
pico a pico de 2 mm). La vibracion se aplicd con el paciente en bipedestacion sobre la
plataforma durante un periodo comprendido entre 3-6 min, ventana de tiempo en la que
se elicitdé un incremento del consumo de oxigeno (VO2) y de la oxigenacion del
gastrocnemio, dejando entrever una perfusion aumentada (97). En el segundo estudio
participaron 10 lesionados medulares, todos ellos diagnosticados como ASIA Ay tres
de ellos como ASIA C. Los sujetos recibieron de forma aleatoria 6 protocolos de VCC
(amplitud pico a pico 5 mm) resultantes de combinar los diferentes niveles de las
variables independientes del estudio; frecuencia (10, 20 y 30Hz) y protocolo (continuo;
3 min de aplicacion, seriado; 3 series de un min de duracion con un min de descanso
entre series). En este caso el estimulo vibratorio era aplicado sobre los pies, con el
paciente tumbado en un plano inclinado reduciendo la carga mecanica sobre la
plataforma. Las frecuencias de 20 y 30Hz produjeron incrementos en la velocidad

sanguinea media (VSM) y pico (VSP) de la arteria femoral (73).
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La EENM aplicada sobre los gastrocnemios ha demostrado producir un incremento del
FS femoral en pacientes con patologia arterial periférica (92). Sin embargo, y a pesar de
la importancia de las propiedades vasculares periféricas para los pacientes con lesion
medular, el nimero de estudios examinando las adaptaciones arteriales producidas por
este tipo de terapia son muy escasos. En este sentido, la aplicacion crénica de EENM ha
mostrado efectos vasculares positivos (98, 99) en personas con lesién medular. En
dichos estudios, los autores llevaron a cabo un programa de entrenamiento de la fuerza
consistente en extensiones dindmicas de rodilla contra diferentes resistencias a través de
contracciones inducidas por la corriente eléctrica. Tras 18 semanas de entrenamiento,
los autores observaron una mejora de la fatiga muscular, la dilatacion mediada por el
flujo, y del rango arterial (expresado como la diferencia entre el maximo didmetro —
minimo diametro). Sin embargo, el tamafio arterial, y el FS no se incrementaron,

probablemente debido al bajo volumen empleado en el protocolo (8 min/semana).

Existe consenso acerca de la eficacia de las VCC y de la EENM a la hora de producir un
incremento agudo en la velocidad sanguinea, y ambos métodos han demostrado ser
atiles al aplicarse en sujetos con incapacidad para reclutar su musculatura de forma
voluntaria. Sin embargo, hasta la fecha, ningun estudio ha analizado el efecto producido
por la aplicacion simultanea de ambos estimulos. Por esta razén, el objetivo principal de
esta tesis doctoral fue analizar los efectos de la aplicacion simultanea de VCC y de
EENM sobre diferentes variables vasculares y neuromusculares en sujetos sanos y en
pacientes con lesion medular. Nuestra hipdtesis experimental principal fue que cuando
ambas terapias se aplicasen de forma simultanea, tendria lugar un efecto “sumatorio”
con el consecuente aumento de la eficacia de la terapia. Para comprobar la verosimilitud
de dicha hipdtesis, se llevaron a cabo 3 estudios cientificos, cuyos objetivos, hipotesis,

metodologias detalladas y resultados mas relevantes se exponen a continuacion.
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2. OBJETIVOS

Esta tesis doctoral tiene 3 objetivos, habiéndose desarrollado un estudio experimental
para dar respuesta a cada uno de ellos. Son los siguientes:

1. Analizar los efectos agudos de la apliacion simultanea, consecutiva o aislada de
vibraciones de cuerpo completo y electroestimulacion neuromuscular sobre la
velocidad sanguinea de la arteria poplitea y la temperatura de la piel de la

pantorrilla en sujetos sanos.

2. Analizar los efectos agudos de la apliacion simultanea, consecutiva o aislada de
vibraciones de cuerpo completo y electroestimulacion neuromuscular sobre la
velocidad sanguinea de la arteria poplitea y la temperatura de la piel de la

pantorrilla en sujetos con lesion medular.

3. Analizar las adaptaciones inducidas por la aplicacion de 12 semanas del
protocolo que haya resultado mas eficaz en el ensayo anterior!, sobre las
propiedades vasculares de la arteria poplitea (velocidad sanguinea media,
velocidad sanguinea pico, didmetro arterial en reposo, y flujo sanguineo), el
grosor muscular del gastrocnemio y la densidad mineral ésea del cuello femoral

de personas con lesion medular.

! Tras los dos primeros ensayos clinicos, este protocolo fue el de aplicacion simultanea de vibraciones de
cuerpo completo y electroestimulacion neuromuscular.
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3. HIPOTESIS

Esta tesis doctoral tiene 3 hipdtesis, habiéndose desarrollado un estudio experimental

para dar comprobar la verosimilutud de cada una de ellas. Son las siguientes:

1.

La aplicacion simultdnea de vibraciones de cuerpo completo vy
electroestimulacion neuromuscular producird un incremento agudo de la
velocidad sanguinea de la arteria poplitea y de la temperatura de la piel de la
pantorrilla mayor que la aplicacién aislada o consecutiva de ambos estimulos en

sujetos sanos.

La aplicacion simultinea de vibraciones de cuerpo completo vy
electroestimulacion neuromuscular producira un incremento agudo de la
velocidad sanguinea de la arteria poplitea y de la temperatura de la piel de la
pantorrilla mayor que la aplicacion aislada o consecutiva de ambos estimulos en

lesionados medulares.

La realizacién de un programa de entrenamiento basado en la aplicacion durante
12 semanas de aquel protocolo que haya demostrado mayor eficacia en los
estudios previos, producira adaptaciones sobre el didametro arterial en reposo de
la arteria poplitea, y consecuentemente, sobre el flujo sanguineo arterial en

lesionados medulares.
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4. PRIMER ESTUDIO

4.1. Titulo

“Influencia de la aplicacion simultanea o aislada de electromioestimulacion vy

vibracion sobre el flujo saguineo de la pierna”.

4.2. Metodologia

Sujetos

En este estudio participaron de forma voluntaria 13 hombres sanos (edad: 21.2+1.5
afios; altura: 1.78+0.05 m; peso: 73.5+7.7 kg). Todos los sujetos eran fisicamente
activos y se les dio instrucciones para que no modificasen sus habitos de suefio ni de
alimentacion a lo largo del estudio. Cada participante fue cuidadosamente informado de
los riesgos y beneficios del estudio, y dio su constimiento por escrito de forma previa al
inicio del mismo. El estudio se llevo a cabo siguiendo la Declaracién de Helsinki y fue

aprobado por el Comité de Etica de la Fundacion Aspaym Castilla y Leon.
Disefio experimental

Cada sujeto fue valorado en 5 sesiones diferentes, separadas por al menos 48 horas. En
la primera sesién se familiariz6 a los sujetos con los protocolos de valoracion y de
entrenamiento. En las 4 sesiones restantes, se aplicaron 4 tratamientos diferentes en
orden aleatorio, un tratamiento cada dia. Los 4 tratamientos aplicados fueron VCC
aisladas (VCC), EENM aislada (EENM), VCC y EENM simultineamente
(VCC+EENM), y 30s de VCC seguidos de 30s de EENM (VCC30/EENM30). En todas
las intervenciones, los sujetos fueron colocados en bipedestacion sobre la plataforma
con una flexién de rodillas de 30° (considerando la extension completa como 0°), las
manos sobre las caderas, mirando al frente, y recibieron 10 series de 1 minuto de
duracion y 1 minuto de descanso. Al final de la intervencion se siguid registrando datos

del sujeto a lo largo de 5 min de recuperacion (R1-R5) (figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental.
B=Basal, T=Periodo de tratamiento, R=Periodo de recuperacion.

Procedimientos

Cuando un sujeto llegaba al laboratorio, se le colocaba de pie, encima de la plataforma
vibratoria (Galileo Home, Galileo®, Novotec, Alemania) durante un periodo de 10 min
con el objeto de normalizar su FS de forma previa a la aplicacién del tratamiento
correspondiente. En todas las condiciones los sujetos fueron instruidos para usar
siempre el mismo calzado deportivo de cara a estandarizar la absorcion de la vibracién
(100). La frecuencia de vibracién fue ajustada a 26Hz y la amplitud a 5mm (pico a
pico). La componente vertical de la aceleracion fue medida a través de un acelerdmetro
(VT-6360, Hong Kong, China). La aceleracion (pico) fue de 66.70m-s>.

Los pies fueron colocados paralelos entre si, separados por 38cm (medidos desde la
linea media de los talones). Cuando se aplicé EENM, se utiliz6 una onda rectangular,
bifasica y simétrica con una anchura de pulso de 400us y una frecuencia de 8Hz. Dicha
corriente fue aplicada sobre la motoneurona, lo mas cerca posible del punto motor de
los gastrocnemios de ambas piernas (Compex 3, DJO Ibérica, Madrid, Espafa). Se
utilizaron 3 electrodos de 2mm de grosor en cada pierna: Un electrodo (10x5cm) fue
colocado 2 cm por debajo del hueco popliteo, y 2 electrodos (5x5¢cm) lo mas cerca
posible del punto motor del GM vy lateral (GL) respectivamente (figura 6). La intensidad
de la corriente fue incrementada hasta alcanzar el umbral de dolor del sujeto (intensidad
media tolerada: 47.4+11.2mA). Esta intensidad, alcanzada en la primera sesion, fue la

utilizada en el resto de sesiones.
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Figura 6. Ubicacion de los electrodos de EENM.

Medidas

La onda de velocidad fue registrada mediante Doppler en el nivel basal, durante cada
minuto de descanso entre las 10 series (en los 30s finales), y al final de cada minuto de
recuperacion (figura 7). La arteria poplitea fue monitorizada en un corte longitudinal
con un sistema de ultrasonidos (MyLab 25, Esaote, Génova, Italia) equipado con
Doppler pulsado a color, con una sonda lineal (LA 523, 7.5-12MHz; longitud, 50mm;
Esaote, Génova, Italia) sobre la fosa poplitea derecha. La sonda fue ubicada
manteniendo un angulo de insonacion <60°. Cada imagen de ultrasonidos fue registrada
durante 4 segundos. Durante ese periodo se recogieron entre 3 y 5 latidos, y la media de
esas ondas de pulso fue analizada (MyLab Desk 8.0, Esaote, Génova, lItalia) para
obtener la VSM vy la VSP (figura 3). De forma previa al registro de las variables
sanguineas, se registrd la temperatura de la piel (TP) sobre el gastrocnemio izquierdo,
usando un termémetro infrarrojo (PCE-777, PCE Instruments, Southampton, Reino
Unido). Con el objetivo de obtener una medicion fiable de esta variable, se realizd una
marca con rotulador dérmico entre las dos cabezas del gastrocnemio. Todas las medidas

fueron tomadas por el mismo investigador.
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Figura 7. Registro de la onda de pulso mediante eco-Doppler.
Analisis estadistico

La normalidad de las variables dependientes fue analizada y confirmada mediante el test
de Shapiro-Wilk. Un analisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas de dos
factores para tiempo y tratamiento fue utilizado. Cuando se alcanzé un valor-F
significativo, se efectuaron comparaciones por pares usando el post hoc de Bonferroni.
Se aporto el tamafio del efecto, n?, para determinar la magnitud del efecto alcanzado
independientemente del tamafio muestral. La significacion estadistica se establecio en

p< 0.05. Los valores estan expresados como media + desviacion estandar (DE).

4.3. Resultados

Velocidad sanguinea media

Se observo un efecto tiempo*grupo en la VSM (p<0.001; 1?=0.324). Los valores
absolutos y las diferencias estadisticas se muestran en la figura 8. El tratamiento
VCC+EENM fue la Unica terapia que mantuvo la VSM elevada por encima del nivel
basal durante toda la intervencion, desde T1 (134.6%, p<0.01) hasta T10 (112.6%,
p<0.05). Para el tratamiento de VCC, la VSM se incremento desde T6 (62.8%, p<0.05)
hasta T10 (83.8%, p<0.01) con respecto al nivel basal. El protocolo EENM produjo un
incremento de la VSM desde T1 (119.6%, p<0.001) hasta T7 (80.4%, p<0.05).
Finalmente, el protocolo VCC30/EENM30, produjo un incremento de la VSM con
respescto al inicio desde T1 (87.5%, p<0.01) hasta T9 (76.9%, p<0.01).
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Los incrementos pico durante la aplicacion de cada intervencion fueron 84, 180, 161 y
147% para VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente. Los
incrementos medios durante la aplicacion de cada intervencién fueron 62, 110, 145 y
106% para VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente. Y los
incrementos medios durante el periodo de recuperacion fueron 26, 21, 32 y 9% para
VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente.

60 -

A -G~ VCC

g ,'.*~\ Fa
55 - E’P —>-EENM

E . b
T N - VCC+EENM
50 + ™
B --A&-VCC30/EENM30

45 E

w
o

N
(%)

Velocidad Sanguinea Media (cm-s?)
g
\\
—
/
\ i :
I .
F—#—Q:‘

Protocolo | Recuperacmn ? %

5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (min)

20 -

Figura 8. Cambios a lo largo del tiempo en la VSM durante la aplicacion de 10 series de 1 min
de tratamiento y 1 min de descanso, y durante 5 min del periodo de recuperacion.

“ %™ diferencias con respecto al nivel basal con p<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

& diferencias con respecto al protocolo VCC con p<0.05.

bbb diferencias con respecto al protocolo EENM con p<0.05, y 0.01, respectivamente.

¢ diferencias con respecto al protocolo WBV30/ES30 con p<0.05, y 0.01, respectivamente.

Velocidad sanguinea pico

Se observo un efecto tiempo*grupo en la VSP (p<0.001; ©?=0.297). Los valores
absolutos y las diferencias estadisticas se muestran en la figura 9. Las intervenciones
combinadas fueron las Unicas que mantuvieron elevada la VSP por encima del valor
basal durante todos los tratamientos, desde T1 (113.5%, p<0.001) hasta T10 (88.8%,
p<0.01) y desde T1 (58.4%, p<0.01) hasta T10 (49.1%, p<0.05) para VCC+EENM y
VCC30/EENM30, respectivamente. Para el protocolo VCC, la VSP se incrementd con
respecto al nivel basal desde T7 (70.3%, p<0.01) hasta T10 (70.8%, p<0.001). Para el
protocolo EENM, la VSP se incrementd desde T1 (88.1%, p<0.001) hasta T9 (65%,
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p<0.05). Mas alla, el tratamiento VCC+EENM fue el Unico que mantuvo elevada la
VSP por encima del nivel basal durante el primer minuto del periodo de recuperacion
(50.5%, p<0.05).

Los incrementos pico durante la aplicacion de cada intervencion fueron 74, 121, 121y
103% para VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente; Los
incrementos medios durante la aplicacion de cada intervecion fueron 56, 87, 111y 74%
para VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente; y el incremento
medio durante el periodo de recuperacion de cada intervencion fueron 25, 16, 31y 4%
para VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente.
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Figura 9. Cambios a lo largo del tiempo en la VSP durante la aplicacion de 10 series de 1 min
de tratamiento y 1 min de descanso, y durante 5 min del periodo de recuperacién.

“ "™ diferencias con respecto al nivel basal con p<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

b.bb diferencias con respecto al protocolo EENM con p<0.05, y 0.01, respectivamente.

¢ diferencias con respecto al protocolo WBV30/ES30 con p<0.05, y 0.01 respectivamente.

Temperatura de la piel

Se observé un efecto tiempo*grupo también para la TP (p<0.001; 1?=0.225). Los
valores absolutos y las diferencias estadisticas se muestran en la figura 10. El protocolo
simultaneo (VCC+EENM) fue la intervencion que increment6 antes la TP por encima
del nivel basal (28.7°C), desde T5 (29.6°C, p<0.05) hasta R5 (30.3°C, p<0.001). El
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protocolo VCC no produjo ningln incremento con respecto al nivel basal en ningun
momento. Para el tratamiento EENM, la TP se incrementd con respecto al nivel basal
(28.8°C) desde R1 (29.8°C, p<0.05) hasta R5 (29.9°C, p<0.05). Finalmente, el
tratamiento VCC30/EENM30, produjo un incremento de la TP con respecto al inicio
(28.8°C) desde T10 (29.6°C, p<0.05) hasta R5 (29.9°C, p<0.01).

Los incrementos pico durante cada aplicaciéon fueron 0.6, 1.1, 1.7 y 1.2°C para VCC,
EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente.
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Figura 10. Cambios a lo largo del tiempo en la TP durante la aplicacion de 10 series de 1 min
de tratamiento y 1 min de descanso, y durante 5 min del periodo de recuperacién.

=" diferencias con respecto al nivel basal con p<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.
adiferencias con respecto al protocolo VCC con p<0.05.
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5. SEGUNDO ESTUDIO

5.1. Titulo

“Efectos agudos de la aplicacion simultinea de electroestimulacion neuromuscular y

vibracion sobre el flujo sanguineo de la pierna en lesionados medulares”.

5.2. Metodologia

Sujetos

10 pacientes (8 hombres y 2 mujeres) con lesiébn medular participaron voluntariamente
en este estudio. Todos los pacientes usaban silla de ruedas manual para su locomocion.
Todos ellos fueron clasificados por la Asociacion Americana para la Lesion Medular
(ASIA) como A o B. Ninguno de los sujetos tenia antecedentes de patologia arterial
periférica o cualquier otra condicion contaminante. Las medicaciones fueron anotadas y
unicamente aquellas orientadas a reducir la espasticidad fueron permitidas durante el
estudio. Todos los sujetos recibian habitualmente diez sesiones de rehabilitacion de dos
horas de duracion que consistian en ponerse de pie mediante un plano inclinado,
gjercicios de fuerza de baja intensidad o electroterapia, y tratamiento fisioterapéutico.
Las intervenciones experimentales fueron aplicadas de forma previa a sus rutinas
rehabilitadoras. Anteriormente al inicio del estudio, cada sujeto fue debidamente
informado de los riesgos y beneficios y dio su consentimiento por escrito. El estudio fue
conducido siguiendo los principios de la declaracion de Helsinki y fue aprobado por el
Comité de Etica de la Fundacion Aspaym Castilla y Leon.

Disefio experimental

Cada sujeto fue valorado en 5 sesiones diferentes, separadas por al menos 48 horas. En
la primera sesién se familiariz6 a los sujetos con los protocolos de valoracion y de
entrenamiento. En las 4 sesiones restantes se aplicaron 4 tratamientos diferentes en
orden aleatorio, un tratamiento cada dia. Los 4 tratamientos aplicados fueron VCC
aisladas (VCC), EENM aislada (EENM), VCC y EENM simultdneamente
(VCC+EENM), y 30s de VCC seguidos de 30s de EENM (VCC30/EENM30). En todas
las intervenciones los pacientes fueron colocados en sedestacion en su propia silla de
ruedas, con los pies colocados sobre la plataforma vibratoria (Galileo Home, Galileo®,

Novotec, Alemania) y recibieron 10 series de 1 minuto de duraciéon y 1 minuto de
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descanso. Al final de la intervencidn, se siguid registrando datos del sujeto a lo largo de

5 min de recuperacion (R1-R5) (figura 5).
Procedimientos

Cuando un sujeto llegaba al laboratorio, permanecia en la posicion de sedestacion
durante 10 minutos con el objeto de normalizar su FS de forma previa a la aplicacion
del tratamiento correspondiente. En todas las condiciones, los sujetos fueron instruidos
para usar siempre el mismo calzado deportivo de cara a estandarizar la absorcion de la
vibracion (100). La frecuencia de vibracion fue ajustada a 10Hz y la amplitud a 5mm
(pico a pico). La componente vertical de la aceleracion fue medida a través de un
acelerometro (VT-6360, Hong Kong, China). La aceleracion (pico) fue de 66.70 m-s2,
Los pies fueron colocados paralelos entre si, separados por 38cm (medidos desde la
linea media de los talones). Cuando se aplic6 EENM, se utiliz6 una onda rectangular,
bifasica y simétrica con una anchura de pulso de 400us y una frecuencia de 8Hz. Dicha
corriente fue aplicada sobre la motoneurona, lo méas cerca posible del punto motor de
los gastrocnemios de ambas piernas (Compex 3, DJO Ibérica, Madrid, Espafia). Se
utilizaron 3 electrodos de 2mm de grosor en cada pierna: Un electrodo (10x5cm) fue
colocado 2cm por debajo del hueco popliteo, y 2 electrodos (5x5cm) lo mas cerca
posible del punto motor del GM y GL respectivamente (figura 6). La intensidad de la
corriente fue incrementada hasta alcanzar el umbral de dolor del sujeto (intensidad
media tolerada: 46.6£12.3mA). Esta intensidad, alcanzada en la primera sesion, fue la

utilizada en el resto de sesiones.

Medidas

La onda de velocidad fue registrada mediante Doppler en el nivel basal, durante cada
minuto de descanso entre las 10 series (en los 30s finales), y al final de cada minuto de
recuperacion (figura 7). La arteria poplitea fue monitorizada en un corte longitudinal
con un sistema de ultrasonidos (MyLab 25, Esaote, Génova, ltalia) equipado con
Doppler pulsado a color, con una sonda lineal (LA 523, 7.5-12 MHz; longitud, 50 mm;
Esaote, Génova, Italia) sobre la fosa poplitea derecha. La sonda fue ubicada
manteniendo un angulo de insonacion <60°. Cada imagen de ultrasonidos fue registrada
durante 4 segundos. Durante ese periodo se recogieron entre 3 y 5 latidos, y la media de

esas ondas de pulso fue analizada (MyLab Desk 8.0, Esaote, Génova, Italia) para
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obtener la VSM vy la VSP (figura 3). De forma previa al registro de las variables
sanguineas se registrd la TP sobre el gastrocnemio izquierdo, usando un termémetro
infrarrojo (PCE-777, PCE Instruments, Southampton, Reino Unido). Con el objetivo de
obtener una medicion fiable de esta variable se realizé una marca con rotulador dérmico
entre las dos cabezas del gastrocnemio. Todas las medidas fueron tomadas por el mismo

investigador.

Analisis estadistico

La normalidad de las variables dependientes fue analizada y confirmada mediante el test
de Shapiro-Wilk. Un ANOVA de medidas repetias de dos factores para tiempo y
tratamiento fue utilizado. Cuando se alcanz6 un valor-F significativo, se efectuaron
comparaciones por pares usando el post hoc de Bonferroni. Se aportd el tamafio del
efecto, n?, para determinar la magnitud del efecto alcanzado independientemente del
tamafio muestral. La significacion estadistica se establecid en p< 0.05. Los valores estan

expresados como media + DE.

5.3. Resultados

Velocidad Sanquinea Media

Se observo un efecto tiempo*grupo en la VSM (p<0.01; n?=0.163). El porcentaje de
variacion con respecto al nivel basal y las diferencias estadisticas se muestran en la
figura 11. Para el protocolo VCC, la VSM se incrementd desde T1 (13.1%, p<0.05)
hasta R2 (11.2%, p<0.01) comparado con el inicio. Para el protocolo EENM, la VSM se
incrementd con respecto al nivel basal desde T8 (7.1%, p<0.001) hasta T10 (8.9%,
p<0.05). El protocolo VCC+EENM mantuvo elevada la VSM desde T1 (22.1%,
p<0.001) hasta R3 (18.7%, p<0.05). Finalmente, en el protocolo VCC30/EENM3O0, la
VSM se incrementd con respecto al valor basal desde T1 (18.6%, p<0.05) hasta R1
(23.7%, p<0.05).
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Figura 11. Cambios a lo largo del tiempo en la VSM durante la aplicacion de 10 series de 1
min de tratamiento y 1 min de descanso, y durante 5 min del periodo de recuperacion.
“ "™ diferencias con respecto al nivel basal con p<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

Los incrementos pico durante la aplicacion de cada intervencion fueron 27, 13, 42 y
30% para VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente. Los
incrementos medios durante la aplicacidn de cada intervencion fueron 22, 10, 36 y 27%
para VCC, EENM, VCC+EENM vy VCC30/EENM30, respectivamente. Y los
incrementos medios durante el periodo de recuperacion fueron 10, 1, 21 y 13% para
VCC, EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente.

Velocidad Sanguinea Pico

Se observd un efecto tiempo*grupo en la VSP (p<0.05; n?=0.146). El porcentaje de
variacion con respecto al nivel basal y las diferencias estadisticas se muestran en la
figura 12. Para el protocolo VCC, la VSP se increment6 desde T1 (11.3%, p<0.05) hasta
R2 (11.4%, p<0.05) comparado con el inicio. Para el protocolo EENM, la VSP se
incrementd con respecto al nivel basal desde T7 (15.5%, p<0.05) hasta T9 (9.8%,
p<0.05). El protocolo VCC+EENM mantuvo elevada la VSP durante todo el protocolo,
desde T1 (20.5%, p<0.001) hasta R5 (16.4%, p<0.05). Finalmente, el protocolo
VCC30/EENM30, la VSP se incremento con respecto al valor basal desde T1 (15.3%,
p<0.05) hasta R1 (22.6%, p<0.05).
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Figura 12. Cambios a lo largo del tiempo en la VSP durante la aplicacion de 10 series de 1 min
de tratamiento y 1 min de descanso, y durante 5 min del periodo de recuperacién.
“ "™ diferencias con respecto al nivel basal con p<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

Los incrementos pico durante la aplicacion de cada intervencion fueron 24, 17, 36 y
28% para EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente. Los incrementos
medios durante la aplicacion de cada intervencion fueron 19, 13, 30 y 21% para VCC,
EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente. Los incrementos medios
durante el periodo de recuperacion fueron 11, 2, 19 y 11% para VCC, EENM,
VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente.

Temperatura de la Piel

Se observé un efecto tiempo*grupo también para la TP (p<0.001; 1?=0.180). Los
valores absolutos y las diferencias estadisticas se muestran en la figura 13. El protocolo
simultaneo (VCC+EENM) fue la intervencion que incremento antes la TP por encima
del nivel basal (24.5°C), desde T4 (29.6°C, p<0.05) hasta R5 (30.3°C, p<0.05). El
protocolo VCC increment6 la TP con respecto al nivel basal (25.5°C) desde T9 (29.8°C,
p<0.05) hasta R5 (29.9°C, p<0.05). Ni con el protocolo EENM, ni con el protocolo
VCC30/EENM3O0 se produjo un incremento de la TP con respecto al inicio.

Los incrementos pico durante cada aplicacion fueron 1.5, 1.0, 2.1 y 1.4°C para VCC,
EENM, VCC+EENM y VCC30/EENM30, respectivamente.
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6. TERCER ESTUDIO

6.1. Titulo

“Efectos cronicos de la aplicacion simultanea de electroestimulacion neuromuscular y

vibracion sobre el flujo sanguineo de la pierna en lesionados medulares”.

6.2. Metodologia

Sujetos

Diecisiete pacientes (12 hombres y 5 mujeres) participaron voluntariamente en este
estudio. Todos los pacientes usaban silla de ruedas manual para su locomocién. Todos
ellos fueron clasificados por la Asociacion Americana para la Lesion Medular (ASIA)
como A o B. Ninguno de los sujetos tenia antecedentes de patologia arterial periférica o
cualquier otra condicion contaminante. Las medicaciones fueron anotadas y Unicamente
aquellas orientadas a reducir la espasticidad fueron permitidas durante el ensayo. Todos
los sujetos recibian habitualmente diez sesiones de rehabilitacion de dos horas de
duracion gue consistian en ponerse de pie mediante un plano inclinado, ejercicios de
fuerza de baja intensidad o electroterapia, y tratamiento fisioterapéutico. Las
intervenciones experimentales fueron aplicadas a los sujetos de forma previa a sus
rutinas rehabilitadoras. Cada sujeto fue debidamente informado de los riesgos y
beneficios del estudio y dio su consentimiento por escrito. El estudio fue conducido
siguiendo los principios de la declaracion de Helsinki y fue aprobado por el Comité de
Etica de la Fundacion Aspaym Castilla y Leon.

Disefio experimental

Los efectos de la aplicacion simultanea de VCC y EENM fueron analizados a través de
un disefio aleatorio de dos grupos paralelo. Los sujetos fueron aleatoriamente asignados
al grupo experimental (GE=9) o al grupo control (GC=8). Cada sujeto fue valorado en 4
ocasiones diferentes. Al inicio del estudio (B), después de 6 semanas (Post-6), después
de 12 semanas (al final del periodo de entrenamiento, Post-12), y 8 semanas después de
finalizar el entrenamiento (Post-20). Los sujetos del grupo experimental completaron un
total de 30 sesiones, en las que recibieron 10 min de VCC+EENM, a lo largo de 12

semanas.
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Procedimientos

Cuando un sujeto llegaba al laboratorio, permanecia en la posicién de sedestacion en su
propia silla de ruedas con los pies anclados con cinchas a la plataforma vibratoria
(Galileo Home, Galileo®, Novotec, Alemania). Para facilitar la colocacion de los pies
se utilizd una cufia con una inclinacién de 20° como soporte de la plataforma. En todas
las condiciones, los sujetos fueron instruidos para usar siempre el mismo calzado
deportivo de cara a estandarizar la absorcion de la vibracion (100). La frecuencia de
vibracion fue ajustada a 10Hz y la amplitud a 5mm (pico a pico). La componente
vertical de la aceleracion fue medida a traves de un acelerometro (VT-6360, Hong
Kong, China). La aceleracion (pico) fue de 66.70m-s. Los pies fueron colocados

paralelos entre si, separados por 38cm (medidos desde la linea media de los talones).

Para la EENM se utilizd una onda rectangular, bifasica y simétrica con una anchura de
pulso de 400us y una frecuencia de 8Hz. Dicha corriente fue aplicada sobre la
motoneurona, lo mas cerca posible del punto motor de los gastrocnemios de ambas
piernas (Compex 3, DJO Ibérica, Madrid, Espafa). Se utilizaron 3 electrodos de 2mm
de grosor en cada pierna: Un electrodo (10x5cm) fue colocado 2cm por debajo del
hueco popliteo, y 2 electrodos (5x5cm) lo més cerca posible del punto motor del GM y
GL respectivamente (figura 2). La intensidad de la corriente fue incrementada hasta
alcanzar el umbral de dolor del sujeto (intensidad media tolerada: 49.5+11.2mA). Esta
intensidad, alcanzada en la primera sesion, fue incrementandose de forma progresiva en
cada sesion con el objetivo de impedir el acomodamiento a la corriente y el consecuente
descenso en la intensidad de la contraccion por causa de la fatiga muscular inducida por
la EENM (101).

Medidas

Parametros vasculares

Cada sujeto completo todas las sesiones de valoracion a la misma hora del dia con el
objeto de evitar alteraciones en la funcion arterial. Cuando un sujeto llegaba al
laboratorio, permanecia en la posicion de sedestacion durante 10 minutos con el objeto
de normalizar su FS. La arteria poplitea fue monitorizada en un corte longitudinal con
un sistema de ultrasonidos (MyLab 25, Esaote, Génova, Italia) equipado con Doppler
pulsado a color, con una sonda lineal (LA 523, 7.5-12 MHz; longitud, 50 mm; Esaote,
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Geénova, Italia) sobre la fosa poplitea derecha. La sonda fue ubicada manteniendo un
angulo de insonacion <60°. Cada imagen de ultrasonidos fue registrada durante 4
segundos. Durante ese periodo se recogieron entre 3 y 5 latidos, y la media de esas
ondas de pulso fue analizada (MyLab Desk 8.0, Esaote, Génova, ltalia) para obtener la
VSM y VSP (figura 3). El diametro arterial en reposo (DAR) fue medido como la linea
perpendicular a través del espacio intima-lumen desde la pared mas cercana a la mas
lejana del vaso. Cinco imagenes fueron registradas para cada medida. La mayor y la
menor de cada toma fueron excluidas, y la media de los otros 3 valores restantes fue
calculada y utilizada en el posterior analisis. Las imagenes fueron analizadas utilizando
un software especializado (MyLabDesk, Esaote Biomedica, Génova, Italia). EI FS de la
arteria poplitea fue calculado como VSM*II(DAR/2)2*60. Todas las medidas fueron

realizadas por el mismo investigador.

Grosor muscular

Se valord el grosor muscular del GM y de GL usando una sonda lineal (LA 523, 7.5-12
MHz; longitud, 50 mm; Esaote, Génova, Italia). Se tomaron iméagenes sagitales en el
punto ubicado en el primer tercio proximal de la distancia existente entre el epicondilo
lateral del fémur y el maléolo lateral del peroné. Esta distancia fue calculada con el
sujeto tumbado en decubito supino en una camilla con las piernas completamente
extendidas. Este punto fue marcado con tinta sobre la piel para garantizar la
repetibilidad y fiablidad de la medicion. Se pidié a los sujetos que repasasen esta marca
a lo largo de las semanas del estudio. ElI grosor muscular fue calculado como la
distancia entre las aponeurosis superficial y profunda. Cinco imagenes fueron
registradas para cada medida. La mayor y la menor de cada toma fueron excluidas, y la
media de los otros 3 valores restantes fue calculada y utilizada en el posterior analisis.
Las iméagenes fueron analizadas utilizando un software especializado (MyLabDesk,
Esaote Biomedica, Génova, Italia). Todas las medidas fueron realizadas por el mismo

investigador.

Desidad Mineral Osea

La densidad mineral ésea (DMO) del cuello femoral de la cadera fue evaluada mediante
absorciometria de energia dual de rayos-X Norland XR-46 (Norland Coopersurgical
Corp, WI, US). Los sujetos estaban tumbados en decubito supino con los pies apoyados

y cinchados a un marco triangular de plastico para asegurar una rotacion fija interna de

48



Héctor Menéndez Alegre — Tesis Doctoral Tercer estudio

cadera de 60°. La DMO fue calculada a partir del contenido mineral 6seo (g) y el area

6sea (cm?), y expresada como g/cm?. La DMO fue valorada en B, y en Post-12.

Analisis estadistico

La normalidad de las variables dependientes fue analizada y confirmada mediante el test
de Shapiro-Wilk. Un ANOVA de repetidas de dos factores para tiempo y tratamiento
fue utilizado. Cuando se alcanz6 un valor-F significativo, se efectuaron comparaciones
por pares usando el post hoc de Bonferroni. Se aporté el tamafio del efecto, n?, para
determinar la magnitud del efecto alcanzado independientemente del tamafio muestral.
Se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson entre el grosor muscular y el
didmetro arterial en reposo. La significacion estadistica se establecié en p< 0.05. Los

valores estan expresados como media * DE.

6.3. Resultados
Parametros vasculares
La VSM y VSP (p=0.152; 7n?=0.117 y p=0.652; n?=0.035, respectivamente)
permanecieron constantes a lo largo de las diferentes mediciones en ambos grupos.

Por el contrario, se observé un efecto tiempo*grupo en el DAR (p<0.001; n?=0.453). En

el GE, el DAR se increment6 comparado con el valor basal (figura 14) en Post-6 (9.5%,
p<0.01), Post-12 (19.0%, p<0.001), y Post-20 (16.7%, p<0.001).
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Figura 14. Cambios a lo largo del tiempo en el diametro arterial en reposo a lo largo de las 4
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Se observo un efecto tiempo*grupo en el FS (p<0.05; n?=0.202). En el GE, el FS se
increment6 comparado con el valor basal (figura 15) en Post-12 (33.9%, p<0.01).
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Figura 15. Cambios a lo largo del tiempo en el flujo sanguineo a lo largo de las 4 valoraciones.
“ diferencias con respecto al nivel basal con p<0.001.
&diferencias con respecto al GC con p<0.05.

Grosor muscular

En la pierna izquierda (tabla 3), se observé un efecto tiempo*grupo en el GL (p<0.05;
n?=0.182) y GM (p<0.05; 1?=0.231). En el GE, el grosor muscular del GL se
incremento con respecto al nivel basal en Post-6 (13.5%, p<0.001) y Post-12 (22.1%,
p<0.01). De la misma forma, el grosor muscular del GM se incrementd con respecto al
nivel basal en Post-6 (5.8%, p<0.01) y Post-12 (8.0%, p<0.05).

En la pierna derecha, se observé un efecto tiempo*grupo en el GL (p<0.001; n2=0.395)
y el GM (p<0.001; n?=0.302). En el GE, el grosor muscular del GL se incrementé con
respecto al nivel basal en Post-6 (17.5%, p<0.001) y Post-12 (18.4%, p<0.001). De la
misma forma, el grosor muscular del GM se incrementd con respecto al nivel basal en
Post-6 (13.2%, p<0.001) y en Post-12 (17.1%, p<0.001).

50



Héctor Menéndez Alegre — Tesis Doctoral Tercer estudio

Densidad Mineal Osea

La DMO de la cadera derecha e izquierda permanecion invariable a lo largo del estudio
(p=0.176; 1>=0.101 y p=0.555; n2=0.024, respectivamente). En el GE, el cuello femoral
derecho e izquierdo, respectivamente, no mostro diferencias entre el nivel basal
(0.6098+0.1795 g/cm? y 0.6506+0.2035 g/cm?) y Post-12 (0.6078+0.1780 g/cm? y
0.6584+0.2011g/cm?). De forma similar, en el GC, el cuello femoral derecho e
izquierdo, respectivamente, no mostré diferencias entre el nivel basal (0.5579+0.1185
g/cm? y 0.5401+0.1118g/cm?) y Post-12 (0.6026+0.1135 g/cm? y 0.5682+0.1038
g/lcm?).

51



Héctor Menéndez Alegre — Tesis Doctoral Discusion

7. DISCUSION

Hasta la fecha, los estudios presentados en esta tesis doctoral analizan por primera vez
los efectos agudos y crénicos de la terapia combinada de VCC y EENM sobre
diferentes variables vasculares y neuromusculares. En concreto, el primero de los
articulos incluidos en este compendio analizo los efectos agudos de dicha terapia
simultanea sobre la velocidad sanguinea y la temperatura de la piel de la pantorrilla en
sujetos sanos (102). Los principales descubrimientos de este estudio revelan que las 4
terapias utilizadas consiguieron incrementar la velocidad sanguinea de la arteria poplitea
con respecto al nivel basal. Mas alla, en términos generales, el protocolo de aplicacion
simultanea de VCC+EENM produjo un incremento mayor, y durante mas tiempo, en la
VSM vy la VSP durante la intervencién que la aplicacion aislada o consecutiva de dichas
terapias en sujetos sanos. Mas aun, el protocolo de VCC+EENM fue el unico que logro
mantener el valor de la VSP por encima del nivel basal durante el primer minuto del
periodo de recuperacion. Finalmente, todas las intervenciones, a excepcion de la

vibracion aislada, incrementaron la TP de la pantorrilla.

De forma paralela, el segundo articulo del compendio analizdé por primera vez los
efectos agudos de la terapia simultanea de VCC y EENM sobre la velocidad sanguinea
y la TP de la pantorrilla en lesionados medulares. De forma similar a lo ocurrido en los
sujetos sanos, también en esta ocasion las 4 intervenciones indujeron un incremento de
la VSM y la VSP con respecto a los valores basales (103). En este sentido, tal y como
sucedid en el estudio previo con sujetos sanos, la aplicacion simultanea de ambas
terapias (VCC+EENM) pareci6 producir el incremento medio y pico mas grande en la
VSM (36 y 42% respectivamente) y la VSP (30 y 36% respectivamente) durante la
intervencion. Un aspecto importante a destacar es que el protocolo simultaneo también
produjo los mayores incrementos en la VSM (21%) y la VSP (19%) durante el periodo
de recuperacion. De forma anéloga a lo observado en sujetos sanos, las VCC+EENM
mantuvieron la VSM por encima del nivel basal durante mas tiempo que la aplicacion
aislada (VCC; EENM) o que la aplicacién consecutiva de ambos estimulos
(VCC/EENM30), desde T1 (22.1%) hasta R3 (18.7%). Mas aun, las VCC+EENM fue el
unico protocolo que mantuvo la VSP por encima del nivel basal durante todo el
protocolo, desde T1 (20.5%) hasta R5 (16.4%). Ademas, el protocolo simultaneo

produjo el mayor y mas temprano incremento de la TP de la pantorrilla.
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Finalmente, el tercer estudio del compendio analizd por primera vez la aplicacion
cronica de la terapia simultdnea de VCC+EENM (104). Mé&s aln, este estudio
representa la primera ocasion en la que sujetos con lesion medular llevaron a cabo un
programa de entrenamiento basado en esta terapia novedosa. El descubrimiento mas
importante de este estudio fue que tras 12 semanas de aplicacion simultanea de VCC y
EENM, se produjo un incremento del FS en reposo de la arteria plopitea (33.9%) a
través de un incremento en el DAR (19.0%). Este incremento en la luz arterial
permanecio por encima del nivel basal tras 8 semanas después de finalizar el programa
de entrenamiento. De forma paralela, el protocolo simultaneo produjo un incremento en
el grosor muscular del gastrocnemio, mientras que la DMO de ambas caderas

permanecio invarable durante el estudio.

Nuestro grupo de investigacion demostrd previamente que las VCC representan una
herramienta Util para incrementar la velocidad de la sangre en las piernas de diferentes
poblaciones con discapacidad (73, 105). De forma similar, Kerschan-Schindl et al.
(2001) incrementaron el FS popliteo en sujetos jovenes sanos mediante una intervencion
basada en la aplicacién de VCC de 9 min de duracién (76). Las VCC fueron aplicadas
en posicion de bipedestacion con los pies en 3 posiciones diferentes. Cada una de estas
posiciones se mantuvo durante 3 min, sin realizar ningln tipo de descanso entre las
diferentes posiciones. Las caracteristicas del estimulo vibratorio utilizado (26 Hz — 3
mm) fueron muy similares a las implementadas en nuestro primer estudio, sin embargo,
a diferencia de nuestro estudio, las variables fueron Unicamente recogidas
inmediatamente después de los 9 min de aplicacion. En este sentido, la VSP se
incrementd un 22% con respecto a los niveles basales. Este incremento es menor que el
apreciado en nuestro estudio inicial (74%) (102), probablemente debido a los diferentes
valores basales de VSP (73+11 cm-s comparado con 4249 cm-s en nuestro estudio).
Igualmente, Kerschan-Schindl et al. (2001) midié la VSP de la arteria poplitea antes y
después de un periodo de 9 min, mientras que en nuestro estudio se registro el mismo
dato a lo largo de los 20 min de duracion total del protocolo, y de los 5 min del periodo
de recuperacion. Consecuentamente, la arteria poplitea estuvo expuesta durante mas
tiempo al estimulo vasodilatador y la VSP pudo alcanzar valores mas elevados. Més
alla, la amplitud utilizada en nuestro estudio fue casi el doble de la usada en el estudio
previo (5 mm vs 3 mm pico a pico). En otro estudio se demostr6é que comparado con 2.5

mm, el incremento del desplazamiento vertical hasta 5 mm elevaba la actividad
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metabolica, medida como consumo de oxigeno (106). Este incremento en la tasa de
consumo metabdlico implica una mayor produccién de metabolito y calor. En efecto, la
tasa metabdlica durante 10 minutos de VCC (26 Hz — 6 mm) y de pedaleo son
comparables, Sin embargo, las VCC incrementaron la tasa de temperatura muscular mas

rapido que el pedaleo (107).

De forma bastante similar a lo sucedido en el primer estudio, la aplicacién aislada de
VCC produjo un incremento de la VSM y la VSP en la arteria poplitea de lesionados
medulares (103). En el momento de realizacion de este trabajo, solo un estudio previo
habia mostrado la eficacia de las VCC incrementando de forma aguda la VSM vy la
VSM arterial en pacientes con lesion medular (73). Aunque Gnicamente se aplicaron 3
min de terapia vibratoria, la magnitud del incremento en la VSM al final del tercer
minuto del estudio previo (36%) fue mayor que el incremento observado al final del
tercer minuto de aplicacion de las VCC aisladas en nuestro segundo trabajo (21.5%). La
explicacién méas plausible para esta discrepancia es la distinta carga mecanica sobre la
plataforma en ambos estudios. En la investigacion previa, los pacientes eran ubicados en
un plano inclinado con 45° de inclinacién, mientras que en nuestro segundo trabajo los
sujetos estaban sentados en su propia silla de ruedas con los pies sobre la plataforma.
Obviamente, los sujetos en posicion inclinada soportaron una cantidad mayor de peso
corporal sobre la plataforma que los que estaban en sedestacién, produciendo por tanto
contracciones musculares mas intensas. Seria interesante que futuros estudios analizasen
la transmision de vibraciones con los pies apoyados sobre la palataforma en sedestacion.
La magnitud del incremento en la perfusién muscular asociada a las VCC parece estar
relacionada con la carga vibratoria implicada (75). Por otra parte, la diferencia en la
duracion de las vibraciones podria influir en las respuestas vasculares (108),
evidenciandose un mayor efecto vasodilatador tras 3 minutos continuos de aplicacion
frente a la aplicacion intermitente. La evidencia cientifica ha mostrado que 5-10 min de
aplicacion continua de vibracion pasiva puede mantener la vasodilatacion local y
mejorar la funcion arterial en el miembro expuesto durante 5-15 min tras el cese del
estimulo vibratorio en adultos viejos con diabetes tipo 2 (80) y tras un ictus (109),
respectivamente. Tanto las contracciones reflejas como voluntarias son responsables del
incremento en la perfusion muscular inducida por las vibraciones en sujetos jovenes
sanos (110). En ausencia de contracciones musculares voluntarias, se ha evidenciado un

incremento en la actividad neuromuscular del cuadriceps y una vasodilatacion arterial
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local en respuesta a VCC pasivas en pacientes con lesion medular (73). En este sentido,
nuestros descubrimientos sugieren que las VCC provocan un marcado incremento en la
velocidad sanguinea arterial poplitea a través de mecanismos metabdlicos y

endoteliales.

El protocolo de EENM aislada produjo un incremento en la VSM y la VSP de la arteria
poplitea en sujetos sanos jovenes (102). Estos resultados estan en consonancia con
estudios previos que observaron un incremento en el FS de la arteria femoral debido a la
aplicacion de EENM sobre el gastrocnemio (92). En los estudios en los que se aplico
EENM, se ha analizado en mayor medida la velocidad sanguinea venosa que el flujo
arterial. Existe consenso acerca de la eficacia de la EENM sobre la prevencion de la
estasis venosa y sus patologias relacionadas (90, 91). EI bombeo muscular natural se
activa durante la aplicacion de EENM como consecuencia de la contraccién muscular
involuntaria inducida por la corriente eléctrica. Sin embargo, es importante sefialar que
durante la aplicacion de EENM, la activacion de las unidades motoras tiene lugar debajo
de la ubicacion de los electrodos en primer lugar. Este patréon de reclutamiento es
particular, y contrasta con el mecanismo de activacion de las fibras musculares inducido
por una contraccion voluntaria (85). Obviamente, la ENNM y las VCC podrian afectar
al diametro y a la velocidad en diferente medida. Como es sabido, es necesario conocer
el diametro arterial para calcular el FS, aspecto que no se valord en los dos primeros

estudios, lo cual puede representar una limitacion de los mismos.

De forma similar, la EENM produjo un incremento en la VSM y la VSP de la arteria
poplitea en lesionados medulares (103). Estos resultados estan en consonancia con otros
estudios que observaron un incremento en el FS arterial femoral como consecuencia de
la aplicacion de EENM en lesionados medulares (80, 111). Sin embargo, el patron de
comportamiento frente a la aplicacion aislada de VCC parece estar en oposicion a lo
observado en el estudio previo con sujetos sanos (102), donde la EENM produjo un
incremento mayor de la VSM y la VSP. Por una parte, la intensidad de la EENM se
establecio en el umbral motor en el caso de los lesionados medulares. Esta intensidad
(46.6+12.3mA) fue similar a la alcanzada en sujetos sanos, en los que se utilizo el
umbral de dolor del sujeto (47.4+£11.2mA). La misma intensidad produjo una respuesta
mas baja probablemente debido al decondicionamiento y la atrofia muscular. Por lo

tanto, una intensidad mas alta seria necesaria para incrementar la eficacia de la terapia
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en pacientes con lesion medular. Sin embargo, es necesaria mas investigacion para
comprender mejor la relacion dosis-respuesta entre la EENM Yy la reactividad vascular y
la implicacion de las alteraciones sensoriales en el ajuste de la intensidad de la corriente.
Por otra parte, debido al patrén caracteristico de reclutamiento muscular de la EENM, la
fatiga de las fibras musculares superficiales puede afectar negativamente a la fuerza
evocada durante la sesion (101). Esta “acomodacion a la corriente” es muy comutn en el
entrenamiento con EENM y creemos que puede contribuir a explicar el efecto reducido
sobre la VSM vy la VSP en los pacientes con lesion medular. Este efecto podria tener
una repercusion especialmente dramética en los lesionados medulares, que como
consecuencia de su patologia presentan fibras musculares mas fatigables (111). En
contraste, los valores de velocidad sanguinea parecen ser mas altos a lo largo de la

segunda mitad de la intervencion mediante VCC.

La aplicacion simultanea de VCC+EENM produjo el mayor incremento en la VSM y la
VSP durante la intervencion en sujetos sanos jovenes (102). El reclutamiento
fundamentalmente en zonas superficiales causado por la EENM, podria contrastar con
la activacion muscular de areas mas profundas causada por el estimulo vibratorio. Mas
aun, las VCC con una flexion de rodillas de 30° produce una estimulacion de la
actividad neuromuscular de una gran masa muscular, incluyendo los extensores de
rodilla y los flexores plantares (112). EI mayor porcentaje de aumento observado en la
VSM vy la VSP en el protocolo simultaneo de VCC+EENM con respecto al resto de
terapias, podria ser causado por el “efecto sumatorio” producido cuando ambos

estimulos se aplicaron de forma simultanea.

Por otra parte, también es importante sefialar que la corriente eléctrica no se ajustd
durante la intervencion. La intensidad seleccionada durante la sesion de familiarizacion
fue aplicada al inicio del tratamiento, y no se increment6 a lo largo del mismo. En este
sentido, debido al particular patrén de reclutamiento muscular durante la aplicaciéon de
EENM previamente comentado, la fatiga de las fibras musculares reclutadas,
fundamentalmente bajo los electrodos, tiene como consecuencia un descenso en la
fuerza evocada durante una sesion de EENM (101). Tal y como ya ha sido comentado,
la comun acomodacion a la corriente puede contribuir a explicar la caida observada en
la VSM vy la VSP durante el protocolo de EENM aislada. De forma opuesta a este

efecto, en el protocolo de VCC, los valores de VSM y VSP parecieron mantener cifras
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mas constantes a lo largo de la segunda mitad de la intervencion. Por lo tanto, la
presencia del estimulo vibratorio en el protocolo de VCC+EENM podria prevenir la
fuerte caida observada durante la aplicacion aislada de EENM.

Las contracciones musculares reflejas se citan frecuentemente como el mecanismo
responsable del incremento en la perfusién muscular inducido por la vibracién (110). La
vibracion resulta en una transicion ciclica entre periodos en los que el complejo
musculo-tendinoso se estira y otros en los que se acorta (19). Este estiramiento-
acortamiento produce la activacion de los husos musculares, lo que elicita de forma
conscuente la contraccion muscular a través de reflejos mono y polisinépticos (19).
Estas contracciones reflejas producen un incremento en los metabolitos locales que
relajan el teijo muscular liso de los vasos sanguineos, lo que dispara un incremento en el
FS por la vasodilatacion local (113). Estudios previos han observado un incremento en
la produccién de NO como resultado de 5 min de terapia vibratoria pasiva de 50Hz
como consecuencia del estrés de cizalla producido por la vibracion (80). EI NO es un
importante elemento del sistema cardiovascular por su capacidad para dilatar los vasos
sanguineos (114). La vasodilatacion local en las arterias periféricas se acompafa de

vasoconstriccion en la piel debido al incremento de la regulacion simpética (115).

Este aumento en la eficacia de la terapia simultanea de VCC+EENM frente a las
intervenciones aisladas se observo también en los pacientes con lesion medular (103).
De la misma forma que sucedia con los sujetos sanos jovenes, el estimulo vibratorio
elimind la caida en la velocidad sanguinea arterial poplitea observada con la aplicacién
aislada de EENM. De la misma forma, la magnitud de la respuesta fue méas baja en los
sujetos con lesion medular (un incremento pico en la VSM del 161% en sujetos sanos
frente a un 42% en lesionados medulares). La principal explicacién parece estar
relacionada con las adaptaciones vasculares previamente descritas en la lesién medular.

Estos pacientes presentan una capacidad vasodilatadora reducida por debajo del nivel de
la lesion (16). Ademas, los estudios previos han descrito una respuesta disminuida del
FS en la lesion medular comparado con sujetos sanos debido a la atrofia vascular y
muscular que tienen lugar de forma paralela (116). La capacidad vasodilatadora
reducida de la arteria femoral en sujetos con lesion medular refleja principalmente una
alteracion de la vasodilatacion dependiente del NO (117). Ademas, la relacion positiva

entre el descenso del diametro arterial de la pierna y la masa magra en pacientes con
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lesion medular (118) sugiere que un incremento en la resistencia local vascular y una
reduccion de la produccion de metabolitos musculares podrian contribuir a la alteracion
de la actividad vasodilatadora en esta poblacién. Otro factor que podria explicar este
comportamiento es el hecho de que los pacientes con lesion medular se encontraban
sentados en la silla de ruedas con los pies sobre la plataforma, en vez de en una posicién
activa de squat, tal y como sucedia en los sujetos sanos. Por lo tanto, los lesionados
medulares presentaban una menor carga mecéanica. Sin embargo, el presente trabajo es
el primer estudio en mostrar un afecto adicional de las VCC y la EENMM en la
capacidad vasodilatadora de la arteria de la pierna, lo cual podria ser explicado por un
aumento en la produccion de metabolitos musculares vasodilatadores causados por
ambos estimulos y por la produccion de NO endotelial inducidida por las VCC (80).
Seria, por lo tanto, la terapia combinada un elemento clinico de gran interés para esta

poblacion.

Finalmente, cuando ambos estimulos fueron aplicados en la misma intervencion, la
aplicacion consecutiva de los mismos (VCC30+EENM) parecidé producir una respuesta
menor que la aplicacion concomitante (VCC+EENM). Esta diferencia podria estar
debida al reclutamiento de diferentes fibras musculares durante la aplicacion simultanea
como se ha comentado previamente. Es importante sefialar que la suma de la VSM pico
y de la VSP tras la quinta serie de VCC y de EENM aisladas, alcanza un valor cercano
al valor inducido por el protocolo simultaneo (103). En este sentido, nuestros hallazgos
parecen sostener la teoria de un “efecto vasodilatador adicional” tal y como fue sugerido

previamente.

La temperatura de la piel se increment6 tras la quinta serie de VCC+EENM vy
permanecio elevada durante la recuperacion en sujetos sanos jovenes (102). Aunque el
uso de EENM aislada, o alternada con 30s de VCC incrementé la TP durante la
recuperacion, la ausencia de una respuesta hipertérmica durante los 20 min de
intervencion en la pantorrilla sugiere la necesidad de contracciones musculares mas
intensas, como las inducidas por el protocolo simultaneo de VCC+EENM, de cara a
incrementar la TP. Por otra parte, la aplicacion aislada de VCC fue el Gnico protocolo
que no produjo un incremento de la TP. Este resultado estd en consonancia con otros
estudios previos en los que el estimulo vibratorio por si solo (50Hz 5 — 6mm) no fue

suficiente para incrementar la TP tras 10 min de aplicacion en sujetos sanos (71, 119).
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De forma interesante, y a pesar de la inexistencia de cambios en la TP, una serie de 10
min de VCC (26Hz — 6mm) incrementd la temperatura muscular en 1.5° en adultos
jévenes (107). Sin embargo, en estudios previos conducidos por Lohman et al (2011;
2012), el estimulo vibratorio aplicado directamente sobre la superficie de la piel de la
extremidad en reposo (vibracion pasiva) fue efectiva a la hora de incrementar el FS
superficial y la TP frente a la bipedestacion sobre la plataforma (vibracion activa). Cabe
sefialar que una gran masa de la extremidad directamente expuesta a la vibracion pasiva
podria explicar el incremento local en la TP.

El FS de la piel incrementado durante vibracion pasiva podria ser atribuido a la friccion
entre células (77) en vez de al incremento en el metabolismo energético para sostener la

contraccién muscular.

De forma similar, la aplicacion simultdnea produjo el incremento mas alto y mas
temprano en la TP dado que su efecto se observo tras la 4 series de aplicacion y
persistid elevada durante toda la recuperacién en los pacientes con lesion medular (103).
Nuevamente la ausencia de una respuesta hipertérmica en la pantorrilla a través de
ambas intervenciones con EENM sugiere la necesidad de contracciones musculares mas
intensas para alcanzar un incremento de la TP. Los resultados son, por lo tanto,
similares a los observados en sujetos sanos jovenes. En ambos estudios la terapia
simultanea de VCC+EENM demostré ser més eficaz incrementando la TP de la
pantorrilla. Los resultados de este estudio sugieren la posibilidad de que la TP pudiese
reflejar un incremento en el FS superficial local. Una circulacién sanguinea de la piel
incrementada resulta clave para el proceso de curacion de heridas (71) de cara a
prevenir y minimizar el desarrollo de escaras. Por lo tanto, la aplicacién simultanea de
VCC y EENM representa una herramienta de alto interés practico en sujetos con lesién

medular.

Los resultados de los dos primeros estudios de efectos agudos pueden ser de gran
interés de cara a mejorar las propiedades vasculares periféricas. Sin embargo, a pesar de
los resultados observados, no es posible establecer claramente si un incremento agudo
en el flujo arterial periférico podria tener un impacto real sobre la prevencion o el
tratamiento de las escaras en personas con lesion medular. En este sentido se planteo la
evidente necesidad de analizar las adaptaciones producidas por la terapia simultanea tras

un proceso crénico de entrenamiento en sujetos con lesion medular.
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En este sentido, el flujo sanguineo se incrementd comparado con el valor basal tras 12
(33.9%) semanas de VCC+EENM en pacientes con lesion medular a través de un
incremento del didmetro arterial tras 6 (9.5%) y 12 (19%) semanas de intervencion
(104). En estudios previos que analizaron los efectos cronicos de programas de
entrenamiento de EENM de alta intensidad combinada con entrenamiento de la fuerza
sobre las propiedades vasculares, los autores no reportaron influencia alguna sobre el
didmetro arterial femoral o el FS en lesionados medulares tras 18 semanas (98, 99). En
ambos estudios, la EENM (30Hz; 450us; 5s ON; 5s OFF) fue aplicada para desarrollar
4 series de 10 extensiones de rodilla a lo largo de 36 sesiones (2 sesiones/semana).
Mientras que estos estudios aplicaron corrientes tetanicas, en nuestra propuesta se
utiliz6 una corriente continua de baja frecuencia. Ha sido reportado que este tipo de
corrientes de EENM inducen contracciones musculares ligeras que activan la accion de
bombeo musuclar y por lo tanto, producen una mejora del FS agudo (86). En contraste,
corrientes tetanicas con periodos de estimulo y de descanso, provocan una isquemia
parcial durante el periodo de contraccion que podrian limitar la capacidad de
incrementar el FS. De acuerdo con esto, evocar cotracciones tetanicas podria conformar
un factor limitante de cara a obtener adaptaciones arteriales estructurales y funcionales.
El tipo de corriente seleccionada podria contribuir a explicar las adaptaciones vasculares
observadas en nuestro estudio frente al resto de estudios previos.

Los efectos a largo plazo de la aplicacion de VCC sobre el sistema vascular son poco
conocidos. A la fecha de finalizacion de este trabajo no se habia desarrollado ningln
estudio que analizase las adaptaciones crénicas de un programa de VCC en lesionados
medulares. Las VCC parecen ser responsables de los beneficios vasculares alcanzados
en sujetos voluntariamente encamados durante un periodo largo de tiempo (120). Las
VVCC (20-26Hz) fueron aplicadas 3 veces/semana durante 5-7 min/sesion durante 60
dias. Este protocolo atenu6 la pérdida de diametro arterial de la arteria femoral
superficial con respecto al entrenamiento de fuerza tradicional y al grupo control. El
estimulo vibratorio parece aumentar las fuerzas de cizalla endoteliales, lo que estimula
la produccion de NO y el aumento del FS (81, 120), lo que resulta fundamental de cara
a prevenir la reduccion del diametro arterial (121). Sin embargo, en otro estudio se
observo un aumento ligero similar en el DAR de la arteria femoral superficial tras 6
semanas de entrenamiento de fuerza de alta intensidad con o sin vibraciones en adultos

sanos (122). Estas discrepancias podrian estar explicadas por el corto periodo de
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entrenamiento y/o por la falta de alteraciones musculoesqueléticas y arteriales. Es
posible que la eficacia de la terapia vibratoria sobre la funcion arterial se observe
especialmente en sujetos con algin grado de disfuncion debido a que las VCC son
consideradas como una modalidad de ejercicio de baja intensidad (123). Por lo tanto,
nuestro estudio mostré incrementos en el DAR de la arteria poplitea y del FS tras la
aplicacion simultanea de VCC+EENM en lesionados medulares. En los estudios
previos, este protocolo simultdneo ya habia demostrado ser una herramienta mas eficaz
de cara a incrementar la VSM y la VSP de forma aguda que la aplicacion aislada o
consecutiva de las terapias, tanto en sujetos sanos (102) como en lesionados medulares
(103). Como ya se ha mencionado previamente, la mayor eficacia de la terapia
simultanea podria ser debida a: (i) el reclutamiento de &reas mas profundas del musculo
cuando ambos estimulos se superponen; y (ii) la mayor produccion de metabolitos

musculares vasodilatadores, asi como NO endotelial.

El grosor muscular del GL y del GM de ambas piernas se increment6 en el GE en las
primeras 6 semanas del estudio (Post-6) y en mayor medida en la segunda mitad del
periodo de tratamiento (Post-12). Estos resultados estan en consonancia con estudios
previos (124, 125) que mostraron un incremento en el tamafio muscular tras 8-12
semanas de entrenamiento de fuerza con EENM en lesionados medulares. Mahoney et
al, utilizaron un programa de entrenamiento de fuerza mediante EENM “clasico”
(previamente descrito) dos veces por semana durante 12 semanas, lo que se tradujo en
un incremento del area de seccion transversal del cuadriceps femoral entre 35-39% con
respecto al nivel basal (125). De forma sorprendente, la aplicacion simultanea de
VCC+EENM increment6 el grosor muscular del GL en un 22.1%. Es importante
remarcar que el resto de musculos analizados también evidenciaron un crecimiento
notable. Las corrientes de baja frecuencia han sido estudiadas en menor medida, y han
sido tradicionalmente aplicadas como una modalidad de recuperacién post-esfuerzo
(86). En este sentido, una revisidn sistematica asocié la EENM de baja frecuencia con
un incremento significativo en la actividad enzimatica oxidativa, mientras que los
resultados referentes a cambios en la composicion y el tamafio muscular resultaban
contradictorios (126). Sin embargo, en un reciente estudio de caso (127), a través de un
protocolo de entrenamiento de 45 min de duracion, 5 dias/semana durante 6 semanas
(1350 min en total), los autores observaron un ligero pero significativo incremento del

3% en el grosor muscular del vasto lateral de un sujeto sano. En este sentido, nuestro
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estudio observé un incremento de hasta el 17.5% en el grosor muscular del GL en Post-
6 con solo 150 min de VCC+EENM totales. Se conoce muy poco al respecto de las
adaptaciones inducidas por este tipo de estimulo, por lo que se necesita mas

investigacion en este sentido.

Por otra parte, se ha propuesto las VCC como un método potencialmente capaz de
inducir beneficios sobre la funcién masculo-esquelética. Algunos estudios han
reportado un efecto muscular positivo incrementando el area de seccion transversal en
mujeres postmenopausicas (128) o reducciones de la atrofia muscular en sujetos
encamados por un periodo de tiempo prolongado (129). Sin embargo, estos estudios
implicaban la aplicacién de ejercicio activo voluntario como la realizacion de squats
durante la aplicacion de VCC. En este sentido, el Gnico estudio que analizé la aplicacion
cronica de bipedestacidn pasiva en una plataforma de VCC, no mostré mejoras sobre el
area de seccion transversal de la musculatura de la pantorrilla (130). Siete hombres
lesionados medulares adultos (ASIA A o B) completaron 40 semanas de entrenamiento
mediante VCC intermitente, 3 veces por semana, en una posicion de flexion de rodilla
(160°), durante 45 minutos por sesion a la frecuencia de 45Hz. A pesar de que las VCC
fueron prescritas a una intensidad mayor y durante un periodo de tiempo de exposicién
aguda y cronica mayor que nuestro estudio, la estimulacion muscular resultante no fue
suficiente como para promover hipertrofia muscular en lesionados medulares. Resulta
por lo tanto de gran interés clinico los relevantes efectos demostrados por la terapia
simultanea de VCC+EENM, evidenciando significativas mejoras sobre el grosor
muscular con una carga menor de trabajo, lo que supone, por tanto, un menor riesgo de
lesion y una mejor adherencia a la terapia que las aplicaciones aisladas observadas en la

literatura precedente.

El efecto de la EENM sobre la densidad mineral dsea ha sido principalmente analizado
en estudios sobre pérdida 6sea inducida por la edad o por el desuso en mujeres ancianas
y en lesionado medulares. Un afio de ejercicios dindmicos de baja intensidad y de
cuerpo entero con EENM en mujeres ancianas mostrd una tendencia (p=0.051) a
producirse un incremento en la DMO de la columna lumbar, pero no de la cadera (131).
Mas alla, el beneficio potencial de la EENM en el tratamiento de la osteoporosis
resultante de dafio neuroldgico resulta controvertido (132). En este estudio con

lesionados medulares recientes (8 semanas tras la lesion) los autores utilizaron una
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corriente de alta frecuencia (30Hz, 200us) para elicitar contracciones isométricas del
cuédriceps 5 dias a la semana durante 14 semanas. Cada sesion consisti6 en 80
contracciones musculares durant 47 minutos, divididas en 10 series con 60s de descanso
entre cada serie. Al final del estudio, no se observo ningun efecto sobre la DMO de la
cadera. De forma similar, en nuestro estudio no se observo ningun efecto de la terapia
sobre la DMO del cuello femoral tras 12 semanas de entrenamiento. En primer lugar la
localizacion de la zona escaneada es un apecto que debe ser tenido en cuenta dado que
los incrementos en la DMO parecen estar condicionados por el area 0sea bajo estrés
mecanico (133). En segundo lugar, la intensidad de la contracciébn muscular y los
efectos osteogénicos estan estrechamente relacionados (134). Por lo tanto, el uso de una
corriente de baja frecuencia sobre el gastrocnemio pudo resultar en una ausencia de

efectos sobre la DMO del cuello femoral en sujetos con lesion medular.

Finalmente, la terapia de VCC ha demostrado efectos positivos en el remodelamiento
6seo en poblaciones especiales como mujeres post-menopausicas (135). Se cree que las
VCC como entrenamiento de la fuerza pueden llevar a cabo la regulacion del
mantenimiento 6seo y estimular el aumento de la DMO de la cadera tras 6 meses (136).
A pesar de la caracteristica pérdida de masa 6sea asociada a la lesion medular este no es
un aspecto que haya sido ampliamente estudiado. En un estudio de caso de un lesionado
medular incompleto (4 afios desde la lesidn), 3 fases progresivas de 10 semanas de
duracion fueron aplicadas (bipedestacion solo, bipedestacion parcial, y bipedestacion
combinada con vibracion) (137). En la fase de bipedestacion parcial, tras un periodo de
bipedestacion de 20 min, el paciente era sentado en su propia silla de ruedas con los pies
sobre la plataforma. En esa posicion, el sujeto debia realizar 3 ejercicios isométricos
durante la aplicacion de vibraciones (30-50Hz). En la dltima fase del estudio, las VCC
fueron aplicadas con el sujeto en bipedestacion sobre la plataforma. Esta fue la Gnica
parte de la intervencién que reporté cambios positivos en la DMO en el tronco y en la
médula espinal. Con respecto a nuestro estudio, la posicion del participante sobre la
plataforma, generaba una carga mecanica mucho mayor. Este es un aspecto fundamental
en el disefio de programas especificos enfocados a la salud Osea, y representa la

principal explicacion de ausencia de efectos sobre la DMO en nuestro estudio.
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8. CONCLUSIONES

1. La aplicacion simultdnea de vibraciones de cuerpo completo vy
electroestimulacion neuromuscular produce un mayor incremento de la
velocidad sanguinea media y pico de la arteria poplitea y de la temperatura de la
piel de la pantorrilla que la aplicacién aislada o consecutiva de ambos estimulos

en sujetos sanos.

2. La aplicacion simultdnea de vibraciones de cuerpo completo vy
electroestimulacion neuromuscular produce un mayor incremento de la
velocidad sanguinea media y pico de la arteria poplitea y de la temperatura de la
piel de la pantorrilla que la aplicacion aislada o consecutiva de ambos estimulos

en lesionados medulares.

3. Un programa de entrenamiento basado en la aplicacién simultanea de
vibraciones de cuerpo completo y electroestimulacién neuromuscular produce
un incremento del flujo sanguineo a través de un incremento del diametro de la
arteria poplitea en lesionados medulares. De forma paralela, esta terapia
incrementd también el grosor muscular del gastrocnemio mientras que la

densidad mineral 6sea no mostré modificaciones a lo largo de todo el protocolo.

4. Los resultados de este compendio de estudios sugieren que la terapia simultanea
de vibraciones de cuerpo completo y electroestimulacién neuromuscular podria
incorporarse en la rutina habitual de rehabilitacion de pacientes con lesion

medular a fin de mejorar sus propiedades vasculares periféricas.
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Primer estudio:

- Documento de aceptacion del Comité de Etica
- Consentimiento informado
- Articulo 1

Sequndo estudio:

- Documento de aceptacion del Comité de Etica
- Consentimiento informado

- Registro publico del ensayo clinico

- Atrticulo 2

Tercer estudio:

- Documento de aceptacion del Comité de Etica
- Consentimiento informado
- Registro publico del ensayo clinico

- Articulo 3
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Abstract

Purpose The aim of this study was to analyze the acute
effects of isolated or simultaneously applied whole-body
vibration (WBV) and electromyostimulation (ES) on the
popliteal arterial blood velocity and skin temperature (ST)
of the calf.

Methods Thirteen healthy males were assessed in five
different sessions. After a familiarization session, four
interventions were applied in random order; WBYV, ES,
simultaneous WBYV and ES (WBV+ES), and 30 s of WBV
followed by 30 s of ES (WBV30/ES30). Each interven-
tion consisted of 10 sets x 1 min ON + 1 min OFF. The
subject was standing on the vibration platform (squat posi-
tion, 30° knee flexion, 26 Hz, 5 mm peak-to-peak), and ES
was applied on the gastrocnemius of both the legs (8 Hz,
400 ps).

Results The WBV+ES intervention was the only one that
maintained the mean blood velocity (MBV) elevated above
baseline during the 10 sets, from set-1 (134.6 % p < 0.01)
to set-10 (112.6 % p < 0.05). The combined interventions
were the only ones that maintained the peak blood veloc-
ity (PBV) elevated above baseline during all the sets, from
set-1 (113.5 % p < 0.001) to set-10 (88.8 % p < 0.01) and
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from set-1 (58.4 % p < 0.01) to set-10 (49.1 % p < 0.05) for
WBVHES and WBV30/ES30, respectively.

Conclusion The simultaneous application of WBV and
ES produced a general greater increase in MBV and PBV
than the application of each method alone or consecutive.
This novel methodological proposal could be interesting in
different fields such as sports or the rehabilitation process
of different pathologies, to achieve an enhanced peripheral
blood flow.

Keywords Popliteal artery - Eco Doppler - Skin
temperature - Whole-body vibration - Blood velocity

Abbreviations

ANOVA Analysis of variance
ES Electromyostimulation
MBV Mean blood velocity
PBV Peak blood velocity

ST Superficial temperature
WBV Whole-body vibration

Introduction

Over the last years, whole-body vibration (WBV) and
electromyostimulation (ES) have been used in different
fields including high performance sport, personal training,
preventive medicine, or the rehabilitation process of dif-
ferent pathologies (Beijer et al. 2014). In all these cases,
reduced vasoconstriction or increased vasodilation could be
important to get a better peripheral blood flow (Fuller et al.
2013). Exercise and muscle contraction provide a powerful
stimulus for vascular remodeling (Prior et al. 2004). It has
been observed that the principal adaptations in peripheral
vascular system induced by exercise training are probably
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angiogenesis (Prior et al. 2009) and increase the diameter
of the arteries (Stebbings et al. 2013) in the trained mus-
cles. Blood vessels are constantly exposed to hemodynamic
forces in the form of cyclic stretch and shear stress due to
the pulsatile nature of blood pressure and flow. Endothelial
cells are subjected to the shear stress resulting from blood
flow and are able to convert mechanical stimuli into intra-
cellular signals that affect cellular functions, e.g., vascular
smooth muscle relaxation, proliferation, apoptosis, migra-
tion, permeability, and remodeling, as well as gene expres-
sion (Li et al. 2005). WBV and ES are two methods that
have shown their ability to cause changes in local blood
flow velocity without significantly stressing the cardiovas-
cular system (Hazell et al. 2008; Kang and Hyong 2014).

WBYV refers to mechanical energy oscillations which
are transferred to the whole body as opposed to specific
body regions through a supporting system such as a seat or
platform (Lohman et al. 2012). The vibratory stimulus has
been shown to produce increases in blood flow velocity in
healthy (Sanudo et al. 2013) and disabled subjects (Herrero
et al. 2011b). Oxygen utilization rate during exercise has
also been shown to increase with WBV (Coza et al. 2011).
The magnitude of the increase in muscle perfusion associ-
ated with WBYV appeared to be related to the vibratory load
used, defined as the maximum velocity during vibration
movement (Fuller et al. 2013). To explain the increase in
blood flow associated with the acute application of WBY,
two mechanisms are often cited. On the one hand, the
increase in local metabolic rate due to leg muscle activa-
tion induced by the vibration tonic reflex leads to vasodila-
tion (Kerschan-Schindl et al. 2001) of the popliteal artery.
On the other hand, increasing circulating nitric oxide (NO),
a potent endothelial vasodilator produced by vibration,
increases blood flow in the vibrated legs (Lohman et al.
2007).

The vast majority of WBYV studies involved application
of vertical vibration during 3—12 min of directed mechan-
ical stimuli (25-50 Hz), in the standing and sitting posi-
tions with or without exercise (Kerschan-Schindl et al.
2001; Sanudo et al. 2013; Hazell et al. 2008; Lohman
et al. 2012). Vibratory stimulus not only produces an
increase in blood velocity of the large vessels. In a recent
study, the acceleration induced by vibration, apparently
ejected capillary venous blood from the gastrocnemius
medialis after two vibratory interventions (15 or 25 Hz)
of 3 min duration (Zange et al. 2014). In a similar way, an
increment in skin blood flow of the forearm after 5 min
of 50 Hz vibration stimulus has been reported (Maloney-
Hinds et al. 2009). The same author showed that 50 Hz
was more effective than 30 Hz for this purpose (Maloney-
Hinds et al. 2008). Another study showed an increase in
the skin blood flow of the foot after the application of ten
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1-min bouts of WBY, at a frequency of 26 and amplitude
of 2 mm in diabetic patients (Johnson et al. 2014). It has
been demonstrated that the increase in skin blood flow
is accompanied by the augmentation of skin temperature
(ST).

ES refers to the application of current pulses through
surface or implanted electrodes, to trigger neural action
potential trains that produce involuntary muscle contrac-
tions (Baker 1993). Transcutaneous neuromuscular ES
involves the application of electrical stimuli to superficial
skeletal muscles, with the main objective to trigger visible
and valid muscle contractions due to the activation of motor
neuron axons or intramuscular axonal branches (Gobbo
et al. 2014). Because pre-gelled electrodes are placed
on the skin surface over the motor point of the muscle of
interest, surface ES is a completely non-invasive technique
(Lyons et al. 2002). Depending on stimulation character-
istics, ES is believed to increase local blood flow (Van-
derthommen et al. 2002). Low-frequency electrical stimu-
lation induces light muscle contractions responsible for
a muscle pump effect, and therefore an enhanced muscle
blood flow (Babault et al. 2011).Although popliteal blood
flow is strongly associated with ES intensity (Corley et al.
2009), to obtain this effect, ES has to be adequately deliv-
ered. An excessive intensity might lead to partial ischemia,
whereas, insufficient intensity might be inadequate to sig-
nificantly increase blood flow (Babault et al. 2011). Indeed,
some studies used “strong but comfortable” intensities
during low-frequency ES (Lattier et al. 2004; Martin et al.
2004).

The effective implementation of these interventions for
the prevention of venous stasis and its related pathologies
(Corley et al. 2012; Griffin et al. 2010) has been widely
studied. Similarly, an increment in the femoral arterial
inflow through ES of the calf muscles (Abraham et al.
2013) has been observed. The interventions used, usually
involve the application of ES bursts from 15 to 36 Hz with
a pulse width of 300-350 ps, to activate the calf’s muscle
pump function (Clarke Moloney et al. 2006; Broderick
et al. 2010; Lyons et al. 2002). Parallel to the vibration
therapy, the effect of ES on the skin blood flow has also
been studied. A small increase in skin blood flow during ES
has been reported, suggesting that strong sympathetic vaso-
constriction may prevent the skin from increasing blood
flow in response to ES (Petrofsky et al. 2007). Later, this
author observed that the increase in skin blood flow was
more effective when ES (30 Hz, pulse width 250 ps) was
combined with local heat to reduce this vasoconstriction
(Petrofsky et al. 2010).

There is consensus about the effectiveness of WBV
and ES to produce an acute increase in blood velocity.
However, to date, no study has shown the effect of the
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simultaneous application of both stimuli on muscle blood
flow. We hypothesized that, when WBYV and ES are applied
at once, a summation effect could happen with the con-
sequent increment in the effectiveness of the therapy. For
this reason, the aim of this study was to analyze the acute
effects of isolated and simultaneous application of WBV
and ES on the popliteal arterial blood velocity and ST of
the calf in healthy subjects.

Methods
Participants

Thirteen healthy males volunteered to participate in the
study (age: 21.2 £ 1.5 years; height: 1.78 £ 0.05 m; mass:
73.5 £ 7.7 kg). All subjects were physically active and
did not allow their sleeping, eating, and drinking habits
to change throughout study participation. Each participant
gave written informed consent to participate in the inves-
tigation, with the risks and benefits of the study carefully
explained to them prior to their initiation. The study was
conducted according to the declaration of Helsinki and
was approved by the University Committee on Human
Research.

Experimental design

Each subject was assessed in five different sessions and all
the sessions were separated by at least 48 h. In the first ses-
sion, subjects were familiarized with the testing and train-
ing protocols. In the remaining four sessions, four interven-
tions were applied in random order. The four interventions
were: WBYV alone (WBV), ES alone (ES), WBV and ES
simultaneous (WBV+ES), and 30 s of WBV followed by
30 s of ES (WBV30/ES30). In all interventions, subjects
were placed on the vibration platform with a knee flexion
of 30° (considering the straight leg as 0°), the hands on
their hips, looking forward and 10 sets of 1 min of inter-
vention, and 1 min of rest were carried out. At the end, data
were recorded from each subject during a 5 min recovery
(R1-R5) period (Fig. 1).

Procedures

When a subject came to the laboratory, he was placed stand-
ing on the vibrating platform (Galileo Home, Galileo®,
Novotec, Germany) for a period of 10 min, to normalize
his blood flow before the application of the corresponding
intervention. During all conditions, subjects wore the same
athletic shoes to standardize the damping of the vibration
because of the footwear (Marin et al. 2009). The frequency
of vibration was set at 26 Hz and the amplitude at 5 mm
(peak-to-peak). The vertical component of acceleration
was measured by an accelerometer (VT-6360, Hong Kong,
China). The acceleration (peak) was 66.70 m s2. Feet were
placed parallel to each other 38 cm apart (measured from
the midlines of the heels).When ES was used, a rectangu-
lar, biphasic and symmetric wave with a pulse width of
400 ps and 8 Hz was applied on the motor neuron, as close
as possible to the motor point of the gastrocnemius of both
legs (Compex 3, DJO Ibérica, Madrid, Spain).Muscle was
not simulated directly, but indirectly via the motor termi-
nal axon branches. Three, 2-mm-thick, self-adhesive elec-
trodes were used on each leg: one electrode (10 x 5 cm)
was placed about 2 cm below the popliteal fold, and 2
electrodes (5 x 5 cm) were placed as close as possible to
the motor point of the gastrocnemius medialis and later-
alis. Current intensity was increased until the subject’s pain
threshold (mean tolerated intensity: 47.4 £+ 11.2 mA). This
intensity, reached in the first intervention session, and was
applied in the following sessions.

Measurements

Doppler velocity waveforms were registered at baseline
during the resting minute (in the final 30 s) between the
10 sets, and at the end of each minute during the recovery
period (Fig. 1). The popliteal artery was imaged in a lon-
gitudinal section with an ultrasound system (MyLab 25,
Esaote, Genoa, Italy) using a pulsed color Doppler with
a linear array transducer (LA 523, 7.5-12 MHz; length,
50 mm; Esaote, Genua, Italy) in the right poplitealfossa.
The probe was positioned to maintain an insonation angle
<60°. Each ultrasound image was recorded for a period
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Fig. 2 Time course changes on 60
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of 4 s. In that period, there were between 3 and 5 beats,
and the mean of these beats was analyzed (MyLab Desk
8.0, Esaote, Genoa, Italy) to obtain mean (MBV) and peak
(PBV) systolic blood velocities. Before the blood flow
parameters were collected, the surface temperature (ST)
of the left gastrocnemius was measured using an infrared
thermometer (PCE-777, PCE Instruments, Southampton,
United Kingdom). To have a reliable measure of this vari-
able, a mark with ink was made between the two gastrocne-
mius heads. All measurements were performed by the same
researcher.

Data analyses

The normality of the dependent variables was checked and
subsequently confirmed using the Shapiro—Wilk test. A
two-way repeated measures analysis of variance (ANOVA),
in intervention and time was applied. When a significant
F-value was achieved, pairwise comparisons were per-
formed using the Bonferroni post hoc procedure. Effect
size statistic, 112, was provided to determine the magnitude
of the effect independent of the sample size. Statistical
significance was set at p < 0.05. Values are expressed as
mean + SD.

Results

Mean blood velocity

A time X intervention effect was observed in the MBV
(p < 0.001; n?> = 0.324). The absolute values and the sta-
tistical differences are shown in Fig. 2. The WBV4ES

intervention was the only one that maintained the MBV
elevated above baseline during all the intervention, from
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T1 (134.6 % p < 0.01) to T10 (112.6 % p < 0.05). For the
WBY intervention, an increase in MBV was observed from
T6 (62.8 % p < 0.05) to T10 (83.8 % p < 0.01) as compared
to baseline. For the ES intervention, an increase in MBV
as compared to baseline was observed from T1 (119.6 %
p < 0.001) to T7 (804 % p < 0.05). Finally, for the
WBV30/ES30 intervention, an increase in MBV as com-
pared to baseline was observed from T1 (87.5 % p < 0.01)
to T9 (76.9 % p < 0.01).

The peak increments during the application of each
intervention were 84, 180, 161 and 147 % for WBY, ES,
WBV+ES and WBV30/ES30, respectively; the mean incre-
ments during the application of each intervention were 62,
110, 145 and 106 % for WBYV, ES, WBV+ES and WBV30/
ES30, respectively; and the mean increments during the
resting period of each intervention were 26, 21, 32 and 9 %
for WBYV, ES, WBV+ES and WBV30/ES30, respectively.

Peak blood velocity

A time x intervention effect was observed in the PBV
(p < 0.001; 1> = 0.297). The absolute values and the statisti-
cal differences are shown in Fig. 3. The combined interven-
tions were the only ones that maintained the PBV elevation
above baseline during all the intervention, from T1 (113.5 %
p < 0.001) to T10 (88.8 % p < 0.01) and from T1 (584 %
p < 0.01) to TIO (49.1 % p < 0.05) for WBV+ES and
WBV30/ES30, respectively. For the WBV intervention, an
increase in PBV as compared to baseline was observed from
T7 (70.3 % p < 0.01) to T10 (70.8 % p < 0.001). For the ES
intervention, an increase in PBV as compared to baseline was
observed from T1 (88.1 % p < 0.001) to T9 (65 % p < 0.05).
Furthermore, the WBV+ES intervention was the only one
which maintained PBV elevation above baseline during the
first minute of the recovery period (50.5 % p < 0.05).
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Fig. 3 Time course changes on 95 1
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The peak increments during the application of each
intervention were 74, 121, 121 and 103 % for WBY, ES,
WBV+ES and WBV30/ES30, respectively; the mean
increments during the application of each intervention
were 56, 87, 111 and 74 % for WBV, ES, WBV+ES and
WBV30/ES30, respectively; and the mean increments dur-
ing the resting period of each intervention were 25, 16,
31 and 4 % for WBYV, ES, WBV+ES and WBV30/ES30,
respectively.

Skin temperature

A time x intervention effect was also observed in the
ST (p < 0.001; 3> = 0.225). The absolute values and the

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (min)

statistical differences are shown in Fig. 4. The simultane-
ous intervention (WBV+ES) was the intervention which
increased the ST above baseline (28.7 °C) earlier, from T5
(29.6 °C p < 0.05) to R5 (30.3 °C p < 0.001). The WBV
intervention did not increase ST as compared to baseline
at any time. For the ES intervention, ST increased as com-
pared to baseline (28.8 °C) was observed from R1 (29.8 °C
p <0.05) to R5 (29.9 °C p < 0.05). Finally, for the WBV30/
ES30 intervention, an increase in ST with respect to base-
line (28.8 °C) was observed from T10 (29.6 °C p < 0.05) to
R5(29.9 p < 0.01).

The peak increments during the application of each
intervention were 0.6, 1.1, 1.7 and 1.2 °C for WBY, ES,
WBV+ES and WBV30/ES30, respectively.
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Discussion

To our knowledge, this is the first study to analyze the acute
effects of the combined therapy of WBV and ES on blood
velocity and ST. The major finding of this study was that,
the four interventions enhanced the mean and peak blood
velocity of the popliteal artery in healthy subjects. In gen-
eral terms, the simultaneous application of WBV and ES
seems to produce a greater and sustained increase in MBV
and PBV during the intervention period than the isolated
or consecutive application of both stimuli. Moreover, the
WBV-+ES intervention was the only protocol that main-
tained the PBV above baseline values during the first min-
ute of the recovery period. Finally, all the interventions
except the isolated application of vibration increased the
ST of the calf.

Our research group has previously shown that WBV is
a useful tool to increase the blood velocity in the legs in
different disable populations (Herrero et al. 2011a, b). In
a similar way, Kerschan-Schindl et al. (2001) increased
popliteal blood flow in young healthy subjects through a
WBYV intervention of 9 min duration. WBV was applied
in a standing position with the feet in 3 different posi-
tions. Each of the three positions was held for 3 min and
the exercise was continued without stopping between
positions. The characteristics of the vibratory stimulus
used (26 Hz-3 mm) were similar to those implemented
in our study, but outcome measurements were assessed
only immediately after 9 min of static exercise. In this
sense, the PBV increased 22 % with respect to baseline
values. This increment is lower than the one observed
in the present study (74 %), mainly due to the differ-
ent baseline PBV values (73 & 11 cm s~! compared to
42 + 9 cm s~ in our study). Likewise, Kerschan-Schindl
et al. (2001) measured popliteal artery PBV before and
after a 9 min period, while in our study, we registered the
same data before a 20 min treatment period, and 5 min
recovery period. Consequently, the popliteal artery was
exposed for a longer time to vasodilatory stimuli, and
PBYV reached higher values. Moreover, the amplitude used
in our study was almost double to that used in the pre-
vious study (5 vs 3 mm peak-to-peak). Rittweger et al.
(2002) demonstrated that compared to 2.5 mm, increas-
ing the vertical displacement to 5 mm elevates metabolic
activity, measured as oxygen consumption. This increased
metabolic rate implies a greater production of metabo-
lites and heat. Indeed, the metabolic rate during 10-min
WBYV (26 Hz—6 mm) and cycling are comparable, but
WBY increases the rate of muscle temperature faster than
cycling (Cochrane et al. 2008).

The ES intervention produced an increase in MBV
and PBV of the popliteal artery. These results are in
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consonance with previous studies which observed an
increase in femoral artery blood flow due to applica-
tion of ES to the gastrocnemius (Abraham et al. 2013).
In studies applying ES, popliteal venous blood velocity
has been studied to a greater extent than arterial flow.
There is consensus on the effectiveness of ES for the
prevention of venous stasis and its related pathologies
(Corley et al. 2012; Griffin et al. 2010). The natural
calf muscle pump is activated during an ES interven-
tion due to involuntary muscular contraction caused by
the electric current. However, during ES, activation of
the motor units occurs primarily under the electrodes
placement. This particular mechanism contrasts with
the muscle fibers recruitment induced during a volun-
tary contraction (Vanderthommen et al. 2002).Clearly,
ES and vibration could affect diameter and velocity to
a different extent. As is known, it is necessary to know
the vessel diameter to calculate blood flow; however,
this parameter was not analyzed, which could be a limi-
tation of this study.

The WBVHES intervention produced the great-
est increase in MBV and PBV during the intervention
period. The recruitment mainly at surface areas of the
muscle caused by ES could contrast with the muscu-
lar activation of the deep areas produced by the vibra-
tory stimulus. Moreover, WBV with the knee flexed at
30° stimulates neuromuscular activity of a large muscle
mass including knee extensors and plantar flexors (Ritz-
mann et al. 2013). The greater percentage of increase in
MBYV and PBV observed in the WBV-+ES intervention,
with respect to both ES interventions could be caused
by the “summatory effect” produced when both stimuli
are applied simultaneously. Importantly, only the plantar
flexors were stimulated by ES in the present study and
standing without vibration causes a lower EMG activity
in the leg muscles compared to WBV (Ritzmann et al.
2013). It is important to advert that the intensity of the
electrical current was not adjusted during the interven-
tion. The intensity selected in the familiarization session
was applied at the beginning and it was not increased
during the intervention. Due to the particular pattern of
the muscular recruitment during the application of ES,
fatigue of the stimulated muscle fibers, mainly under the
electrodes, causes a decrease in strength during an ES
session (Maffiuletti 2010). Accommodation to the elec-
tric current is a common phenomenon during an ES ses-
sion. As opposed to this effect, in the WBYV intervention,
MBYV and PBV values seem to maintain more constant
values throughout the second half of the intervention.
Thus, vibratory stimulus presence in the WBV+ES inter-
vention could prevent the strong fall observed in the iso-
lated ES application.
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Reflexive muscle contractions are often cited as the
mechanism responsible for vibration-induced increases in
muscle perfusion (Lythgo et al. 2009). Vibration results in a
cyclic transition between periods where the muscle—tendon
complex stretches to periods where it shortens (Rittweger
et al. 2010). This stretch—shortening action activates mus-
cle spindles, which elicit subsequent muscle contractions
via monosynaptic and polysynaptic reflexes (Rittweger
et al. 2010). These reflex contractions produce an increase
in local metabolites that relax vascular smooth muscle
and trigger an increase in blood flow via local vasodilata-
tion (Zange et al. 2009). Otherwise, previous studies have
observed an increment in NO as a result of 5 min of pas-
sive vibration at 50 Hz, due to the shear stress generated
by the vibration (Maloney-Hinds et al. 2009). NO is a rel-
evant element in the cardiovascular system because of its
ability to dilate blood vessels (Wilmore et al. 2012). The
local vasodilation in peripheral arteries is accompanied by
vasoconstriction in the skin due to increased sympathetic
regulation (Halliwill 2003).

ST increased after the fifth set of the WBV+-ES interven-
tion and remained elevated during the recovery. Although
the use of ES alone or alternated with 30 s of WBV
increased ST during the recovery, the absence of a hyper-
thermic response in the calf during the 20-min interven-
tion periods suggests that more intense muscle contractions
such those induced by WBV-+ES are required to increase
ST. On the other hand, only the WBV intervention did not
increase skin temperature. This result is in consonance with
other studies in which the vibration stimulus alone (50 Hz
5-6 mm) was not sufficient to increase the ST after 10 min
of application in healthy individuals (Lohman et al. 2011,
2012). Interestingly, despite no change in ST, a 10-min bout
of WBV (26 Hz—6 mm) increased muscle temperature by
1.5° in young adults (Cochrane et al. 2008). However, in
previous studies by Lohman et al. (2011, 2012), vibration
applied directly to the skin surface of the resting extrem-
ity (passive vibration), was effective to increase skin blood
flow and ST against standing on the platform (active vibra-
tion). Of note, a large area of the extremity directly exposed
to passive vibration may account for the local increase in
ST. Increased skin blood flow during passive vibration may
be attributed to cell friction (Lohman et al. 2007) and not to
increased energy metabolism to sustain muscle contraction.

In conclusion, the simultaneous application of WBV and
ES seems to produce a greater increase in MBV and PBV
of the popliteal artery and ST of the calf than the isolated
or consecutive application of both stimuli. This study pro-
vides a novel methodological proposal important for those
cases where WBYV and ES have traditionally been applied
separately to enhance peripheral blood flow. This novel
method based on combined therapies may produce struc-
tural and/or functional adaptations in skeletal muscle and

peripheral arteries after chronic interventions Professional
athletes are generally exposed to extended periods of high
physical stress with only short phases of recovery and recu-
peration. This recuperation period is considered short, and
it is therefore unknown whether the reduction of physical
stress levels is sufficient to reduce the propensity for injury
or musculoskeletal tissue damage. Vasoconstriction seems
to be connected with muscular hypoperfusion during inten-
sive periods of training, with reduced immunological repair
function due to lower endothelial activity (Reinke et al.
2009). This study could be of great interest to improve
peripheral vascular properties in a more efficient extent. In
a similar way, it could be especially interesting for those
subjects that cannot recruit their muscles voluntarily or
have physical disability and peripheral arterial dysfunction
such as people with neurological and vascular disorders.
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El Comité de Etica de la Fundacidén ASPAYM Castilla y Ledn ha valorado todos los
aspectos éticos relativos al estudio titulado “Efectos agudos de la terapia combinada de
vibraciones de cuerpo completo y electro-estimulacion neuromuscular sobre el flujo sanguineo
en lesionados medulares”, cuyo investigador principal es D. Héctor Menéndez Alegre. Tras
el andlisis de la documentacién presentada este comité considera que dicho
investigador es conocedor de los procesos y protocolos que se debe cumplir relativos a
la proteccion de datos, especificamente:

o Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre la Proteccion de Datos de
Caracter Personal.

o Real Decreto 1720/2007 de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento
de desarrollo de la Ley orgdnica 15/1999 (BOE n2 17 de 19 de enero de 2008, pag.
4103-4136).

o Real Decreto 195/2000, de 11 de febrero, por el que se establece el plazo para
implantar las medidas de seguridad de los ficheros automatizados previstas por el
Reglamento aprobado por el Real Decreto 994/1999, de 11 de junio.

o Ley41/2002, de 14 de noviembre, ley basica reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacién
clinica.

o Revisién Declaracién de Helsinki- 592 Asamblea General- Seul Corea Octubre 2008

En consecuencia, dicho Comité da su APROBACION para que este estudio pueda llevarse
a cabo en los términos previstos en la memoria.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, firma el presente documento en
Valladolid a 14 de enero de 2013:
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Dra. Rosa Montaia Hernadndez Dfia. Ana Isabel Pérez Martinez
Licenciada en Medicina y Cirugia Diplomada en Fisioterapia
Presidenta del Comité de Etica de la Secretaria del Comité de Ftica de la
Fundacion ASPAYM Castilla y Ledn Fundacion ASPAYM Castilla y Ledn
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¢/ Trevifio 74, C.P. 47008 - Valladolid
TIf: 983 140 080 / Fax: 983 140 066 E-mail: ¢ i oficin oo vme Lo



HOJA DE INFORMACION DEL ESTUDIO

“Efectos agudos de la terapia combinada de vibraciones de cuerpo completo y electro-
estimulacion neuromuscular sobre el flujo sanguineo en lesionados medulares”

Objetivo del estudio: Comparar los efectos que se producen sobre la velocidad de la
sangre de la arteria poplitea, y la temperatura de la piel de la pantorrilla al aplicar
vibraciones de cuerpo completo y electro-estimulacion neuromuscular de forma aislada,
simultanea o consecutiva.

Valoraciones: Cada participante realizara 1 sesion inicial de familiarizacion con los
protocolos de valoracion y entrenamiento, y otras 4 sesiones en las que se aplicaran de
forma aleatoria 4 protocolos con diferentes combinaciones de las terapias estudiadas. Se
Ilevara a cabo una sesién/semana durante 5 semanas. La duracion prevista de cada sesion
es de 25 min. A la llegada del participante al laboratorio, éste permanecera durante 10
min sentado en su silla de ruedas para normalizar su flujo sanguineo. Posteriormente se
le aplicara el protocolo correspondiente en esa sesion (10 series de 1 min de trabajo y 1
min de descanso entre series, mas 5 min de periodo de recuperacion). En cada min de
descanso, y durante el periodo de recuperacion se le realizaran mediciones ecograficas en
la arteria poplitea y se registrard también la T de la piel de la pantorrilla mediante un
termometro de infrarrojos.

Lugar: Centro de Investigacion en Discapacidad Fisica. Valladolid.

Riesgos y beneficios del estudio: Entre los beneficios de formar parte de este estudio
destaca el hecho de participar en un programa de entrenamiento disefiado y supervisado
por profesionales de las ciencias de la actividad fisica. Ademas. la informacién obtenida
contribuira a determinar cudl es el tratamiento mas adecuado para aplicarlo
posteriormente de forma cronica en esta poblacion. Cada participante recibird un informe
con los datos més relevantes del estudio. Puesto que de forma previa al inicio del estudio
se excluyo del mismo a aquellas personas que presentasen antecedentes de trombosis
aguda, epilepsia u osteoporosis avanzada, los riesgos de este estudio se, aunque sea en
una medida muy baja, se limitan a los inherentes a la practica de cualquier tipo de
actividad fisica como sufrir alguna torcedura, espasmo, mareo o similar.

Investigador Principal: Heéctor Menéndez Alegre. hmenendez@cidif.es

Puede ponerse en contacto en cualquier momento para solicitar cuanta informacion
considere necesaria. De igual modo, usted puede dar por finalizada su participacion en el
estudio en cualquier momento sin ningun tipo de perjuicio por ello.
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certifico que he sido informado adecuadamente de los riesgos y beneficios del estudio en el
que voy a participar, cuyo titulo es “Efectos agudos de la terapia combinada de vibraciones
de cuerpo completo y electro-estimulacion neuromuscular sobre el flujo sanguineo en
lesionados medulares”. Tras haber resuelto todas las dudas que me han surgido referentes a
mi colaboracion, manifiesto que realizo voluntariamente dichas pruebas. Asimismo, soy
consciente de que puedo dar por terminada mi participacion en el estudio sin perjuicio alguno

si lo considerase oportuno.

Y para que asi conste, firmo el presente documento en Valladolid a de de
2013.

Firma

Autorizo que, en cumplimiento de la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de
Datos de caracter Personal, mis datos personales (imégenes incluidas) seran objeto de tratamiento
automatizado y se incorporan a un fichero propiedad de la Universidad Europea Miguel de
Cervantes, debidamente registrado en la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos, y para la
finalidad de que puedan ser utilizados con fines investigadores o docentes (clases en la Universidad,
conferencias 0 comunicaciones en congresos 0 seminarios de investigacion). Asimismo, quedo
informado de mi derecho de oposicion, acceso, rectificacion y cancelacién, respecto de mis datos
personales en los términos previstos en la Ley, pudiendo ejercitar estos derechos por escrito
mediante carta acompafiada de copia de mi Documento de Identidad, y dirigida a la Fundacion
ASPAYM Castilla'y Leon.
Fundacion ASPAYM Castillay Ledn

¢/ Trevifio 74, C.P. 47008 - Valladolid
TIf: 983 140 080 / Fax: 983 140 066 E-mail: cidif@oficinas.aspaymcyl.org
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Trial registered on ANZCTR

ACTRN12615000515594
Approved

20/04/2015
22/05/2015

Retrospectively registered

Combined whole-body vibration and neuromuscular electrical stimulation therapy in Spinal Cord Injury
patients

Acute effects of simultaneous application of whole-body vibration and neuromuscular electrical
stimulation on blood flow in Spinal Cord Injury

Nil known

U1111-1169-4513

Health condition(s) or problem(s) studied:

Spinal Cord Injury
Condition category
Neurological

Physical Medicine / Rehabilitation
Injuries and Accidents

Intervention/exposure
Study type

Description of intervention(s) /
exposure

1de5

Condition code

Other neurological disorders

Other physical medicine / rehabilitation
Other injuries and accidents

Interventional

Each subject was assessed in 5 different sessions and all the sessions were separated by at least 48 hours.
In the first session subjects were familiarized with the testing procedures and interventions. In the
remaining 4 sessions, 4 interventions were applied in random order (one intervention per session). The 4
interventions were: WBYV alone (WBV), ES alone (ES), WBV and ES simultaneous (WBV+ES), and 30s of
WBV followed by 30s of ES (WBV30/ES30). In these sessions, 10 sets of 1 min of intervention and 1 min of
rest were carried out with subjects seated on their own wheelchair with feet placed on the vibration
platform.

The frequency of vibration was set at 10 Hz and the amplitude at 5 mm (peak to peak).

When ES was used, a rectangular, biphasic and symmetric wave with a pulse width of 400 microseconds
and 8 Hz was applied. Three, 2-mm-thick, self-adhesive electrodes were used on each leg: one electrode
(10x5 cm) was placed about 2 cm below the popliteal fold, and 2 electrodes (5x5 cm) were placed as close
as possible to the motor points of the gastrocnemius medialis and lateralis. Current intensity was increased
until the subject's motor threshold (mean achieved intensity: 46.6 +/-12.3 mA).

Finally, interventions were applied by a qualified profesional in sport sciences.

23/02/2017 17:29
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Intervention code [1] Treatment: Devices
Intervention code [2] Rehabilitation

Comparator / control treatment  The isolated application of WBV or ES.

Control group Active
Outcomes
Primary outcome [1] Arterial Mean Blood Velocity

The popliteal artery was imaged in a longitudinal section with an ultrasound system (MyLab 25, Esaote,
Genoa, ltaly) using a pulsed color Doppler with a linear array transducer (LA 523, 7.5-12 MHz; length, 50
mm; Esaote, Genua, ltaly) on the right popliteal fossa. The probe was positioned to maintain an insonation
angle of 60 degrees. Each ultrasound image was recorded for a period of 4 s. In that period, there were
between 3 and 5 beats, and the mean of these beats was analyzed (MyLab Desk 8.0, Esaote, Genoa, Italy)
to obtain mean (MBV) and peak (PBV) systolic blood velocities

Timepoint [1] at baseline, during the resting minute (in the final 30 s) between the 10 sets, and at the end of each minute
during the recovery period

Primary outcome [2] Arterial Peak Blood Velocity

The popliteal artery was imaged in a longitudinal section with an ultrasound system (MyLab 25, Esaote,
Genoa, ltaly) using a pulsed color Doppler with a linear array transducer (LA 523, 7.5-12 MHz; length, 50
mm; Esaote, Genua, ltaly) on the right popliteal fossa. The probe was positioned to maintain an insonation
angle of 60 degrees. Each ultrasound image was recorded for a period of 4 s. In that period, there were
between 3 and 5 beats, and the mean of these beats was analyzed (MyLab Desk 8.0, Esaote, Genoa, Italy)
to obtain mean (MBV) and peak (PBV) systolic blood velocities

Timepoint [2] at baseline, during the resting minute (in the final 30 s) between the 10 sets, and at the end of each minute
during the recovery period

Secondary outcome [1] Superficial Temperature

Before the blood flow parameters were collected, the surface temperature (ST) of the left gastrocnemius
was measured using an infrared thermometer (PCE-777, PCE Instruments, Southampton, United Kingdom).
In order to have a reliable measure of this variable, a mark with ink was made between the two
gastrocnemius heads

Timepoint [1] at baseline, during the resting minute (in the final 30 s) between the 10 sets, and at the end of each minute
during the recovery period

Eligibility
Key inclusion criteria - People with SCI.
- All the patients used wheelchair for their locomotion.
- All the participants were classified by the American Spinal Injury Association (ASIA) as A or B.
Minimum age 18 Years
Maximum age 70 Years
Gender Both males and females
Can healthy volunteers No

participate?

Key exclusion criteria - Any history of disease such as peripheral arterial disease or other confounding factors.
- Medications were recorded and only antispasticity drugs were allowed during the study.

Study design

Purpose of the study Treatment

Allocation to intervention Randomised controlled trial

Procedure for enrolling a subject  This study was conducted in a Randomized Crossover design. All the participants received all the
and allocating the treatment treatments in a random order.

(allocation concealment

procedures)

Allocation was not concealed

Methods used to generate the Simple randomisation using a randomisation table created by computer software
sequence in which subjects will

be randomised (sequence

generation)

Masking / blinding Blinded (masking used)

Who is / are masked / blinded?  The people receiving the treatment/s

The people assessing the outcomes
Intervention assignment Crossover

Other design features

2de5 23/02/2017 17:29
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Phase Not Applicable
Type of endpoint(s) Safety/efficacy

Recruitment

Recruitment status Completed

Anticipated date of first 18/02/2013
participant enrolment

Actual date of first participant 18/02/2013
enrolment

Anticipated date last participant  4/03/2013
enrolled

Actual date last participant 4/03/2013
enrolled

Anticipated date of last data
collection

Actual date of last data
collection

Target sample size 10

Actual sample size

Recruitment outside Australia

Country [1] Spain
State/province 1] Valladolid
Funding & Sponsors
Funding source category [1] Government body
Name [1] Consejeria de Educacion de Castilla y Leon
Address [1] Avda. Monasterio de Nuestra Senora de Prado, s/n - C.P: 47014 - Valladolid. Spain.
Country [1] Spain
Primary sponsor type Charities/Societies/Foundations
Name ASPAYM CASTILLA'Y LEON FOUNDATION
Address CALLE TREVINO 74
47008
VALLADOLID
SPAIN
Country Spain

Secondary sponsor category [11  University

Name [1] European University of Miguel de Cervantes
Address [1] C/Padre Julio Chevalier, 2, 47012 Valladolid
Country [1] Spain
Ethics approval
Ethics application status Approved
Ethics committee name [1] Ethical committee of the Aspaym Castilla y Leon Foundation
Ethics committee address [1] ASPAYM CASTILLA Y LEON FOUNDATION
C/ Trevino 74
47008
Valladolid
Ethics committee country [1] Spain
Date submitted for ethics 14/12/2012

approval [1]
Approval date [1] 14/01/2013

Ethics approval number [1]

Summary

Brief summary the aim of this study was to analyze the acute effects of isolated, consecutive, and simultaneous
application of WBV and ES on the popliteal arterial blood velocity and ST of the calf in SCI subjects. Our
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hypothesis is that WBV+ES would elicit greater blood velocities and ST responses than the isolated or

consecutive interventions in SCI patients.

Authors: Menendez H, Martin-Hernandez J, Ferrero C, Marin PJ, Herrero AJ.

Title: Influence of simultaneously application of electromyostimulation and vibration on blood flow in spina

L cord injury.
Participation: Oral communication

Congress: European Congress of Adapted Physical Activity

Place: Madrid, Spain
Date: Sept 2014.

Mr HECTOR MENENDEZ ALEGRE

ASPAYM CASTILLA'Y LEON FOUNDATION
CALLE TREVINO 74

47008

VALLADOLID

Spain
+34 983140080

hmenendez@cidif.es
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Mr HECTOR MENENDEZ ALEGRE

ASPAYM CASTILLA'Y LEON FOUNDATION
CALLE TREVINO 74

47008
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+34 983140080

hmenendez@cidif.es

Contact person for scientific queries

Name

Address

Country
Phone
Fax
Email
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ORIGINAL ARTICLE
Acute effects of simultaneous electromyostimulation and
vibration on leg blood flow in spinal cord injury

H Menéndez!%, C Ferrero™?, ] Martin-Hernandez2, A Figuer0a3, PJ Marin* and AJ Herrero!?

Study design: Randomized crossover.

Objectives: To analyze the acute effects of isolated and simultaneous application of whole-body vibration (WBV) and
electromyostimulation (ES) on popliteal artery blood velocity (BV) and skin temperature (ST) of the calf in subjects with spinal cord
injury (SCI).

Setting: Valladolid, Spain.

Methods: Ten subjects with SCI were assessed in five different sessions. After a familiarization session, four interventions were applied
in random order; WBV, ES, simultaneous WBV and ES (WBV+ES), and 30s of WBV followed by 30s of ES (WBV30/ES30). Each
intervention consisted of 10 setsx 1 min ON+1 min OFF. Subjects were seated on their own wheelchairs with their feet on the vibration
platform (10 Hz, 5 mm peak-to-peak), and ES was applied on the gastrocnemius muscle of both legs (8 Hz, 400 ps).

Results: The simultaneous application (WBV+ES) produced the greatest increase in mean BV (MBV; 36% and 42%, respectively) and
peak BV (PBV; 30% and 36%, respectively) during the intervention. This intervention produced the greatest mean increases in MBV
(21%) and PBV (19%) during the recovery period. Last, this intervention produced the highest increase in ST during the intervention
(2.1°0C).

Conclusion: The simultaneous application of WBV+ES seems to produce a greater increase in MBV and PBV of the popliteal artery and
ST of the calf than the isolated (WBV or ES) or consecutive application of both stimuli (WBV30/ES30). This study provides an efficient

therapeutic methodology to improve peripheral arterial properties, which is pivotal in SCI patient’s rehabilitation.
Spinal Cord (2016) 54, 383-389; do0i:10.1038/s¢.2015.181; published online 13 October 2015

INTRODUCTION

Spinal Cord Injury (SCI) is one of the most dramatic clinical
conditions due to the loss of voluntary muscle contraction that leads
to physical disability. SCI patients exibit an increased risk of vascular
diseases, due to an extremely low physical activity,' when compared
with counterparts without SCL? Accordingly, earlier cardiovascular
disease is the leading cause of death in SCI patients.2 However,
common cardiovascular risk factors (for example, sex, age, diabetes,
blood lipid profile, elevated systolic blood pressure and smoking
status®) do not seem to fully explain the increased cardiovascular risk
in SCI patients.* Recent studies have focused on peripheral vascular
factors as an underlying mechanism for the increased cardiovascular
risk.> Moreover, adverse peripheral vascular adaptations appear to be a
plausible mechanism for the development of pressure ulcers due to the
significant reduction in lower limb arterial blood flow. Pressure ulcers
is one of the most common complications and leading cause of
re-hospitalization in SCI patients.”

Structural and functional adaptations have been detected in
peripheral arteries below the level of injury almost immediately after
SCL3%? Indeed, a 30% reduction in the common femoral artery
diameter and resting leg blood flow occurs within the first 6 weeks
of inactivity and paralysis.> Moreover, a 50 and 40% decrease in the
common femoral artery diameter and resting leg blood flow are

evident beyond this early stage.> These early vascular adaptations seem
to be closely related to the decrease in metabolic demand after SCIL.'°
In response to a vasodilatory stimulus, absolute peak blood flow (PBF)
reactivity to thigh muscle ischemia was reduced in SCI patients;
however, after adjusting the change in PBF for the reduced muscle
volume eliminated between-group differences, suggesting that arterial
dysfunction and muscle atrophy occur simultaneously. In addition,
other mechanisms that appear to contribute to this arterial dysfunc-
tion include inhibition of the muscle pump as a result of the inability
to contract the skeletal muscles'! and the consequent reduction in the
arterio-venous pressure gradient across the muscle bed.'?

Muscle contraction provide a powerful stimulus for vascular
remodeling.!* Angiogenesis'# and increased arterial diameter'> seem
to be the principal peripheral vascular adaptations induced by exercise
training. Passive mobilization, the most basic form of rehabilitation for
SCI patients, has failed to revert arterial dysfunction.11 However, there
are other rehabilitation tools that have shown effectiveness in SCI.
Electromyoestimulation (ES) involves the application of electrical
stimuli to superficial skeletal muscles, with the main objective of
triggering visible and valid muscle contractions through activation of
motorneurons or intramuscular axonal branches.'® The effect of ES on
peripheral blood flow is intensity dependent. Although, ES can
increase local blood flow,'” excessive intensity might lead to partial
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ischemia; whereas, insufficient intensity might be inadequate to
significantly increase arterial blood flow.!® Accordingly, a single bout
of ES has been shown to improve leg blood flow in SCI patients.!®

A new rehabilitation tool is whole-body vibration (WBV), which
refers to mechanical oscillations transferred to the skeletal muscles
through a supporting system such as a seat or platform.?’ The
application of the vibration to the muscle-tendon complex produces
a stretch-shortening action that activates muscle spindles and triggers
the reflexive muscle contraction.?! To date, only three studies have
investigated the acute effects of WBV on the cardiovascular system in
individuals with paralysis. In the first study, 3-6 min of WBV elicited
increases in oxygen consumption and oxygenation in the gastro-
cnemius muscle, suggesting increased perfusion.?? In the second study,
the vibratory stimulus applied to the feet produced increases in
femoral blood velocity in SCI patien'[s.23 Moreover, Koutnik er al.?*
observed that a 10-min set of passive vibration induced a favorable
local vascular effect as shown by reduced leg arterial stiffness in
post-stroke patients, reflecting improved peripheral vasodilation.

ES and WBV are effective methods to increase lower extremity
blood flow. In a previous study by our research group, the
simultaneous application of both methods (WBV+ES) produced a
greater increase in mean blood velocity (MBV) and peak blood
velocity (PBV) of the popliteal artery and skin temperature (ST) of the
calf than the isolated or consecutive application of both stimuli in
able-bodied young healthy males.”> However, to our knowledge, no
study has evaluated the local vascular effect of the simultaneous or
consecutive application of both stimuli in SCI patients. Therefore, the
aim of this study was to examine the acute effects of isolated,
consecutive, and simultaneous application of WBV and ES on the
popliteal arterial blood velocity and ST of the calf in SCI patients. We
hypothesized that WBV+ES would elicit greater blood velocities and
ST responses than the isolated or consecutive interventions in SCI
patients.

MATERIALS AND METHODS

Participants

Ten patients (eight males and two females) with SCI volunteered to participate
in the study. All the patients used wheelchair for their locomotion. All
participants were classified by the American Spinal Injury Association (ASIA)
as A or B. None of the subjects had any history of disease such as peripheral
arterial disease or other confounding factors. Medications were recorded and
only antispasticity drugs were allowed during the study. All participants
received 10 2-h rehabilitation sessions per month, which consisted of standing
(tilted) position, passive movements, low-intensity resistance training or
electrotherapy and physiotherapy treatment. Experimental interventions were
applied to the subjects before their rehabilitation routines. Each participant gave
written informed consent to participate in the investigation with the risks and
benefits of the study carefully explained to them before their initiation. The
study was conducted according to the Declaration of Helsinki and was
approved by the University Committee on Human Research. We certify that
all applicable institutional and governmental regulations concerning the ethical
use of human volunteers were followed during the course of this research.

Experimental design

Each participant was assessed in five different sessions separated by at least 48 h.
Participants completed all sessions at the same time of day to avoid variations
in arterial function. In the first session, participants were familiarized with the
testing procedures and interventions. In the remaining four sessions, the four
interventions were applied in random order. The four interventions were: WBV
alone (WBV), ES alone (ES), simultaneous WBV and ES (WBV+ES), and 30s
of WBV followed by 30s of ES (WBV30/ES30). Each session consisted of 10
sets of 1 min of intervention and 1 min of rest between sets. Participants were
seated on their own wheelchair with feet placed on the vibration platform
(Galileo Home, Galileo, Novotec, Germany). Measurements were collected
before and for 5 min after the intervention (R1-R5; Figure 1).

Methods

Participants rested in the seated position for a period of 10 min to normalize his
blood flow before data collection and the application of the corresponding
intervention. During all interventions, participants wore the same athletic shoes
to standardize for potential dampening of the vibration due to variability in the
footwear.?® The frequency of vibration was set at 10 Hz and the amplitude at
5mm (peak-to-peak). The vertical component of acceleration was measured by
an accelerometer (VT-6360, Hong Kong, China). The acceleration (peak) was
66.70 m s~ 2, Feet were placed parallel to each other 38 cm apart (measured
from the midline of the heels). When ES was applied, a rectangular, biphasic
and symmetric wave with a pulse width of 400 us and 8 Hz was applied
(Compex 3, DJO Ibérica, Madrid, Spain). The muscle was stimulated indirectly
via the motor axon terminal branches. Three, 2-mm-thick, self-adhesive
electrodes were used on each leg: one electrode (10 x5 cm) was placed 2 cm
below the popliteal fold and two electrodes (5% 5 cm) were placed as close as
possible to the motor points of the gastrocnemius medialis and lateralis.
Current intensity was increased until the subject’s motor threshold (mean
achieved intensity: 46.6+12.3 mA; min/max; 30/61 mA). This intensity,
reached in the first treatment session, was applied in the following sessions
using ES.

Measurements

Doppler velocity waveforms were registered at baseline, during the resting
minute (in the final 30s) between the 10 sets, and at the end of each minute
during the recovery period (Figure 1). The popliteal artery was imaged in a
longitudinal section with an ultrasound system (MyLab 25, Esaote, Genoa,
Italy) using a pulsed color Doppler with a linear array transducer (LA 523,
7.5-12 MHz; length, 50 mm; Esaote) on the right popliteal fossa. The probe was
positioned to maintain an insonation angle < 60°. Each ultrasound image was
recorded for a period of 4s. In that period, there were between 3 and 5 beats,
and the mean of these beats was used for data analyses (MyLab Desk 8.0,
Esaote) to obtain mean (MBV) and peak (PBV) systolic blood velocities
(Figure 2). Before the blood flow parameters were collected, ST over the left
gastrocnemius was measured using an infrared thermometer (PCE-777, PCE
Instruments, Southampton, UK). In order to collect a consistent measurement,
an ink mark was made between the two gastrocnemius heads. Participants were
asked to redo this mark at home to ensure reliability of the measurements
throughout all the sessions. All measurements were performed by the same
researcher.

Data analyses
The normality of the dependent variables was checked and subsequently
confirmed using the Shapiro-Wilk test. A two-way repeated measures analysis
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Table 1 Descriptive characteristics of the study sample

Gender Age (years) Height (m) Mass (kg) Years after injury Level of lesion ASIA score MBV (cms~1p PBV (cms~-1p
1 M 63 1.68 69.4 29 T9 A 30.8+6.0 61.1+14.8
2 M 38 1.92 88.8 13 c7 A 335+7.8 65.2+16.2
3 M 38 1.75 71.2 8 T4 B 31.7+9.1 57.2+15.3
4 M 33 1.80 70.3 4 Cc6 A 25.2+4.0 46.8+7.8
5 M 31 1.76 74.3 9 c7 A 22.1+2.7 43.5+4.7
6 M 36 1.74 50.1 17 c7 B 24.1+2.0 45.4+8.8
7 M 50 1.85 96.4 4 L1 B 24.8+3.8 48.0+8.1
8 M 59 1.70 74.2 20 T2 A 179+1.4 353+2.5
9 F 49 1.64 54.6 12 T7 A 31.4+29 57.0+5.2
10 F 66 1.56 61.2 8 T3 A 29.1+4.1 50.7+7.7

Mean 46.3 1.74 71.1 12.4

s.d. 12.9 0.10 14.1 7.8

Abbreviations: ASIA, American Spinal Injury Association; MBV, mean blood velocity; PBV, peak blood velocity.

aMean +s.d. of the baseline values of the four interventions.

of variance in treatment and time was applied. When a significant F-value was
achieved, pairwise comparisons were performed using the Bonferroni post hoc
procedure. Effect size statistic, 7%, was provided to determine the magnitude of
the effect independently of the sample size. Statistical significance was set at
P<0.05. Values are expressed as mean +s.d. The percentage of variation in
respect to baseline values was calculated as: (value — baseline) X 100/baseline.

RESULTS

Table 1 summarizes the characteristics of the participants.

Mean blood velocity

A time X intervention effect was observed for the MBV (F=1.755;
P<0.01; #>=0.163). The percentage of variation compared with
baseline and the statistical differences are shown in Figure 2. For the
WBYV intervention, MBV was increased from T1 (13.1% P<0.05) to
R2 (11.2% P<0.01) compared with baseline. For the ES intervention,
MBYV increment compared with baseline was observed from T8 (7.1%

P<0.001) to T10 (8.9% P<0.05). The WBV+ES intervention
remained elevated in the MBV from T1 (22.1% P<0.001) to R3
(18.7% P<0.05). Finally, for the WBV30/ES30 intervention, MBV
increase compared with baseline was observed from T1 (18.6%
P<0.05) to R1 (23.7% P<0.05).

The peak increments during the application of each intervention
were 27 +4%, 13+4.9%, 42+3.9% and 30+4.8% for WBV, ES,
WBV+ES and WBV30/ES30, respectively; the mean increments during
the application of each intervention were 2242.2%, 10+2.5%,
36+1.3% and 27 +2% for WBV, ES, WBV+ES and WBV30/ES30,
respectively; and the mean increments during the resting period of
each intervention were 10+2.1%, 1+2.5%, 21 +3% and 13+3.7%
for WBV, ES, WBV+ES and WBV30/ES30, respectively.

Peak blood velocity
A time X intervention effect was observed in the PBV (F=1.542;
P<0.05; 77=0.146). The percentage of variation compared with
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Figure 3 Time course changes on PBV during the application of 10 sets of 1 min of intervention and 1 min of rest, and during the 5min of the recovery
period. *,** ***Different from baseline at P<0.05, 0.01 and 0.001, respectively.

baseline and the statistical differences are shown in Figure 3. For the
WBV intervention, PBV was increased from T1 (11.3% P<0.05) to
R2 (11.4% P<0.05) compared with baseline. For the ES intervention,
PBV increased compared with baseline at T7 (15.5% P<0.05) to T9
(9.8% P<0.05). The WBV+ES intervention elevated the PBV above
baseline during all the intervention from T1 (20.5% P<0.001) to R5
(16.4% P<0.05). Finally, for the WBV30/ES30 intervention, PBV was
increased compared with baseline from T1 (15.3% P<0.05) to R1
(22.6% P<0.05).

The peak increments during the application of each intervention
were 24+ 6.6%, 17 +7.3%, 36 +4.4% and 28 + 13.6% for WBYV, ES,
WBV+ES and WBV30/ES30, respectively. The mean increments
during the application of each intervention were 194+3.2%,
13 +4.8%, 30+2.5% and 21+4.6% for WBV, ES, WBV+ES and
WBV30/ES30, respectively. The mean increments during the resting
period of each intervention were 11+4.8, 2+4.9, 19+4.7 and
11+7.6% for WBV, ES, WBV+ES and WBV30/ES30, respectively.

Skin temperature
A time X intervention effect was also observed for ST (F=1.974;
P<0.001; #°=0.180). The absolute values and the statistical
differences are shown in Figure 4. The simultaneous intervention
(WBV+ES) was the intervention that increased ST above baseline
(24.5°C) earlier than the WBV, from T4 (29.6°C P<0.05) to R5
(30.3°C P<0.05). The WBV intervention increased ST compared
with baseline (25.5°C) from T9 (29.8°C P<0.05) to R5 (29.9°C
P<0.05). For the ES and the WBV30/ES30 interventions, ST did not
increase compared with baseline.

The peak increments during the application of each intervention
were 1.5+0.7, 1+0.5, 2.1+0.4 and 1.4+0.61.8°C for WBV, ES,
WBV+ES and WBV30/ES30, respectively.

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study that has evaluated the
simultaneous application of WBV and ES in SCI patients. The major
finding of this study was that the four interventions enhanced MBV
and PBV in respect to baseline values. The simultaneous application of
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both stimuli (WBV+ES) seems to produce the greatest mean and peak
increase in MBV (36% and 42%, respectively) and PBV (30% and
36%, respectively) during the intervention. Importantly, this inter-
vention produced the greatest mean increases in MBV (21%) and PBV
(19%) during the recovery period. Similarly, WBV+ES maintained
MBYV above baseline for longer time than the isolated (WBV or ES) or
consecutive application of both stimuli (WBV30/ES30), from T1
(22.1%) to R3 (18.7%). Moreover, WBV+ES was the only intervention
that maintained PBV above baseline during all the protocol; from T1
(20.5%) to R5 (16.4%). Lastly, WBV+ES produced the earliest and
highest increase in ST.

The WBV intervention produced an increase in MBV and PBV in
the popliteal artery. The only previous study that had examined the
acute effect of WBV on arterial blood flow in people with SCI showed
the ability of the vibration therapy to produce an acute increase in
MBV and PBV.?* Although only 3 min of WBV was applied, the
magnitude of the increase in MBV (36%) at the end of the third
minute in the previous study was higher than the increase observed at
the third minute (21.5%) of the isolated application of WBV in the
present study. The most likely explanation for this discrepancy could
be the different mechanical load on the platform between both studies.
In the previous study, patients were on a tilt table at 45°, whereas in
the present study, patients were seated on their wheelchairs. It is likely
that participants in the tilted position supported more body weight on
the vibrating platform than those in the seated position resulting in
more intense reflexive contractions. Future studies should investigate
vibration transmissibility with the feet on a vibrating platform while
seated. The magnitude of the increase in muscle perfusion associated
with WBV appeared to be related to the vibratory load used.?’
Moreover, differences in duration of vibration may influence vascular
responses’® with greater vasodilatory effect after continuous than
intermittent 3 min of vibration exposure. Evidence has shown that
continuous 5-10 min of passive vibration can maintain local vasodila-
tion and improve arterial function in the exposed limb for 5-15 min
post vibration in older adults with type 2 diabetes? and post stroke,**
respectively. Both reflexive and voluntary muscle contractions are
often cited as the mechanisms responsible for active vibration-induced
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Figure 4 Time course changes on ST during the application of 10 sets of 1 min of intervention and 1 min of rest, and during the 5min of recovery period.

* **Different from baseline at P<0.05 and 0.01, respectively.

increases in muscle perfusion in healthy young men.’® In the absence
of voluntary contractions, increased neuromuscular activity of the
quadriceps muscle and local artery vasodilation have been demon-
strated in response to passive vibration in SCI patients.>> These reflex
contractions produce an increase in local metabolites that relax
vascular smooth muscle and trigger an increase in blood flow via local
vasodilatation.?! Otherwise, previous studies have observed an incre-
ment in nitric oxide (NO), a potent endothelial vasodilator, as a result
of 5 min of passive vibration at 50 Hz due to the shear stress generated
by the vibration.?? Therefore, our findings suggest that WBV causes a
marked increase in popliteal artery blood velocity through metabolic
and endothelial-mediated vasodilation.

Likewise, the ES intervention produced an increase in MBV and
PBV of the popliteal artery. These results are in agreement with
previous studies that observed an increase in femoral artery blood flow
due to application of ES in SCI patients.'>? The natural calf muscle
pump is activated during an ES intervention due to involuntary
muscular contraction caused by the electric current. However, the
ES protocol showed lower efficacy than the WBV intervention.
During ES, activation of the motor units occurs primarily under the
electrodes placement. This mechanism is particular and contrasts
with the recruitment of muscle fibers induced during a voluntary
contraction.!” Recruitment of mainly superficial muscle fibers by ES
could contrast with activation of deeper muscle fibers by WBV.
However, this pattern seems to be in opposition to what was observed
during the application in healthy subjects, where the ES intervention
showed a greater enhancement of MBV and PBV.% In one hand, the
intensity of ES was set at the motor threshold in SCI subjects. This
intensity (46.6+12.3 mA) was similar to that achieved in healthy
subjects using subject’s pain threshold (47.4 +11.2mA). The same
intensity produced a lower response probably due to muscle decondi-
tioning and atrophy. Thus, a higher intensity could be necessary in
order to increase treatment effectiveness in SCI patients. However,
further investigation is needed to understand the dose-response
relationship between ES and vascular reactivity and the implication
of sensory alterations in the adjustment of ES intensity. On the other
hand, due to the particular pattern of muscular recruitment during ES,

fatigue of the stimulated superficial muscle fibers may adversely affect
muscle strength during an ES session.’! This ‘accommodation to the
current’ is very common in ES training, and we believe it is quite likely
the explanation for the lower effect of ES on MBV and PBV.?> This
effect could take dramatic importance in those with SCI as they have
more fatigable muscle fibers.!® In contrast, MBV and PBV values seem
to be higher throughout the second half of the WBV intervention.

The greater efficacy observed with the simultaneous intervention
compared with the isolated applications, is in consonance with the
results from a previous study in healthy subjects.?> In young men, the
vibratory stimulus offset the decline in popliteal artery blood velocity
that occurred with isolated ES. Likewise, as hypothesized, the
magnitude of the response was lower in SCI subjects (a MBV peak
increment of 161% in healthy versus 42% in SCI subjects). The main
explanation seems to be related to the vascular adaptations previously
described in SCI subjects. These patients have shown a reduced
vasodilatory capacity below the level of injury.' In addition, previous
studies have shown a decreased blood flow response in SCI with
respect to healthy subjects due to the parallel vascular dysfunction and
muscle atrophy.’?> Reduced femoral artery dilatory capacity in SCI
patients mainly reflects impaired NO-dependent vasodilation.* In
addition, the positive relationship between decreased leg artery
diameter and lean mass in SCI patients®* suggests that increased local
vascular resistance and reduced production of muscle metabolites may
contribute to the impaired vasodilation in this population. Another
factor could be that SCI patients were seated with the feet on the
platform rather than in an active squat position, as is performed in
healthy individuals. Therefore, SCI patients had reduced mechanical
load. Nevertheless, the present study is the first to show an additive
effect of WBV and ES in leg artery dilatory capacity, which may be
explained by an enhanced production of muscle vasodilatory meta-
bolites due to both stimuli and endothelial-NO production induced by
WBV.?° Therefore, the combined therapy would be of great clinical
interest for this population.

The simultaneous application produced an earlier and higher
increase in ST as this effect was observed after the fourth set and
persisted elevated during the recovery. Although WBV alone increased
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ST after the ninth set, the absence of a hyperthermic response in the
calf throughout both ES interventions suggests that more intense and
generalized muscle contractions are required to increase ST. The
observed results are similar to those found in healthy men. In both
studies, simultaneous therapy (WBV+ES) proved to be more effective
to increase ST in the calf. This result is in consonance with other
studies in which the vibration stimulus alone (50 Hz, 5-6 mm) was
not sufficient to increase the ST after 10 min of application in healthy
individuals.?*3 Interestingly, despite no change in ST, a 10-min bout
of WBV (26 Hz — 6 mm) increased muscle temperature by 1.5°C in

young adults.>® However, in previous studies,>>37

vibration applied
directly to the skin surface of the resting extremity (passive vibration)
was effective to increase skin blood flow and ST against standing on
the platform (active vibration). Of note, a large area of the extremity
directly exposed to passive vibration may account for the local increase
in ST. The results of this study suggest the possibility that the ST may
reflect an increase in local superficial blood flow. Increased skin blood
flow during passive vibration may be attributed to cell friction®” and
not to increased energy metabolism to sustain muscle contraction.
Increased skin blood flow is crucial for the wound-healing process?” in
order to prevent and minimize the development of pressure ulcers.
Thus, the simultaneous application of WBV and ES represent a highly
practical intervention in subjects with SCI.

Finally, when both WBV and ES were applied within the same
intervention, the consecutive application (WBV30+ES30) seems to
evoke a lower response than the concomitant application (WBV+ES).
This difference could be due to the recruitment of different muscle
fibers by the combined stimulus as it has been previously explained.
Indeed, the addition of the peak MBV and PBV after ther fifth set of
WBYV and ES alone are close to the peak value induced by WBV+ES.
Therefore, our findings support the theory of an ‘additive vasodilatory
effect’ as it was previously suggested.?®

In conclusion, the simultaneous application of WBV and ES seems
to produce a greater increase in MBV and PBV of the popliteal artery
and ST of the calf than the isolated or consecutive application of both
stimuli. These findings could be of great interest in order to improve
peripheral vascular properties. However, despite the results, it is not
possible to clearly establish whether an acute increase in peripheral
artery blood flow would prevent and/or heal pressure ulcers in
individuals with SCI. Future studies are warranted to examine the
chronic efficacy of WBV+ES on peripheral artery function in SCI
patients. Information about optimal dose of WBV+ES and time of
delivery should be evaluated.
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El Comité de Etica de la Fundacién ASPAYM Castilla y Leén ha valorado todos los
aspectos éticos relativos al estudio titulado “Efectos crénicos de la terapia combinada de
vibraciones de cuerpo completo y electro-estimulacion neuromuscular sobre el flujo sanguineo
en lesionados medulares”, cuyo investigador principal es D. Héctor Menéndez Alegre. Tras
el analisis de la documentacién presentada este comité considera que dicho
investigador es conocedor de los procesos y protocolos que se debe cumplir relativos a
la proteccién de datos, especificamente:

o Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre la Proteccion de Datos de
Cardcter Personal.

o Real Decreto 1720/2007 de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento
de desarrollo de la Ley orgénica 15/1999 (BOE n2 17 de 19 de enero de 2008, pag.
4103-4136).

o Real Decreto 195/2000, de 11 de febrero, por el que se establece el plazo para
implantar las medidas de seguridad de los ficheros automatizados previstas por el
Reglamento aprobado por el Real Decreto 994/1999, de 11 de junio.

o Ley41/2002, de 14 de noviembre, ley basica reguladora de la autonomfa del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacion
clinica.

o Revision Declaracidon de Helsinki- 592 Asamblea General- Sell Corea Octubre 2008

En consecuencia, dicho Comité da su APROBACION para que este estudio pueda llevarse
a cabo en los términos previstos en la memoria.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, firma el presente documento en
Valladolid a 16 de diciembre de 2013:

.
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N2 castilla y lecn

Dra. Rosa Montafa Hernandez Diia. Ana Isabel Pérez Martinez
Licenciada en Medicina y Cirugia Diplomada en Fisioterapia
Presidenta del Comité de Etica de la Secretaria del Comité de Etica de la
Fundacion ASPAYM Castilla y Ledn Fundacidon ASPAYM Castilla y Ledn

Fundacion ASAPYM Castilla y Ledn
¢/ Trevifio 74, C.P. 47008 - Valladolid
TIf: 983 140 080 / Fax: 983 140 066 E-mail: cid finof cinos aopaymc oy



HOJA DE INFORMACION DEL ESTUDIO

“Efectos cronicos de la terapia combinada de vibraciones de cuerpo completo y
electro-estimulacion neuromuscular sobre el flujo sanguineo en personas sanas”

Objetivo del estudio: Observar las adaptaciones inducidas a nivel muscular, éseo y
vascular, por el entrenamiento combinado de vibraciones de cuerpo completo y electro-
estimulacion neuromuscular en lesionados medulares.

Entrenamiento: Cada participante del grupo experimental completara un total de 30
sesiones de entrenamiento a lo largo de 12 semanas. Cada sesion de entrenamiento
consistird en 10 min de aplicacion de terapia simultdnea sobre las pantorrillas de ambas
piernas mientras que el paciente permanece sentado en su propia silla de ruedas.

Valoraciones: Todos los participantes del estudio seran valorados inicialmente, a las 6
semanas de inicio del estudio, inmediatamente después de la finalizacion del estudio a
las 12 semanas, y tras 8 semanas sin recibir la terapia. En cada sesién de valoracién se
llevaran a cabo mediciones vasculares en la arteria poplitea mediante ecografia. Con
este mismo instrumento se medira también el grosor muscular del gastrocnemio.
Finalmente, en las dos ultimas valoraciones se medira la densidad mineral d6sea de la
cadera.

Lugar: Centro de Investigacion en Discapacidad Fisica. Valladolid.

Riesgos y beneficios del estudio: Entre los beneficios de formar parte de este estudio
destaca el hecho de participar en un programa de entrenamiento disefiado y supervisado
por profesionales de las ciencias de la actividad fisica. Ademas. la informacion obtenida
contribuira a determinar el grado de eficacia del tratamiento para su posterior aplicacién
habitual en esta poblacion. Cada participante recibird un informe con los datos méas
relevantes del estudio ademas de su propia densitometria final. Puesto que de forma
previa al inicio del estudio se excluyd del mismo a aquellas personas que presentasen
antecedentes de trombosis aguda, epilepsia u osteoporosis avanzada, los riesgos de este
estudio se, aunque sea en una medida muy baja, se limitan a los inherentes a la practica
de cualquier tipo de actividad fisica como sufrir alguna torcedura, espasmo, mareo o
similar.

Investigador Principal: Heéctor Menéndez Alegre. hmenendez@cidif.es

Puede ponerse en contacto en cualquier momento para solicitar cuanta informacion
considere necesaria. De igual modo, usted puede dar por finalizada su participacién en
el estudio en cualquier momento sin ningun tipo de perjuicio por ello.
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certifico que he sido informado adecuadamente de los riesgos y beneficios del estudio en el
que voy a participar, cuyo titulo es “Efectos cronicos de la terapia combinada de vibraciones
de cuerpo completo y electro-estimulacion neuromuscular sobre el flujo sanguineo en
lesionados medulares”. Tras haber resuelto todas las dudas que me han surgido referentes a
mi colaboracion, manifiesto que realizo voluntariamente dichas pruebas. Asimismo, soy
consciente de que puedo dar por terminada mi participacion en el estudio sin perjuicio alguno

si lo considerase oportuno.

Y para que asi conste, firmo el presente documento en Valladolid a de de
2014,

Firma

Autorizo que, en cumplimiento de la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de
Datos de caracter Personal, mis datos personales (imégenes incluidas) seran objeto de tratamiento
automatizado y se incorporan a un fichero propiedad de la Universidad Europea Miguel de
Cervantes, debidamente registrado en la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos, y para la
finalidad de que puedan ser utilizados con fines investigadores o docentes (clases en la Universidad,
conferencias 0 comunicaciones en congresos 0 seminarios de investigacion). Asimismo, quedo
informado de mi derecho de oposicion, acceso, rectificacion y cancelacién, respecto de mis datos
personales en los términos previstos en la Ley, pudiendo ejercitar estos derechos por escrito
mediante carta acompafiada de copia de mi Documento de Identidad, y dirigida a la Fundacion
ASPAYM Castilla'y Leon.
Fundacién ASAPYM Castillay Leén

¢/ Trevifio 74, C.P. 47008 - Valladolid
TIf: 983 140 080 / Fax: 983 140 066 E-mail: cidif@oficinas.aspaymcyl.org
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Trial Review

Trial registered on ANZCTR

Trial ID ACTRN12615000781549
Ethics application status Approved
Date submitted 29/06/2015
Date registered 28/07/2015
Type of registration Retrospectively registered
Titles & IDs
Public title Chronic effects of simultaneous application of whole-body vibration and neuromuscular electrical
stimulation on blood flow in Spinal Cord Injury patients.
Scientific title Chronic effects of simultaneous application of whole-body vibration and neuromuscular electrical
stimulation on blood flow in Spinal Cord Injury
Secondary ID [1] None
Universal Trial Number (UTN) U1111-1171-6931
Trial acronym
Linked study record

Health condition

Health condition(s) or problem(s) studied:
Spinal Cord Injury

Condition category Condition code

Physical Medicine / Rehabilitation Other physical medicine / rehabilitation
Injuries and Accidents Other injuries and accidents
Neurological Other neurological disorders

Intervention/exposure

Study type Interventional

Description of intervention(s) / During the 12 weeks for the training period, the experimental group, completed a total of 30 sessions

exposure (frequency of 3 and 2 sessions a week on alternate weeks). Each session consisted of 10 minutes of
simultaneous application of Whole Body Vibration (WBV) and Electromyostimulation (ES) seated in the
wheelchair with their feet on the platform. The frequency of vibration was set at 10 Hz and the amplitude
at 5 mm (peak to peak). When ES was used, a rectangular, biphasic and symmetric wave with a pulse
width of 400 microseconds and 8 Hz was applied. Three, 2-mm-thick, self-adhesive electrodes were used
on each leg: one electrode (10x5 cm) was placed about 2 cm below the popliteal fold, and 2 electrodes
(5x5 cm) were placed as close as possible to the motor points of the gastrocnemius medialis and lateralis.
Current intensity was increased until the subjects motor threshold (mean achieved intensity: 46.6 +/-12.3
mA increasing by 1mA per session.). Finally, interventions were applied by a qualified professional in sport
sciences.

Intervention code [1] Treatment: Devices
Comparator / control treatment  'no treatment"

Control group Active
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Outcomes

Primary outcome [1]

Timepoint [1]

Primary outcome [2]

Timepoint [2]

Secondary outcome [1]

Timepoint [1]
Eligibility
Key inclusion criteria

Minimum age
Maximum age
Gender

Can healthy volunteers
participate?

Key exclusion criteria

Study design

Purpose of the study

https://www.anzctr.org.au/Trial/Registration/TrialReview.aspx?1d=368...

Popliteal Blood Flow

Popliteal artery was imaged in a longitudinal section with an ultrasound system (MyLab 25, Esaote, Genoa,
Italy) using a pulsed color Doppler with a linear array transducer (LA 523, 7.5-12 MHz; length, 50 mm;
Esaote, Genua, ltaly) in the right popliteal fossa. The probe was positioned to maintain an insonation angle
of 60 degree. Each ultrasound image was recorded for a period of 4 s. In that period, there were between 3
and 5 beats, and the mean of these beats was analyzed (MyLab Desk 8.0, Esaote, Genoa, Italy) to obtain
mean (MBV) and peak (PBV) arterial systolic blood velocity. Arterial Resting Diameter (RD) was measured
as a perpendicular line from the intima-lumen interface of the near to the far wall. Five images were
recorded for each measurement. The highest and the smallest values were excluded, and the mean of the
three remaining values was used for further analysis. Images were then analyzed using specialized
software (MyLabDesk, Esaote Biomedica, Genoa, Italy).

Popliteal artery blood flow was calculated as MBVx3,14(RD/2)2x60. All measurements were performed by
the same researcher.

Each subject was assessed in 4 different occasions: At baseline (B), after 6 weeks in the half of the training
period (Post-6), after 12 weeks at the end of the training period (Post-12) and 8 weeks after the end of the
training in order to evaluate the detraining process (D).

Muscle thickness of the gastrocnemius

This is composite primary outcome. Muscle thicknesses of medialis (MG) and lateralis (LG) gastrocnemius
were assessed with an ultrasound system (MyLab 25, Esaote, Genoa, Italy). The measurement site was
determined at 1/3 proximal of the distance between the lateral epicondyle of the femur and the lateral
malleolus of the ankle. This distance was measured with the subjects lying on an examination bed with
their knees fully extended. This site was marked on the skin to ensure the repeatability of the
measurement. Subjects were asked to remark this reference everyday during the experimental period.
Transversal images were recorded from the MG and LG. Five images were recorded for each
measurement. The highest and the smallest values were excluded, and the mean of the three remaining
values was used for further analysis. Images were then analyzed using specialized software (MyLabDesk,
Esaote Biomedica, Genoa, Italy). The same researcher took and analyzed all images.

Each subject was assessed in 4 different occasions: At baseline (B), after 6 weeks in the half of the training
period (Post-6), after 12 weeks at the end of the training period (Post-12) and 8 weeks after the end of the
training in order to evaluate the detraining process (D).

Bone Mineral Density

BMD was assessed at femoral neck cross-sectional area (total bone surface in a cross-section) by
dual-energy x-ray absorption (DXA) with the Norland densitometer (XR-46, USA). DXA is the current
standard for measuring BMD. Subjects were supine, with the foot braced and strapped to a plastic
triangular frame, ensuring fixed internal rotation of 60 degree.

BMD was assessed at baseline (B), and after 12 weeks at the end of the training period (Post-12).

All the patients were spinal cord injured people and used wheelchair for their locomotion. All the
participants were classified by the American Spinal Injury Association Impairment Scale (ASIA) as A and B.

18 Years

80 Years

Both males and females
No

Unable to complete trial period without medication other than antispasticity medication.
Any history of disease such as peripheral arterial disease or other confounding factors.

Treatment

Allocation to intervention Randomised controlled trial
Procedure for enrolling a subject central randomisation by computer
and allocating the treatment

(allocation concealment

procedures)

Methods used to generate the
sequence in which subjects will
be randomised (sequence
generation)

Masking 7/ blinding
Who is / are masked / blinded?

Simple randomisation using a randomisation table created by computer software

Open (masking not used)

Intervention assignment Parallel
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Other design features
Phase

Type of endpoint(s)

Recruitment

Recruitment status

Anticipated date of first
participant enrolment

Actual date of first participant
enrolment

Anticipated date last participant
enrolled

Actual date last participant
enrolled

Anticipated date of last data
collection

Actual date of last data
collection

Target sample size

Actual sample size

Recruitment outside Australia
Country [1]

State/province [1]

Funding & Sponsors

Funding source category [1]
Name [1]

Address [1]

Country [1]

Primary sponsor type
Name

Address

Country

Secondary sponsor category [1]
Name [1]

Address [1]

Country [1]

Ethics approval

Ethics application status
Ethics committee name [1]
Ethics committee address [1]
Ethics committee country [1]

Date submitted for ethics
approval [1]

Approval date [1]

Ethics approval number [1]

Summary

Brief summary

Trial website

Trial related presentations /
publications

https://www.anzctr.org.au/Trial/Registration/TrialReview.aspx?1d=368...

Not Applicable
Efficacy

Completed

13/01/2014
13/01/2014
18/02/2014

18/02/2014

20

20

Spain
Valladolid

Government body

Consejeria de Educacion de Castilla y Leon
Avda. Monasterio de Nuestra Senora de Prado, s/n - C.P.: 47014 - Valladolid. Spain.
Spain

Charities/Societies/Foundations

Aspaym Castilla y Leon Foundation

Calle Trevino 74, 47008, Valladolid, Spain.
Spain

University

European University of Miguel de Cervantes
C/Padre Julio Chevalier, 2, 47012 Valladolid
Spain

Approved

Comite de Etica de la Fundacion Aspaym Castilla y Leon
Calle Trevino 74, 47008, Valladolid, Spain.

Spain

23/10/2013

18/12/2013

the aim of this study was to analyze the chronic effects of simultaneous application of WBV and ES on the
popliteal arterial blood flow in SCI subjects. Our hypothesis is that WBV+ES would elicit greater responses
in the experimental group in blood flow and muscle thickness of spinal cord injuried subjects.

Authors: Menendez H, Martin-Hernandez J, Ferrero C, Marin PJ, Herrero AJ.
Title: Chronic effects of the simultaneous application of vibration and neuromuscular electrical stimulation i
n the peripheral vascular system of spinal cord injuries.
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Participation: Oral communication

Congress: VIl National Congress in Chronic Patient Care
Place: Valladolid, Spain

Date: March 2015

Mr Hector Menendez Alegre

Aspaym Castilla y Leon Foundation, Calle Trevino 74, 47008, Valladolid, Spain.

Spain
+34 983140080

hmenendez@cidif.es

Contact person for public queries

Mr Hector Menendez Alegre

Aspaym Castilla y Leon Foundation, Calle Trevino 74, 47008, Valladolid, Spain.

Spain
+34 983140080
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ORIGINAL ARTICLE
Chronic effects of simultaneous electromyostimulation
and vibration on leg blood flow in spinal cord injury

H Menéndez!%, C Ferrero™?, ] Martin-Hernandez2, A Figuer0a3, PJ Marin* and AJ Herrero!?

Study design: Randomized two-group parallel.

Objectives: The objective of this study was to analyze the adaptations on the popliteal artery (mean blood velocity (MBV), peak blood
velocity (PBV), arterial resting diameter (RD) and blood flow (BF)) induced by 12 weeks of simultaneous application of whole-body
vibration and electromyostimulation (WBV+ES) in patients with spinal cord injury (SCI). Secondarily, the musculoskeletal effects of this
therapy on the gastrocnemius muscle thickness (MT) and femoral neck bone mineral density (BMD) were analyzed.

Setting: Valladolid, Spain.

Methods: Seventeen SCI patients (American Spinal Injury Association (ASIA) A or B) were randomly assigned to the experimental
group (EG=9) or the control group (CG=8). Each subject was assessed in four different occasions: at baseline, after 6 weeks (Post-6)
and 12 weeks of the treatment (Post-12) and 8 weeks after the end of the treatment (Post-20). Subjects in the EG performed 30
10-min sessions of WBV+ES during 12 weeks.

Results: Inthe EG, RD increased compared with the baseline value at Post-6 (9.5%, P<0.01), Post-12 (19.0%, P<0.001) and Post-
20 (16.7%, P<0.001). Similarly, in the EG, BF increased compared with the baseline value and with CG only at Post-12 ((33.9%,
P<0.01) and (72.5%, P<0.05), respectively). Similarly, WBV+ES increased the MT of the gastrocnemius. BMD of both hips
remained invariable during the study. CG showed no change at any point.

Conclusions: WBV+ES improved popliteal artery BF, RD and MT after 12 weeks in SCI patients. This increase in RD remained above
baseline after 8 weeks. The combination of WBV and ES could be considered a promising alternative to reverse the musculoskeletal
atrophy and improve peripheral vascular properties in SCI patients.

Spinal Cord (2016) 54, 1169-1175; doi:10.1038/sc.2016.60; published online 3 May 2016

INTRODUCTION
Spinal cord injury (SCI) is one of the most devastating clinical
conditions, which can lead to loss of independence and currently has
limited potential for recovery.! The SCI population has a 228% greater
mortality rate from cardiovascular diseases than the able-bodied
population.>? Not surprisingly, young people with chronic SCI
experience an accelerated development of cardiovascular diseases
due to premature arterial aging and loss of physical ability.>*

Recent evidence suggests that peripheral arterial dysfunction may be
a relevant factor for the increased cardiovascular risk® in this
population versus the traditional central cardiac mechanisms.® Tradi-
tional cardiovascular risk factors (e.g., sex, age, diabetes, blood lipid
profile, elevated systolic blood pressure and smoking status’) do not
seem to be sufficient to explain the augmented cardiovascular risk in
SCI patients.® In this sense, there are several structural and functional
adverse arterial adaptations after SCI that could deteriorate cardiovas-
cular health. For example, significant modifications have been
described in peripheral arteries below the level of the injury almost
immediately after SCL.>!% A previous study reported a 30% reduction
in the common femoral artery diameter and blood flow after 6 weeks
of SCI.? A 50% and 40% reductions in diameter and blood flow have
been observed, respectively, in the common femoral artery after

periods of physical inactivity longer than 6 weeks.” In addition, this
early vascular dysfunction has been closely related to the decrease in
metabolic demand after SCL!! The only study that related the
common femoral artery diameter with leg muscle volume found no
difference between chronic SCI (>1 year) patients and healthy
subjects.!> Although absolute peak blood flow reactivity to thigh
muscle ischemia was reduced in SCI patients, adjustment of peak
blood flow for the reduced muscle volume eliminated the between-
group differences. Therefore, arterial dysfunction and muscle atrophy
are strongly associated in SCI patients.'?

These peripheral adverse vascular adaptations appear to be respon-
sible for the development of pressure ulcers due to the significant
reduction in lower limb arterial blood flow.!* About 95% of SCI
patients will suffer from this secondary complication,!# which is one of
the leading causes of rehospitalization in SCI patients. In addition,
arterial dysfunction in SCI is considered a risk factor for developing
thromboembolism. Because of a 40-81% prevalence thromboembo-
lism is considered the third leading cause of death in these patients.!>
It has been proposed that cardiovascular mortality associated with
chronic SCI is potentially preventable through exercise training.®

Electromyoestimulation (ES) and whole-body vibration (WBV) are
effective methods to stimulate paralyzed skeletal muscles of SCI

Research Centre on Physical Disability, ASPAYM Castilla y Leén Foundation, Valladolid, Spain; “Department of Health Sciences, European University Miguel de Cervantes,
Valladolid, Spain; 3Depar’[ment of Nutrition, Food, and Exercise Sciences, The Florida State University, Tallahassee, FL, USA and “CyMO Research Institute, Valladolid, Spain
Correspondence: Professor HM Alegre, Research Centre on Physical Disability, ASPAYM Castilla y Le6n Foundation, C/ Trevifio 74, Valladolid 47008, Spain.
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patients. The effective implementation of ES for the prevention of
venous stasis and its related complications in patients with circulatory
disease!®!” has been widely studied. Similarly, an increment in the
femoral artery inflow through ES of the calf muscles'® has been
observed in this population. However, despite the relevance of
peripheral arterial dysfunction in SCI patients, the number of studies
examining arterial adaptations to ES training is very small. In this line,
ES training has shown positive vascular effects'®?? in SCI patients. In
these studies, SCI patients performed dynamic leg extensions against
different resistances evoked by ES. After 18 weeks of training, the
authors observed an improvement in muscle fatigue, flow-mediated
dilation and arterial range (expressed as maximum diameter — mini-
mum diameter). However, artery size and blood flow did not increase,
possibly because of the low-volume protocol used (8 min per week).
In contrast, 2 weeks of ES cycling training improved arterial diameter
and blood flow in SCI patients.?! These findings suggest that the
exercise mode combined with ES is important to evoke beneficial
arterial adaptations in SCI patients.

WBYV produces a stretch-shortening action that activates muscle
spindles and triggers reflexive muscle contraction.”? To date, only
acute cardiovascular effects of WBV have been examined in SCI
patients. In the first study, 3—6 min of WBV elicited increases in
oxygen consumption in the gastrocnemius muscle, suggesting
increased perfusion.?? In the second study, the vibratory stimulus
applied to the feet produced increases in femoral artery blood
velocity.* Our research group has previously demonstrated that the
simultaneous application of WBV and ES (WBV+ES) produced a
greater acute popliteal artery blood velocity response than the isolated
or consecutive application of both stimuli in healthy males?> and SCI
patients.26 However, to date, no study has analyzed the arterial
adaptations to this novel method. The purpose of this study was to
analyze the induced adaptations on the popliteal artery (mean blood
velocity (MBV), peak blood velocity (PBV), arterial resting diameter
(RD) and blood flow (BF)) in SCI patients after 12 weeks of WBV+ES.

In addition, the effects of WBV+ES on the gastrocnemius muscle
thickness (MT) and femoral neck bone mineral density (BMD) were
analyzed.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Seventeen patients (12 males and 5 females) volunteered to participate in the
study. All the patients had SCI and used wheelchair for their locomotion. All
the participants were classified according to the American Spinal Injury
Association (ASIA) as A or B level and was considered as the inclusion criteria.
Medications were recorded and only antispasticity drugs were allowed during
the study. The possibility that a participant started a different pharmacological
treatment during the study was considered as the exclusion criteria. Finally,
non-attending more than one therapy session was an exclusion criterion.
Table 1 summarizes the characteristics of the sample. All the subjects received
ten 2-h rehabilitation sessions per month, consisting of standing position
(or tilt position), passive movements, low-intensity resistance training or
electrotherapy, and physiotherapy treatment. WBV+ES was applied to the
patients before their rehabilitation routines. Each participant gave written
informed consent before testing. The study was conducted according to the
Declaration of Helsinki and was approved by the University Committee on
Human Research. We certify that all applicable institutional and governmental
regulations concerning the ethical use of human volunteers were followed
during the course of this research.

Experimental design
The effects of the simultaneous application of WBV and ES were analyzed in a
randomized two-group parallel design. Patients were randomly assigned to the
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Table 1 Descriptive characteristics of the study sample

Gender Age (years) Height (m) Mass (kg) Years Level of  ASIA
after lesion score
injury

1 M 63 1.68 69.4 29 T9 A
2 M 38 1.92 88.8 13 c7 A
3 M 33 1.80 70.3 4 Cc6 A
4 M 31 1.76 74.3 9 c7 A
5 M 36 1.74 50.2 17 c7 B
6 M 50 1.85 95.9 4 L1 B
7 M 59 1.70 73.8 20 T2 A
8 M 42 1.77 80.0 24 c7 B
9 M 43 1.74 110.0 8 c7 A
10 M 62 1.75 71.0 6 T12 A
11 M 49 1.72 63.1 7 T6 A
12 M 65 1.70 78.0 5 c4 B
13 F 49 1.64 54.6 12 T7 A
14 F 66 1.56 61.2 8 T3 A
15 F 57 1.60 62.4 12 L1 A
16 F 38 1.58 48.0 27 T4 B
17 F 68 1.62 75.2 22 T4 A

Mean 49.9 1.72 72.1 13.3

S.d. 12.5 0.10 15.9 8.3

Abbreviations: ASIA, American Spinal Injury Association; F, female; M, male.

experimental group (EG=09) or the control group (CG =8). Each subject was
assessed in four different occasions: at baseline (B), after 6 weeks (Post-6), after
12 weeks (end of the treatment period, Post-12) and 8 weeks after the end of
the treatment period (Post-20). Patients in the EG performed 30 10-min
sessions of WBV+ES during 12 weeks.?®

Procedures

When a patient came to the laboratory, s/he was seated in her/his own
wheelchair with the feet anchored with straps to the vibration platform (Galileo
Home, Galileo; Novotec, Nettetal, Germany). To facilitate the placement of the
feet, a wedge with an inclination of 20° was used to support the vibrating
platform (Figure 1). During all treatments, participants wore the same athletic
shoes to standardize the damping of the vibration by the footwear.?’”
The frequency of vibration was set at 10 Hz and the amplitude at 5 mm (peak
to peak). The vertical component of acceleration was measured by an
accelerometer (VT-6360, Hong Kong, China). The acceleration (peak) was
6.8 g. Feet were placed parallel to each other 38 cm apart (measured from the
midlines of the heels).

For the ES, a rectangular, biphasic and symmetric wave with a pulse width of
400 ps was applied (Compex 3; DJO Ibérica, Madrid, Spain). A continuous
8 Hz current was used during all the protocol, resulting in a pulsatile
stimulation of the calf. Three 2-mm-thick self-adhesive electrodes were used
on each leg: one electrode (10x5cm?) was placed about 2 cm below the
popliteal fold, and two electrodes (5 x 5 cm?) were placed as close as possible to
the motor point of the gastrocnemius medialis (GM) and gastrocnemius
lateralis (GL), respectively (Figure 2). Current intensity was increased until the
patient’s motor threshold (mean achieved intensity: 49.5+11.2 mA). This
intensity, reached in the first treatment session, was increased during each
subsequent session to avoid a muscle contraction intensity below the motor
threshold because of muscle fatigue caused by ES.*

Measurements

Vascular parameters. Each patient completed all testing sessions at the same
time of day to avoid variations in arterial function. When a subject arrived at
the laboratory, a resting period of 10 min was provided to normalize blood
flow. Popliteal artery was imaged in a longitudinal section with an ultrasound
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Figure 1 Simultaneous application of WBV+ES.

Figure 2 Electromyostimulation electrodes placement.

system (MyLab 25, Esaote Biomedica, Genoa, Italy) using a pulsed color
Doppler with a linear array transducer (LA 523, 7.5-12 MHz; length, 50 mmy;
Esaote Biomedica) placed in the right popliteal fossa. The participant was seated
in the wheelchair with a 90° of knee flexion during vascular measurements. The
probe was positioned to maintain an insonation angle <60°. Each 4s
ultrasound image was recorded by pulsed wave Doppler. These waves were
analyzed (MyLabDesk 8.0, Esaote Biomedica) to obtain MBV and PBV. Arterial
RD was measured as a perpendicular line from the intima—lumen interface of
the near to the far wall. Five images were recorded for each measurement. The
highest and the smallest values were excluded, and the mean of the three
remaining values was used for further analysis. Images were then analyzed using
specialized software (MyLabDesk; Esaote Biomedica). Popliteal artery blood
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flow was calculated as MBV X IT(RD/2)?> X 60. The laboratory personnel were
blinded to the randomization. The person who registered and analyzed all the
measurements was not the same person who carried out the treatment
application. Moreover, an ID number was assigned to each participant during
the registration to avoid the identification of the subject during the analysis of
the variables studied.

Muscle thickness. MT of GM and GL was assessed using a real-time B-mode
ultrasonography linear array ultrasound probe (LA 523, 7.5-12 MHz; length,
50 mm; Esaote). Sagittal plane ultrasound images were obtained at the proximal
third between the lateral epicondyle of the femur and the lateral malleolus of
the fibula. This distance was measured with the patients lying on an
examination bed with their knees fully extended. This site was marked on
the skin to ensure the repeatability of the measurement. Subjects were asked to
remark this reference everyday during the study period. MT was measured as
the distance between superficial and deep aponeurosis. Five images were
recorded for each measurement. The highest and the smallest values were
excluded and the mean of the three remaining values was used for further
analysis. Images were then analyzed using specialized software (MyLabDesk;
Esaote Biomedica).

Bone mineral density. The femoral neck BMD was measured using the
Norland XR-46 dual energy X-ray absorptiometry (Norland Coopersurgical
Corp, WI, USA). Subjects were supine with the foot braced and strapped to a
plastic triangular frame, ensuring a hip fixed internal rotation of 60°. BMD was
calculated from bone mineral content (g) and bone area (cm?) and expressed as
g cm™2. BMD was assessed at baseline and Post-12.

Data analyses

The normality of the dependent variables was checked and subsequently
confirmed using the Shapiro-Wilk test. A two-way repeated-measures analysis
of variance in group and time was applied. When a significant F-value was
achieved, pairwise comparisons were performed using the Bonferroni post hoc
procedure. Effect size statistic, 7%, was provided to determine the magnitude of
the effect independently of the sample size. Pearson's correlation coefficient
between MT and RD was calculated. Statistical significance was set at P<0.05.
Values were expressed as mean +s.d.

RESULTS

Vascular parameters

Resting MBV, PBV, diameter and BF were not different between EG
and CG. MBV and PBV (P=0.152; #”=0.117 and P=0.652;
17?=0.035, respectively) remained constant along the different time
points in both groups (Table 2).

On the contrary, a timexgroup effect was observed in RD
(P<0.001; #2=0.453). In the EG, the RD increased compared
with baseline value (Figure 3) at Post-6 (9.5%, P<0.01), Post-12
(19.0%, P<0.001) and Post-20 (16.7%, P<0.001). No differences
between groups were found.

A time X group effect was observed in BF (P<0.05; 7 =0.202). In
the EG, the BF increased compared with the baseline value (Figure 4)
at Post-12 (33.9%, P<0.01). The improved BF after WBV+ES was
significant compared with the CG. BF returned to baseline following
8 weeks of detraining,

Muscle thickness

In the left leg (Table 3), a time X group effect was observed in GL
(P<0.05; #>=0.182) and GM (P<0.05; #>=0.231). In the EG, MT of
the GL increased from baseline to Post-6 (13.5%, P<0.001) and to
Post-12 (22.1%, P<0.01). Similarly, MT of the MG increased from
baseline to Post-6 (5.8%, P<0.01) and to Post-12 (8.0%, P<0.05). In
the right leg (Table 3), a timeXxgroup effect was observed in GL
(P<0.001; 7 =0.395) and GM (P<0.001; #*>=0.302). In the EG, MT
of the GL increased from baseline to Post-6 (17.5%, P<0.001) and to

1171

Spinal Cord



Chronic effects of combined therapy
H Menéndez et al

1172

Post-12 (18.4%, P<0.001). Similarly, MT of the GM increased
from baseline to Post-6 (13.2%, P<0.001) and to Post-12
(17.1%, P<0.001). The increases in LGL (Post-6), LGM (Post-6

Table 2 Blood velocity values (expressed in cm s~1) of both groups in
the four measurements (mean + s.d.)

EG cG
mBv PBV mBY PBV
Baseline 23.7+4.3 43.1+7.7 21.0+5.9 426+14.7
Post-6 23.9+6.7 4402102 21.6+4.6 44.0+13.2
Post-12 22.7+4.2 40.8+8.1 18.6+6.3 39.2+14.3
Post-20 18.2+4.6 33.9+8.7 21.0+2.8 38.8+7.1

Abbreviations: CG, control group; EG, experimental group; MBV, mean blood velocity; PBV, peak
blood velocity; Post-6 and -12, after 6 and 12 weeks of the treatment; Post-20, 8 weeks after
the end of the treatment.
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and Post-12), RGL (Post-12) and RGM (Post-6) MT following WBV
+ES were different compared with the CG. These adaptations were not
maintained after the detraining period. Correlations between right
gastrocnemius MT and blood flow, as well as right popliteal artery RD,
are presented in Table 4.

Bone mineral density

The right and left femoral neck BMD remained invariable during the
study (P=0.176; n2=0.101 and P=0.555; 5>=0.024, respectively).
For the EG, the right and left (respectively) femoral neck BMD
showed no differences between baseline (0.6098+0.1795 and
0.6506+0.2035gcm 2) and  Post-12  (0.6078+0.1780  and
0.6584+0.2011 gcm™2). Similarly, for the CG, the right and left
(respectivelly) femoral neck showed no differences between baseline
(0.5579+£0.1185 and  0.5401+0.1118 gcm’z) Post-12
(0.6026 +0.1135 and 0.5682 +0.1038 g cm™2).
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Figure 3 Time-course changes on arterial resting diameter in the four assessments. ** and *** different from baseline at P<0.01 and 0.001, respectively.
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Figure 4 Time-course changes on arterial blood flow in the four assessments. **Different from baseline at P<0.01. @Different from CG at P<0.05.
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Table 3 MT values (expressed in cm) of both groups in the four measurements (mean + s.d.)

EG cG
LGL LGM RGL RGM LGL LGM RGL RGM
Baseline 1.04+0.25 1.38+0.15 1.03+0.23 1.29+0.23 1.00+0.32 1.32+0.20 1.01+0.22 1.29+0.23
Post-6 1.18+0.232™" 1.46+0.132™ 1.21+0.18™ 1.46+0.1927" 0.99+0.24 1.30+0.16 1.02+0.24 1.28+0.26
Post-12 1.27+0.19” 1.49+0.16%* 1.22+0.243™" 1.51+0.23" 1.04+0.24 1.26+0.20 1.01+0.24 1.25+0.27
Post-20 1.13+0.19 1.38+0.14 1.10+0.21* 1.38+0.26 1.03+0.21 1.26+0.18 1.03+0.22 1.22+0.28

Abbreviations: CG, control group; EG, experimental group; LGL, left gastrocnemius lateralis; LGM, left gastrocnemius medialis; Post-6 and -12, after 6 and 12 weeks of the treatment; Post-20,
8 weeks after the end of the treatment; RGL, right gastrocnemius lateralis; RGM, right gastrocnemius medialis.

*, **, ***Different from baseline at P<0.05, 0.01 and 0.001, respectively.
aDifferent from CG at P<0.05.

Table 4 Correlations between right gastrocnemius muscle thickness
and blood flow/resting diameter in the four measurements

BF/RGL BF/RGM RD/RGL RD/RGM
Baseline 0.835"" 0.8417" 0.682" 0.854""
Post-6 0.777"" 0.834""" 0.631"" 0.820""
Post-12 0.873"" 0.860"" 0.840"" 0.915™"
Post-20 0.7917" 0.820"" 0.748™" 0.952"""

Abbreviations: BF, blood flow; Post-6 and -12, after 6 and 12 weeks of the treatment; Post-20,
8 weeks after the end of the treatment; RD, resting diameter; RGL, right gastrocnemius
lateralis; RGM, right gastrocnemius medialis.

" Statistically significant P<0.01 and 0.001, respectively.

DISCUSSION

This is the first study that has evaluated the chronic application of
WBV+ES. Moreover, this is the first time in which SCI patients carried
out a training program based on this new therapy. The major finding
of this study was that 12 weeks of simultaneous application of WBV
+ES enhanced resting BF of the popliteal artery (33.9%) via an
increment in the RD (19.0%). This increment of the arterial lumen
continued above the baseline value after 8 weeks with no intervention.
Despite not being the main outcome of the study, the simultaneous
application of both stimuli (WBV+ES) produced an increment in the
gastrocnemius MT. However, BMD of both hips remained invariable
during the study.

Popliteal artery RD was increased after 6 (9.5%) and 12 (19%)
weeks of WBV+ES in SCI patients. In previous studies that examined
the chronic effects of high-frequency ES combined with resistance
training on vascular properties. The authors reported no influence of
electrically stimulated resistance training on femoral artery diameter or
blood flow in SCI patients after 18 weeks.!”?° In both studies, ES
(30 Hz; 450 ps; 5s ON; 5s OFF) was applied to perform four sets of
10 dynamic leg extensions during 36 sessions (2 sessions per week).
Although these studies applied a tetanic current, a low continuous
frequency was used in the present study. It has been documented that
these ES currents induce light muscle contractions responsible for a
muscle pump effect and therefore evoke acute increases in local
muscle blood flow.2? In contrast, tetanic currents with on and off
times may lead to partial muscle ischemia and limit the ability to
increase blood flow. Accordingly, evoking tetanic contractions could
be a limiting factor for structural and functional arterial adaptations
following ES-induced exercise training in SCI patients. The reason
why we have observed vascular adaptations with respect to these
studies could be related with the applied current and its combination
with WBV.

Very little is known about the long-term effects of WBV application
in the vascular system. To date, no study regarding vascular adapta-
tions after chronic WBV in SCI patients has been carried out. WBV

seems to be responsible for the vascular benefits observed with
resistive exercise in healthy subjects confined voluntarily to prolonged
bed rest.’® WBV exercise (2026 Hz) was applied three times per week
for 5-7 min per session during 60 days. This protocol attenuated the
reduction in diameter of the superficial femoral artery compared with
the conventional resistance training and control groups. The vibration
stimulus seems to stimulate nitric oxide production and BF in
response to increased shear stress,>%31 a fundamental mechanism for
the prevention of arterial diameter reduction.>> However, Weber
et al.>® observed a small increase in the superficial femoral artery RD
after 6 weeks of high-intensity resistance training with or without
WBYV in young healthy men. The ineffectiveness of the superimposed
WBYV may be explained by a short-term training period and/or lack of
skeletal muscle and arterial abnormalities in young men. It is possible
that the efficacy of WBV training on arterial function can be apparent
in individuals with some degree of dysfunction, as WBV is considered
a low-intensity resistance exercise modality.>* Therefore, our study has
shown increments in popliteal artery RD and BF after simultaneous
therapy with WBV+ES in SCI patients. In previous studies, acute
WBV+ES proved to be more effective for increasing popliteal artery
MBYV and PBV than the isolated application of both treatments in SCI
patients?® and healthy young men.?> The hypothetical additional effect
of WBV+ES may be due to (i) the recruitment of deeper muscle areas
when both stimulus are concomitantly applied and (ii) the larger
production of muscle vasodilatory metabolites and endothelial-NO.
The MT of GL and GM of both legs was increased in the EG within
the first 6 weeks of the study (Post-6) and to a greater extent in the
second half of the treatment period (Post-12). These results are in
concordance with previous studies®>3¢
muscle size after 8—12 weeks of ES resistance training in SCI patients.
Mahoney et al.>® used a ‘classical’ ES resistance training (previously
described) two times a week during 12 weeks and observed an
increment in the quadriceps femoris cross-sectional area between 35
and 39%. Surprisingly, the simultaneous application of WBV+ES
increased MT by 22.1% in the GL in the present study. It should be
noted that the remaining muscles analyzed also had a relevant growth.

that have shown an increase in

Low-frequency currents have been usually applied as a postexercise
recovery modality.?? In this sense, a systematic review concluded that
low-frequency ES increases oxidative enzyme activity, although the
results concerning changes in muscle fiber composition and muscle
size were conﬂicting.37 However, in a recent case report,38 an ES
training protocol consisting of 45 min sessions, 5 days per week for
6 weeks (1350 min total), increases vastus lateralis MT by 3% in
healthy men. In this line, we observed an increment of 17.5% in the
GL MT at Post-6 with only 150 min of total WBV+ES training. Little
is known regarding the neuromuscular and cardiovascular adaptations
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produced by this kind of stimulus, and more research is needed on
this topic in individuals with disabilities.

On the other hand, WBV has been proposed as a potential method
to induce benefits in the musculoskeletal function. Few studies have
shown a positive muscular effect by increasing cross-sectional area in
postmenopausal women® or by reducing atrophy induced by
prolonged bed rest.*0 However, these studies involved active voluntary
exercise such as squats during WBV. In this sense, the only study that
analyzed the chronic application of passive standing on a WBV
platform showed no improvements in calf muscles cross-sectional
area.*! Seven SCI adult men (ASIA A or B) completed 40 weeks of
passive standing with knees flexed at 160° for 45 min per session with
WVB at 45 Hz. Although the WBV was prescribed at a higher intensity
and longer periods of acute and chronic exposure than the present
study, the intervention did not provide sufficient stimulus to promote
muscle hypertrophy in SCI patients. Of clinical interest, our WBV+ES
demonstrated relevant results in MT with smaller load training than
the previous studies. Therefore, WBV+ES may have greater efficacy
than the ‘isolated interventions’. It would be interesting to answer this
question in the future through a study that carries out a simultaneous
isolated comparison in a chronic application. This is a limitation of
this study; however, it was not possible to include more groups
because of the limited sample available. On the basis of the results of
this study, it is not possible to establish what percentage of benefit is
due to each treatment. In a previous study,?® this combination
induced a higher acute response in popliteal artery blood flood than
any isolated treatment. We hypothesized that the chronic effects of
applying both treatments concomitantly would be higher than each
one alone, resulting in a further impact in the patient's vascular health.

The effect of ES application on BMD has been mainly studied in
age- or disuse-induced bone loss in older women and SCI patients.
One year of whole-body low-intensity dynamic exercises with ES in
older women caused a borderline (P =0.051) increase in lumbar spine
BMD but not in hip BMD.*? Moreover, the potential benefit of ES for
the treatment of osteoporosis resulting from neurological damage is
controversial.#* In this new study with recent SCI patients (8 weeks
from injury), authors used a high-frequency pattern (30 Hz, 200 ps) to
elicit quadriceps isometric muscle contractions during 5 days a week
for 14 weeks. One 47-min session consisted of 10 sets of ES-induced
exercise with a 60 s rest between sets. At the end of the study, no effect
was observed on hip BMD. Similarly, in our study, no effect in femoral
neck BMD was observed after 12 weeks of WBV+ES. First, the
location of the scan must be considered, as BMD increments seem to
be conditioned to the bone area under mechanical stress.** Second,
the intensity of the muscle contraction and the osteogenic effects are
closely related.*> Therefore, the use of a low-frequency current on the
gastrocnemius muscle was insufficient to increase femoral neck BMD
in our SCI patients.

Finally, WBV therapy has demonstrated a positive effect on bone
remodeling in different special populations such as postmenopausal
women.*® WBV as a form of resistance training is believed to regulate
bone maintenance and stimulate bone formation as shown by
increased hip BMD after 6 months.*’ Despite the characteristic loss
of bone mass observed in SCI patients, to date, this aspect has not
been widely studied. In a case study with an incomplete SCI patient
(4 years from injury), three progressive phases of 10 weeks were
applied (standing only, partial standing and combined stand with
vibration).*® After 20 min of partial standing, the patient was seated in
her own wheelchair with her feet on the platform (similar to our
study). The participant was asked to perform three isometric exercises
during the vibration set (30-50 Hz). In the last phase, the WBV was
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applied with the subject standing on the platform. This was the only
phase that recorded significant positive changes in BMD at the trunk
and spine. With respect to the present study, the position of the
participant on the platform created a greater mechanical load.*® This is
pivotal in the design of specific bone-preservation treatments and
could be the main explanation for the absence of BMD effects in
our study.

In conclusion, the simultaneous application of WBV+ES produced
an increase in popliteal artery BF after 12 weeks in SCI patients. This
novel therapeutic method resulted in increased popliteal artery RD
after the end of the treatment period. Moreover, this increase
remained above baseline after 8 weeks of detraining. The gastro-
cnemius MT was also increased at Post-12, showing a promising
efficiency in SCI patients. These findings could be of great clinical
interest to reverse the musculoskeletal deterioration and peripheral
arterial dysfunction in SCI patients. These aspects are essential to
improve the quality of life and cardiovascular risk in SCI patients.
However, this therapy requires further investigation to explore the
mechanisms involved in these beneficial adaptations.
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