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Abstract 15 

This  study  invesƟgated  the spinal neural mechanisms underlying post‐acƟvaƟon potenƟaƟon  in  ten 16 

healthy  young  males  (21.9  ±  4.8  years).  ParƟcipants  performed  a  10‐second  maximal  isometric 17 

plantarflexion,  aŌer  which  we  measured  twitch  torque  and  assessed  spinal  excitability  using  the 18 

soleus H‐reflex, D1 presynapƟc inhibiƟon and heteronymous Ia facilitaƟon (HF). High‐density surface 19 

EMG was decomposed to track single motor unit responses. The condiƟoning contracƟon increased 20 

twitch torque by 12.2 Nm (p < 0.001) immediately and returning to baseline within nine minutes. This 21 

mechanical  potenƟaƟon  was  accompanied  by  a  29%  reducƟon  in  H‐reflex  amplitude  (p  <  0.001), 22 

which  recovered  within  three  minutes.  Paradoxically,  neurophysiological  indices  of  presynapƟc 23 

inhibiƟon,  D1  and  HF  were  significantly  increased  (D1:  p<0.017;  HF:  p<0.001),  resulƟng  in  spinal 24 

facilitaƟon.  Single  MU  analysis  revealed  increased  discharge  probability,  parƟcularly  in  higher‐25 

threshold  units  indicaƟng  overall  spinal  facilitaƟon.  These  results  demonstrate  that  post‐acƟvaƟon 26 

potenƟaƟon  involves  a  complex  dissociaƟon:  H‐reflex  pathway  inhibiƟon  along  with  facilitaƟon  of 27 

presynapƟc spinal mechanisms. This paradox can be explained by either post‐acƟvaƟon depression 28 

(caused  by  depleƟon  of  neurotransmiƩer  at  the  Ia–motoneuron  synapse)  or  muscle  thixotropy,  a 29 

contracƟon history‐dependent decrease  in muscle spindle  sensiƟvity, which  reduces  the efficacy of 30 

the  Ia  afferent  volley  independently  of  spinal  inhibitory  mechanisms.  Our  findings  highlight  a 31 

dissociaƟon  between  spinal  presynapƟc  facilitaƟon  and  the  decreased  H‐reflex,  underscoring  the 32 

need for future studies to explicitly test the roles of post‐acƟvaƟon depression and muscle thixotropy 33 

aŌer condiƟoning contracƟons. 34 

 35 

 36 

New & Noteworthy: 37 

This  study  provides  evidence  that  post‐acƟvaƟon  potenƟaƟon  is  accompanied  by  a  reducƟon  in 38 

soleus  H‐reflex  amplitude  and  a  concurrent  facilitaƟon  of  presynapƟc  spinal  mechanisms.  By 39 

combining global EMG and single motor unit analyses extracted from high‐density surface EMG, we 40 

reveal a dissociaƟon between spinal disinhibiƟon and reflex depression. These findings suggest that 41 

acute post‐contracƟon reflex suppression might be mediated by mechanisms other than presynapƟc 42 

inhibiƟon, potenƟally involving post‐acƟvaƟon depression or changes in muscle spindle sensiƟvity. 43 

 44 
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IntroducƟon 48 

Muscle contracƟon history significantly influences subsequent muscle contracƟons, which can either 49 

be enhanced or depressed. For example, electrically elicited tetani or short‐lasƟng (<10 s) voluntary 50 

condiƟoning  contracƟons  (1)  temporarily  increase  single‐twitch  performance.  This  phenomenon, 51 

known as post‐acƟvaƟon potenƟaƟon (PAP) (2), is primarily influenced by the intensity and duraƟon 52 

of the condiƟoning contracƟon (1). The principal mechanism behind the observed twitch potenƟaƟon 53 

is  the phosphorylaƟon of  the  regulatory myosin  light  chain  (3).  This  phosphorylaƟon alters myosin 54 

head orientaƟon, enhancing the  likelihood of  force‐generaƟng cross‐bridge  interacƟons by reducing 55 

the distance  to acƟn‐binding sites  (4). As a  result, Ca²⁺  sensiƟvity  is  increased, making  twitch  force 56 

producƟon  more  pronounced,  parƟcularly  at  lower  contracƟon  intensiƟes,  where  Ca²⁺  levels  are 57 

submaximal and the contracƟle apparatus is not yet saturated.  Indeed, some studies have reported 58 

twitch  force  increases  up  to  200%  immediately  following  a  condiƟoning  contracƟon  (5),  with 59 

potenƟaƟon tapering off exponenƟally over 10 minutes.  60 

Although  the  primary  mechanisms  of  PAP  are  well‐established,  emerging  evidence  suggests  that 61 

neural  processes  could  also  contribute  (6,7). However,  the  precise  nature of  neural  contribuƟon  is 62 

equivocal,  with  studies  showing  Hoffmann  reflex  (H‐reflex)  depression  (lateral  gastrocnemius,  LG: 63 

Güillich and Schmidtbleicher 2006;  soleus, SOL: Enoka et al., 1980), enhancement  (LG: Güillich and 64 

Schmidtbleicher  2006;  SOL:  Güillich  and  Schmidtbleicher  2006;  Trimble  and  Harp  1998;  vastus 65 

medialis: Folland et al. 2008), or no change (12–14) following a condiƟoning contracƟon (see Zero & 66 

Rice, 2021 for a comprehensive review). These discrepancies likely stem from variaƟons in parƟcipant 67 

characterisƟcs,  the  nature  of  the  condiƟoning  contracƟons,  Ɵme  of  assessment  relaƟve  to 68 

condiƟoning  contracƟon,  H‐reflex  assessment methods, muscle  selecƟon,  and  training  status  (e.g., 69 

enhancement more likely shown in trained athletes: Güillich (15), Folland (11)). 70 

Because reflex potenƟaƟon tends to emerge several minutes aŌer a condiƟoning contracƟon, while 71 

twitch potenƟaƟon typically dissipates more rapidly, some have argued that the delayed reflex effects 72 

are not directly  related  to PAP  that mainly  contributes  to  immediate  increases  in  twitch  force  (16). 73 

Instead, they may reflect post‐acƟvaƟon performance enhancement (PAPE) (3), which typically arises 74 

5 to 10 minutes aŌer a contracƟon, and encompasses improvements in neuromuscular funcƟon not 75 

directly  linked  to  myosin  regulatory  light  chain  phosphorylaƟon,  such  as  elevated  muscle 76 

temperature, fluid  shiŌs, or  increased blood flow. However,  the early H‐reflex depression has been 77 

linked more closely to PAP and is thought to reflect a compensatory neural strategy, possibly aimed at 78 

offseƫng  the  enhanced muscle  output  (3),  but  the  underlying mechanisms  remain  experimentally 79 

unverified.  80 

A  fundamental  challenge  in  interpreƟng  H‐reflex  changes  lies  in  disentangling  presynapƟc  (e.g., 81 

presynapƟc  inhibiƟon)  from  postsynapƟc  (e.g.,  motoneuron  excitability,  reciprocal  inhibiƟon) 82 

mechanisms (17). To address this, electrophysiological techniques oŌen employ condiƟoning sƟmuli, 83 

such as  low‐intensity volleys to antagonisƟc nerves, which elicit D1  (5–30 ms) and D2  (70–200 ms) 84 

inhibiƟon  responses  largely  aƩributed  to  presynapƟc  inhibiƟon  of  Ia  terminals  (18).  However,  this 85 

approach  has  known  limitaƟons:  postsynapƟc  effects  may  temporally  overlap  with  presynapƟc 86 

inhibiƟon,  while  long‐latency  cutaneous  facilitaƟon  or  shiŌs  in  motor  unit  recruitment  thresholds 87 

may confound interpretaƟon by mimicking or masking true presynapƟc changes (19). To resolve these 88 

ambiguiƟes, Hultborn and colleagues (19) demonstrated that, within the first ~0.6 ms of the H‐reflex 89 

response, monosynapƟc Ia excitaƟon remains uncontaminated by disynapƟc inputs, making this early 90 

window  a  reliable  indicator  of  pure  Ia  excitatory  postsynapƟc  potenƟals  (EPSPs).  In  principle,  the 91 

most  robust  way  to  disƟnguish  changes  in  presynapƟc  inhibiƟon  from  postsynapƟc  motoneuron 92 

recruitment gain  is  through peri‐sƟmulus Ɵme histogram (PSTH) analysis of  single motor unit  (MU) 93 
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discharges, which reflects the direct Ɵming and probability of motoneuron acƟvaƟon in response to 94 

synapƟc  input.  Although  recent  advances  in  high‐density  surface  electromyography  (HDsEMG) 95 

decomposiƟon now allow the extracƟon of single MU responses during evoked contracƟons (20–23), 96 

this approach requires  the delivery of  a  large number of  sƟmuli,  typically  several  tens to construct 97 

reliable PSTHs, making it impracƟcal for studies of acute phenomena like PAP, where the Ɵme window 98 

for capturing spinal adaptaƟons is limited to a few minutes. To address this constraint, we propose to 99 

assess  the heteronymous  Ia  femoral  facilitaƟon  (24,25), which  in  combinaƟon with D1 presynapƟc 100 

inhibiƟon assessment offers a more Ɵme‐efficient method that allows a robust indirect quanƟficaƟon 101 

of presynapƟc inhibitory effects on soleus Ia terminals. 102 

In this study, we aimed to invesƟgate the immediate and short‐term   neuromuscular  responses 103 

following  a  maximal  voluntary  isometric  condiƟoning  contracƟon.  Specifically,  we  examined  the 104 

twitch  force  response  and  H‐reflex  amplitude,  while  also  exploring  potenƟal  contribuƟons  from 105 

presynapƟc  spinal  mechanisms.  Furthermore,  leveraging  a  recently  developed  methodology  to 106 

extract single MU discharges from HDsEMG signals in evoked contracƟons (20,21,23), we invesƟgated 107 

how  MU  discharge  paƩerns  and  amplitude  cancellaƟon  may  influence  the  observed  H‐reflex 108 

responses. Given the involvement of recreaƟonally acƟve parƟcipants in this study, we hypothesised 109 

that  the  condiƟoning  contracƟon  would  immediately  but  transiently  increase  twitch  torque  and 110 

concurrently  decrease  the  H‐reflex  amplitude,  with  reflex  responses  returning  to  baseline  within 111 

approximately five minutes. With respect to presynapƟc spinal mechanisms, we further hypothesised 112 

that  presynapƟc  inhibiƟon  would  be  reduced  following  the  condiƟoning  contracƟon,  potenƟally 113 

contribuƟng to the observed changes in H‐reflex amplitude. 114 

Methods 115 

Procedures 116 

ParƟcipants 117 

Ten young adult males (age 21.9 ± 4.8 years) parƟcipated in a single visit counterbalanced crossover 118 

repeated measures  study. All  parƟcipants were  physically  acƟve  at  least  3‐Ɵmes per week with no 119 

history of neurological disorders or major lower‐extremity neuromuscular injury as determined by a 120 

health history quesƟonnaire (Par‐Q; Thomas et al., 1992). ParƟcipants were  instructed to avoid the 121 

consumpƟon  of  caffeinated  beverages  and  strenuous  physical  acƟvity  24  hours  before  the 122 

experimental  session.  Each  parƟcipant  was  briefed  about  any  potenƟal  risks  and  discomfort  they 123 

might  face,  and  they  provided  wriƩen  informed  consent  prior  to  involvement  in  the  study.  This 124 

research complied with the most recent principles outlined in the DeclaraƟon of Helsinki (except for 125 

registraƟon in database), and it received clearance from the Research Ethics CommiƩee of Slovenia (n 126 

0120‐84/2020/4). 127 
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Study design 128 

ParƟcipants  first  visited  the  laboratory  for  a  familiarisaƟon  session,  during  which  they  were 129 

acquainted with the electrical sƟmulaƟon paradigms used in the study. They returned three to seven 130 

days later for the experimental session. The session began with a standardised warm‐up consisƟng of 131 

isometric plantarflexion contracƟons  lasƟng 4–6 seconds at 50% (2 repeƟƟons), 60% (2x), 70% (1x), 132 

80% (1x), and 90% (1x) of the parƟcipant’s maximal perceived effort. This was followed by a torque‐133 

tracking  preliminary  procedure  (see  Torque  tracking  preliminary  procedure).  Subsequently, 134 

sƟmulaƟon parameters for the Ɵbial, common peroneal, and femoral nerves were determined. A 20‐135 

minute washout period was then introduced to reduce potenƟal residual effects of the contracƟons 136 

on subsequent measurements. 137 

During the experiment, parƟcipants were instructed to remain seated in the ankle dynamometer and 138 

perform one of two intervenƟons: (i) a 10‐second maximal voluntary isometric contracƟon (EXP), or 139 

(ii) passive rest (CON). Following each intervenƟon, mechanical and electrophysiological responses to 140 

sƟmulaƟon were  recorded over  an  18‐minute period  at  1,  3,  5,  7,  9,  12,  15,  and 18‐minutes post‐141 

intervenƟon. This design, omiƫng baseline assessments prior to the intervenƟon, was adapted from 142 

previous  work  (11,14).  A  20‐minute washout  period was  included  between  the  two  condiƟons  to 143 

minimise carryover effects. The warm‐up was repeated 10 minutes before the second  intervenƟon. 144 

IntervenƟon  order  was  counterbalanced  across  parƟcipants  to  reduce  potenƟal  order  effects.  All 145 

tesƟng  was  conducted  in  a  temperature‐controlled  room  maintained  between  22  and  24 °C.  A 146 

schemaƟc representaƟon of the intervenƟon Ɵmeline is shown in Figure 1A. 147 

ParƟcipant posiƟoning 148 

ParƟcipants were seated upright in the custom ankle dynamometer with their hips, knees, and ankles 149 

flexed at 90°  (180° =  full extension), consistent with prior studies examining PAP  (14). The right  leg 150 

was used for all measurements. The foot was strapped securely over the metatarsal region onto the 151 

footplate,  with  the  lateral  malleolus  aligned  with  the  device’s  axis  of  rotaƟon  (Figure  1C).  A  rigid 152 

support  was  placed  over  the  thigh,  just  above  the  knee,  to  limit  unwanted  movement  during 153 

plantarflexion. ParƟcipants rested their forearms on the device's arm supports and were instructed to 154 

maintain a relaxed posture. To reduce variability in spinal responses, parƟcipants were asked to keep 155 

their gaze fixed on a monitor in front of them, maintain a neutral head posiƟon, and avoid clenching 156 

their jaw or squeezing their hands during sƟmulaƟon (27). 157 

 158 

 159 

*** FIGURE 1 ABOUT HERE *** 160 

 161 

 162 

Torque tracking preliminary procedure 163 

Following the warm‐up, parƟcipants rested for 60 seconds before performing two maximal voluntary 164 

isometric contracƟons (MVCs), separated by 120 seconds of rest. They were instructed to contract as 165 

fast and as hard as possible and maintain maximal effort for approximately 3 seconds. Strong verbal 166 

encouragement was provided to ensure maximal effort  (28). AŌer MVC determinaƟon, parƟcipants 167 

completed submaximal isometric contracƟons lasƟng 20 seconds at 10%, 20%, and 30% MVC, and 15 168 

seconds at 40%, 50%, and 70% MVC. Each contracƟon was followed by a 120‐second rest period to 169 

prevent  faƟgue.  These  torque‐tracking  contracƟons  were  used  to  establish  MU  separaƟon  filters, 170 

facilitaƟng  MU  idenƟficaƟon  during  electrically  elicited  contracƟons  (20,23),  see  ‘HDsEMG 171 

processing’ secƟon for details. 172 
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CondiƟoning contracƟon 173 

ParƟcipants were instructed to contract their plantar flexors as fast and as hard as possible and 174 

maintain maximal effort for 10 seconds. Strong verbal encouragement was provided to ensure 175 

maximal effort (28). As indicated above, this was performed aŌer a 20‐minute washout period 176 

following either the torque‐tracking preliminary procedure or the other condiƟon (EXP or CON, as per 177 

randomisaƟon). 178 

Electromyographic recordings 179 

Electromyographic  signals  were  recorded  from  the  soleus  (SOL)  muscle  using  both  high‐density 180 

surface EMG and bipolar EMG (biEMG). Prior  to electrode placement,  the skin over  the SOL region 181 

was shaved and abraded with abrasive paste (29). The electrode array was mounted on the muscle 182 

belly covering the central porƟon of the soleus muscle, with the  long side of the array aligned with 183 

the  longitudinal  axis  of  the muscle  (Figure  1C).  This  electrode  posiƟon  has  been  suggested  as  the 184 

posiƟon where the H reflex with  the  largest amplitude can be observed on the soleus muscle  (30). 185 

The biEMG electrodes were posiƟoned  laterally  to  the array, with a  reference electrode posiƟoned 186 

over the Ɵbial tuberosity, and a ground electrode wrapped around the ankle. The HDsEMG was used 187 

to extract  individual motor unit spike  trains  from both voluntary and evoked contracƟons, whereas 188 

the biEMG setup allowed for real‐Ɵme monitoring of short signal segments (30 ms before to 70 ms 189 

aŌer each electrical  sƟmulus), ensuring visual  feedback of the evoked responses and signal quality. 190 

The SOL was selected as the target muscle for EMG recordings because it allows for the assessment 191 

of  mulƟple  spinal  inhibitory  and  facilitatory  mechanisms  via  established  H‐reflex  condiƟoning 192 

protocols (18,31). 193 

Posterior Ɵbial nerve sƟmulaƟon  194 

H‐reflexes, M‐waves,  and mechanical  twitches were  elicited  in  the  right  soleus  (SOL) muscle  using 195 

single  rectangular  pulses  (1  ms  duraƟon)  delivered  to  the  posterior  Ɵbial  nerve.  The  sƟmulaƟon 196 

anode was placed over  the patella, while  the opƟmal  site  for  cathodal  sƟmulaƟon  in  the  popliteal 197 

fossa was first idenƟfied using a sƟmulaƟon pen and then marked for electrode placement. 198 

To  obtain  the  H‐reflex  and  M‐wave  (HM)  recruitment  curve,  sƟmulaƟon  began  at  5  mA  and  was 199 

progressively increased in 1 mA steps unƟl the maximal H‐reflex amplitude (HMAX) was reached. Once 200 

the H‐reflex began to decline, sƟmulaƟon intensity was further increased in 5 mA increments unƟl no 201 

further  increase  in M‐wave amplitude was observed. To ensure supramaximal sƟmulaƟon,  the final 202 

intensity  was  increased  by  50%.  These  supramaximal  sƟmuli  (sƟmulaƟon  current:  92.7  ±  9.9  mA) 203 

were used to evoke maximal twitch peak torque (PT) and maximal M‐wave (HMAX). 204 

To invesƟgate the different spinal pathways aŌer the intervenƟons, the H‐reflex was condiƟoned with 205 

nerve  sƟmulaƟons  of  homonymous  spinal  pathways  to  assess  changes  in  the  level  of  presynapƟc 206 

inhibiƟon  acƟng  on  Ia  afferent  terminals.  UncondiƟoned  H‐reflexes  served  as  a  baseline  for 207 

condiƟoned  volleys  arising  from  i)  sƟmulaƟon  of  the  common peroneal  nerve  to  elicit  presynapƟc 208 

inhibiƟon (D1) and ii) sƟmulaƟon of the heteronymous nerve (femoral nerve) to elicit heteronymous 209 

Ia facilitaƟon pathways (HF). AddiƟonally, a mini recruitment curve was used to determine changes in 210 

maximal H‐reflex post‐intervenƟon. A block of 16 sƟmuli (Figure 1B), comprising four uncondiƟoned 211 

H‐reflexes, four sƟmuli each for assessing D1 and HF, and four with progressively increasing intensity 212 

for HMAX, were delivered at 6‐second intersƟmulus intervals (Figure 1E). 213 

UncondiƟoned H‐reflex 214 

To  evoke  the  uncondiƟoned  SOL H‐reflexes,  the  Ɵbial  nerve was  sƟmulated with  an  intensity  that 215 

induced a response of the SOL H‐reflex in the ascending part of the HM recruitment curve (28.1 ± 6.0 216 

mA) preceded by a visible small M‐wave (MatH) of amplitude between 5 and 10% of MMAX  (18). The 217 
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reproducibility of MatH was  used  to monitor  the  stability  and  reliability of  the  sƟmulaƟon. A  stable 218 

MatH indicates that a constant number of motor nerve fibres and Ia afferents are excited by the same 219 

sƟmuli, ensuring the consistency of sƟmulus condiƟon within the experimental session (32). Thus, the 220 

intensity was slightly adjusted during the experiment to elicit a consistent MatH amplitude. The peak‐221 

to‐peak amplitude of the uncondiƟoned H‐reflex (HPTP) was further considered in data analysis. 222 

Assessment of D1 presynapƟc inhibiƟon  223 

H‐reflexes were condiƟoned to induce D1 presynapƟc inhibiƟon of Ia afferents onto α‐motoneurons, 224 

following  the methodology  presented  by  Knikou  (18).  CondiƟoning  sƟmuli,  consisƟng  of  triplets  at 225 

300  Hz  (1  ms  width),  were  delivered  to  the  branch  of  the  common  peroneal  nerve  acƟvaƟng 226 

ipsilateral preƟbial flexors. Electrical sƟmulaƟon was delivered with an intensity set at 1.2 Ɵmes the 227 

motor threshold of the Ɵbialis anterior (TA; Achache et al., 2010). OpƟmal condiƟoning‐test Ɵming for 228 

maximal H‐reflex inhibiƟon was determined for each parƟcipant at the start of the session, exploring 229 

intervals  from 25 ms to 10 ms in 1 ms steps. The Ɵming producing the highest  inhibiƟon was used. 230 

The raƟo between the condiƟoned (D1) and the uncondiƟoned reflex (HPTP) indicates the acƟvaƟon of 231 

presynapƟc inhibitory mechanisms (see Figure 1D) and was further considered in data analysis. 232 

Assessment of Heteronymous Ia FacilitaƟon 233 

To examine HF, a condiƟoning sƟmulus was applied to the ipsilateral femoral nerve (Figure 1E). Single 234 

sƟmulaƟons  (1 ms  pulse  width)  were  set  at  1.3  Ɵmes  the motor  threshold  of  the  vastus  lateralis 235 

muscle.  The  most  effecƟve  condiƟoning  test  interval  for  facilitaƟng  soleus  HF  amplitude  was 236 

idenƟfied  early  in  the  experimental  session,  with  intervals  ranging  from  ‐10 ms  to  +5 ms  in  1 ms 237 

steps. The Ɵming that produced the highest facilitaƟon in each parƟcipant was used. Special aƩenƟon 238 

was  given  to  the  condiƟoning‐test  interval  to  ensure  monosynapƟc  interacƟon  of  quadriceps  Ia 239 

afferents with the triceps surae motoneuronal pool (34), as facilitaƟons at larger intervals might also 240 

involve polysynapƟc circuits. Bergmans et al. (35), have noted that heteronymous Ia facilitaƟon of the 241 

H‐reflex  is not always observable  in  the  lower  limbs of all parƟcipants. Therefore, only parƟcipants 242 

who exhibited an increase in SOL H‐reflex aŌer a heteronymous condiƟoning impulse to the femoral 243 

nerve in familiarisaƟon were invited to parƟcipate in the experimental session. The raƟo between the 244 

condiƟoned  (HF)  and  the  uncondiƟoned  reflex  (HPTP)  indicates  the  facilitaƟon  of  the  SOL  Ia–α 245 

motoneuron  aŌer  femoral  nerve  acƟvaƟon  (Hultborn  et  al.,  1987;  Figure  1D)  and  was  further 246 

considered in data analysis.  247 

Maximal H‐reflex amplitude 248 

The maximal  H‐reflex was  evoked  by  four  sƟmuli  starƟng  at  an  intensity  of  2 mA  below  the  HMAX 249 

reached  at  the beginning  of  the  visit  (1 mA  increments).  The H‐reflex  response  that  produced  the 250 

highest peak‐to‐peak amplitude  (sƟmulaƟon  current:  37.0 ±  9.5 mA) of  the  series of  4  sƟmuli was 251 

considered HMAX for that Ɵme point. 252 

SƟmulaƟon protocol jusƟficaƟon 253 

The sƟmulaƟon protocol for studying spinal mechanisms in this study involved balancing the need for 254 

a sufficiently  long inter‐sƟmuli  interval to prevent homosynapƟc depression (36) in a resƟng muscle 255 

and  the  need  for  a  significant  number  of  sƟmuli  to  counteract  the  intrinsic  variability  of  H‐reflex 256 

amplitude  (37). Though  longer  intervals  (~10 s) are  crucial  to  reduce homosynapƟc depression  risk 257 

(36,38,39), and 5 to 10 sƟmuli are typically needed to obtain a reliable measure of the physiological 258 

response (17), we aimed to record as many responses as feasible within a limited Ɵmeframe (90 s), 259 

targeƟng  16  sƟmuli  divided  into  four  groups.  During  the  familiarizaƟon  session,  we  experimented 260 

with  shortening  the  inter‐sƟmuli  interval  to  determine  the  shortest  possible  duraƟon  without 261 

inducing homosynapƟc depression. A 6‐second interval emerged as the opƟmal compromise, as the 262 
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shortest duraƟon not triggering homosynapƟc depression in our parƟcipants, thereby allowing for a 263 

greater number of sƟmuli within the given Ɵmeframe. 264 

InstrumentaƟon 265 

Isometric dynamometer 266 

Isometric  plantarflexion  torque  was  recorded  using  a  custom‐made  ankle  dynamometer  (Wise 267 

Technologies,  Ljubljana,  Slovenia).  A  load  cell  (Z6FC3/200kg,  AEP  transducers,  Modena,  Italy)  was 268 

embedded in the footplate to measure plantarflexion torque. 269 

Electromyography systems 270 

HDsEMG signals were recorded using a semi‐disposable adhesive electrode array with 5 columns × 13 271 

rows and 8 mm interelectrode distance (GR08MM1305, OT BioeleƩronica, Torino, Italy). Signals were 272 

amplified with  a  16‐bit  amplifier  (QuaƩrocento, OT BioeleƩronica)  and  acquired  at  5,120 Hz  using 273 

OTBiolab+ soŌware. A reference electrode (5 × 3 cm, T3545) was placed on the Ɵbial tuberosity, and 274 

grounding was achieved using a water‐soaked strap (WS2, OT BioeleƩronica, Torino, Italy) around the 275 

ankle. Signals were band‐pass filtered between 10–500 Hz. 276 

Bipolar EMG signals were recorded with surface electrodes (Covidien 24 mm, interelectrode distance 277 

25 mm) placed lateral to the HDsEMG array. The reference electrode (50 × 100 mm, 00734, Compex, 278 

UK) was placed over  the patella. Signals were sampled at 10,000 Hz using PowerLab hardware and 279 

LabChart soŌware (ADInstruments, Australia) and band‐pass filtered (10–500 Hz). 280 

Electrical sƟmulaƟon equipment 281 

The posterior Ɵbial nerve was sƟmulated using a custom build constant‐current sƟmulator (SƟm_1, 282 

EMF  Furlan,  Ljubljana,  Slovenia)  delivering  1  ms  rectangular  pulses.  The  anode  (50  ×  90  mm, 283 

MyoTrode  PLUS,  Globus,  Italy)  was  placed  over  the  patella,  and  the  cathode  (25  mm  diameter, 284 

J10R00, Axelgaard) over the popliteal fossa. 285 

The  common  peroneal  and  femoral  nerves  were  sƟmulated  using  the  DigiƟmer  DS7R  sƟmulator 286 

(DigiƟmer, UK). Two silver chloride electrodes (8 mm) were placed over the upper anterolateral  leg, 287 

distal to the fibular head to sƟmulate the common peroneal nerve. For femoral nerve sƟmulaƟon, the 288 

cathode  (25 mm diameter,  J10R00,  Axelgaard Manufacturing  Co.,  Lystrup, Denmark) was placed  in 289 

the  femoral  triangle and the anode  (50 × 90 mm, MyoTrode PLUS, Globus,  Italy) under  the gluteus 290 

maximus. A manual switch was used to alternate sƟmulaƟon targets. 291 

  292 

Data processing 293 

Global EMG.  294 

EMG  reflex  responses  were  extracted  from  the  array  electrode.  Two  sets  of  five  neighbouring 295 

monopolar  signals  within  the  central  porƟon  of  the  HDsEMG  (columns  2–4  and  rows  4–7  of  the 296 

bidimensional  array) were  averaged  and  differenƟated  to obtain  a  bipolar  EMG derivaƟon with  an 297 

equivalent interelectrode distance of 1.6 cm (40,41). Although EMG measurements were also taken 298 

in a bipolar configuraƟon, we chose to extract the data from the array electrode because the H‐reflex 299 

amplitude can vary substanƟally depending on the recording electrode's posiƟon (30), and because 300 

we aimed to obtain both global EMG and decomposed EMG from the same source.  301 

Maximal  M  peak‐to‐peak  amplitudes  (MMAX)  were  extracted  from  supramaximal  sƟmulaƟons. 302 

Following recent H‐reflex reporƟng guidelines by Theodosiadou et al. (17), various parameters were 303 

extracted from the reflex electrophysiological response, including normalized peak‐to‐peak amplitude 304 
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(HPTP/MMAX), reflex latency (HLAT), and duraƟon (HDUR) (Figure 1D). AddiƟonally, to study D1 presynapƟc 305 

inhibiƟon  and  HF,  we  calculated  the  amplitude  raƟos  of  D1  and  HF  condiƟoned  reflexes  to  their 306 

respecƟve uncondiƟoned responses: D1/HPTP and HF/HPTP.  307 

Torque data 308 

Torque  signals  were  filtered  with  a  low‐pass  fourth‐order  zero‐lag  BuƩerworth  filter  at  a  cutoff 309 

frequency of 25 Hz. From these filtered signals, the peak twitch torque (TWPT) was calculated for the 310 

supramaximal sƟmulaƟons. 311 

HDsEMG processing 312 

An extended explanaƟon of the procedure involved in the detecƟon of single MUs discharges during 313 

elicited  contracƟons  can  be  found  in  our  previous works  (20,21,23).  Briefly,  HDsEMG  signals were 314 

decomposed using the well‐established ConvoluƟon Kernel CompensaƟon (CKC) algorithm (42). First, 315 

data  from  isometric  torque  tracking  contracƟons  collected  at  the  beginning  of  the  experimental 316 

session (see ‘Torque tracking preliminary procedure’) were decomposed for each contracƟon level in 317 

isolaƟon  (Figure  2A  and  2B).  The  decomposiƟon's  effecƟveness was  quanƟtaƟvely  evaluated  using 318 

the  Pulse‐to‐Noise  RaƟo  (PNR),  which  is  a  reliable  indicator  of  the motor  unit  (MU)  idenƟficaƟon 319 

precision  (43).  Any MUs  with  a  PNR  below  28  dB were  excluded  from  further  analysis.  The  firing 320 

paƩerns  of  the  remaining MUs  underwent meƟculous  scruƟny  and  refinement  by  an  expert.  This 321 

ediƟng  process  involved  discarding MUs  that  exhibited  fewer  than  5  consecuƟve  firings,  unusually 322 

low instantaneous firing rates (<4 Hz), or highly variable firing paƩerns, as indicated by a coefficient of 323 

variaƟon  of  the  interspike  interval  exceeding  0.4  (44).  For  each MU  that  passed  these  criteria,  its 324 

respecƟve MU filter was  determined.  This  filter  denotes  the  specific  linear  combinaƟon  of  spaƟo‐325 

temporal  HDsEMG  channel  data  that  approximates  the  spike  train  of  an  individual  MU  (42,45). 326 

Notably,  in  situaƟons  involving  isometric muscle  contracƟons,  an MU filter  derived  from  signals  of 327 

one contracƟon  can be applied effecƟvely  to  signals of  another contracƟon of  the  same muscle  to 328 

ascertain  the corresponding MU spike  train  (42,45).  In our experiment, we  iniƟally  established MU 329 

filters  from  voluntary  contracƟon  HDsEMG  signals  and  then  applied  these  filters  to  the  HDsEMG 330 

signals  of  elicited  H‐reflexes.  To  avoid  redundancy  in  MU  idenƟficaƟon  across  different  levels  of 331 

voluntary contracƟon, the firing paƩerns of MUs were compared against each other. Any duplicates 332 

idenƟfied (i.e., MUs sharing more than 30% of their firings), were removed by retaining only the ones 333 

with  the  highest  PNR,  thereby  ensuring  the uniqueness  of  each MU  in  the  analysis.  Subsequently, 334 

these  refined  MU  filters  were  applied  to  the  HDsEMG  signals  from  H‐reflexes,  facilitaƟng  the 335 

idenƟficaƟon of MU  spike  trains  in  evoked contracƟons  (Figure 2C).  The  idenƟfied MU spike  trains 336 

were  segmented  into  actual  MU  discharges  or  baseline  noise,  an  approach  inherent  to  the  CKC 337 

method  (42). The final  step  involved a meƟculous manual review by an expert, who compared the 338 

presence  of  crosstalk  in  MU  spike  trains  derived  from  both  voluntary  and  evoked  contracƟons, 339 

making manual  adjustments  to  the  segmentaƟon  results where necessary,  as  suggested previously 340 

(43,45–47).  It  is  important  to note  that only MUs  idenƟfied  in  the  isometric  contracƟons  could be 341 

detected  in electrically evoked contracƟons. Moreover, recruitment threshold was esƟmated as  the 342 

instantaneous  torque  at  the  instant  of  the  first  spike  in  the  binary  spike  train  during  voluntary 343 

contracƟons. 344 

Following  MUs  idenƟficaƟon,  we  extracted  the  MU  firing  Latencies  (HMULAT,  D1MULAT,  HFMULAT, 345 

HMAXMULAT) and probability of MU discharge (HMUPROB, D1MUPROB, HFMUPROB, HMAXMUPROB).  346 

MU  discharge  raƟo  was  calculated  between  recognized  and  discharged  MUs  for  condiƟoning 347 

responses. D1TOHMURATIO  and HFTOHMURATIO were  calculated  subtracƟng  the uncondiƟoned H  reflex 348 

discharge raƟo from D1 and HF discharge raƟos, respecƟvely. This metric was calculated to compare 349 

single MU data to D1/HPTP and HF/HPTP extracted from global EMG.  350 
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In  addiƟon,  electrically  elicited  responses  generate  MU  discharges  that  are  highly  synchronous; 351 

however,  axonal  conducƟon  velociƟes,  recruitment  thresholds,  and  the  spaƟal  distribuƟon  of 352 

innervaƟon  zones  introduce  small  but  systemaƟc  differences  in  MUAP  latency  (23).  MU 353 

synchronisaƟon was thus quanƟfied using two complementary measures: (1) the standard deviaƟon 354 

of MU firing latencies, and (2) compound motor unit acƟon potenƟal (CMAP) amplitude cancellaƟon. 355 

The  temporal  dispersion  of MU  discharges  was  quanƟfied  as  the  standard  deviaƟon  of MU  firing 356 

latencies  for  each  reflex  response.  This measure  was  computed  for  all  evoked  responses  (HMUSD, 357 

D1MUSD, HFMUSD, HmaxMUSD)  and  reflects  the  spread of MU discharges around  the mean  response 358 

latency.  CMAP  amplitude  cancellaƟon  arises  from  the  algebraic  summaƟon  of  the  posiƟve  and 359 

negaƟve phases of MUAPs (48) for each reflex response. When MU discharges occur with temporal 360 

dispersion,  simultaneous  summaƟon  becomes  less  construcƟve,  and  the  resulƟng  compound 361 

waveform  exhibits  a  reduced  amplitude.  Thus,  greater  cancellaƟon  indicates  lower  synchrony, 362 

whereas  lower  cancellaƟon  reflects  highly  synchronous  MU  firing  (Figure  2E).  To  quanƟfy 363 

cancellaƟon,  we  computed  two  versions  of  the  CMAP  for  each  reflex  response:  CMAPREAL  ‐  the 364 

summaƟon  of  MUAPs  obtained  using  the  actual  MU  discharge  latencies,  and  CMAPALIGNED  ‐  the 365 

summaƟon of MUAPs obtained aŌer temporal alignment of all MUAPs at their posiƟve peak, creaƟng 366 

an idealised condiƟon of zero temporal dispersion and therefore minimal cancellaƟon. The amplitude 367 

cancellaƟon index was then defined in EquaƟon 1: 368 

𝐶𝑀𝐴𝑃஼஺ே஼ ൌ  
𝐶𝑀𝐴𝑃ோா஺௅

𝐶𝑀𝐴𝑃஺௅ூீோ஽
 

EquaƟon 1: CMAPCANC represents CMAP amplitude cancellaƟon, calculated as the raƟon between CMAPREAL ‐ the arithmeƟc 369 
summaƟon of MUAPS aligned using  their  true discharging  latencies and CMAPALIGNED  the summaƟon of  the same MUPAS 370 
aligned at their peak values. 371 

Importantly,  although  MUAP  shape  strongly  influences  amplitude  cancellaƟon  under  typical 372 
circumstances (48), this does not pose a methodological limitaƟon here because both MUAPREAL and 373 
MUAPALIGNED are constructed from the same set of MUAPs; therefore, any shape‐related factor cancels 374 
out, and the raƟo  isolates only temporal dispersion. However, other  limitaƟons of CMAP amplitude 375 
cancellaƟon‐based metrics may bias  the  results.  Indeed,  CMAP amplitude  cancellaƟon depends on 376 
the  number  of MU discharges  (48).  This  phenomenon parƟcularly  affects  the  results  of  this  study, 377 
because cancellaƟon becomes ill‐defined when only one or very few MU discharges are present in a 378 
single reflex response, causing the cancellaƟon to approach higher values. We addressed this issue by 379 
analysing  the  impact  of  the  number  of  discharging  MUs  on  CMAP  amplitude  cancellaƟon  and 380 
reporƟng our miƟgaƟon procedure in the Supplemental Figure S1. 381 

Please note that the per‐MU analyses served as a complementary approach to our primary global 382 

EMG analysis. Because meaningful changes in the global EMG were observed only in the early post‐383 

intervenƟon period, MU‐level analyses were restricted to the first four Ɵme points.  384 

 385 

*** FIGURE 2 ABOUT HERE *** 386 

 387 

StaƟsƟcal analysis 388 

StaƟsƟcal  analyses  were  performed  using  the  R  programming  language  (v.4.2.1;  R  FoundaƟon  for 389 

StaƟsƟcal  CompuƟng,  Vienna,  Austria)  within  the  RStudio  environment  (2025.09.2).  Linear  and 390 

generalized  linear  mixed‐effects  models  were  used  to  evaluate  changes  in  neurophysiological  and 391 

mechanical outcomes, with lme4 (49) and lmerTest (50) packages.  392 
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To assess the effect of intervenƟon (EXP vs. CON) and Ɵmepoint (eight levels) on torque (TWPT), a set 393 

of global EMG outcomes (peak‐to‐peak amplitude,  latency, and duraƟon of reflex responses), and a 394 

set of outcomes  calculated  from the combined discharges of all MUs within each evoked response 395 

(MU  discharge  raƟo,  MU  discharge  standard  deviaƟon  and  CMAP  amplitude  cancellaƟon),  linear 396 

mixed‐effects models were fiƩed with  intervenƟon, Ɵmepoint, and their  interacƟon as fixed effects. 397 

ParƟcipant  ID  were  included  as  random  intercepts,  with  intervenƟon  also  modelled  as  a  random 398 

slope:  399 

Outcome ∼ IntervenƟon × Timepoint + (1 + IntervenƟon ∣ ParƟcipant ID)  400 

MU‐level  data  were  extracted  only  from  the  first  four  Ɵmepoints.  For  MU  outcomes  based  on 401 

individual  firings  (MU discharge  probabiliƟes  and MU  latencies), models were  extended  to  include 402 

standardised MU  Recruitment  Threshold  as  a  conƟnuous  covariate.  Two‐way  interacƟons  between 403 

Recruitment Threshold and both intervenƟon and Ɵmepoint were included:  404 

Outcome ∼ IntervenƟon × Timepoint + Recruitment Threshold : IntervenƟon + Recruitment Threshold : 405 

Timepoint + (1 + IntervenƟon ∣ ParƟcipant ID) 406 

MU  discharge  probability,  a  binary  outcome  (1  =  MU  discharged;  0  =  MU  not  discharged),  was 407 

analysed using a generalized  linear mixed model (GLMM) with a binomial distribuƟon and  logit  link 408 

funcƟon  in  the  lme4  package.  Although  a  logisƟc  link  was  used,  esƟmated  marginal  means  are 409 

reported as predicted probabiliƟes, not odds raƟos, to aid interpretaƟon.  410 

Model  assumpƟons  (e.g.,  normality  of  residuals  and  random  effects,  homogeneity  of  variance, 411 

linearity,  and mulƟcollinearity) were  verified using  the performance  package  (51).  All models were 412 

analysed separately for each elicited response condiƟon: H, HMAX, D1 and HF. 413 

Post hoc interacƟon contrasts and simple effects were tested using the emmeans package (52), with 414 

p‐values  adjusted  using  the mulƟvariate  t  method  (53).  For  torque  and  global  EMG  data,  the  8th 415 

Ɵmepoint was used  as  the  reference  level  for  comparisons;  for MU‐based data,  the  4th Ɵmepoint 416 

served as the reference. EsƟmated marginal means and 95% confidence intervals were reported for 417 

all  outcomes,  while  trends  of  the  conƟnuous  covariate  are  presented  graphically.  The  significance 418 

threshold for all analyses was set at α = 0.05. Cohen’s d effect sizes were calculated as the difference 419 

between esƟmated marginal means divided by the  residual  standard deviaƟon of  the fiƩed model. 420 

Effect size thresholds were interpreted as: d < 0.2 negligible, d < 0.5 small, d < 0.8 medium, and d ≥ 421 

0.8 large (54). 422 

Results 423 

Torque results 424 

TWPT was significantly affected by Ɵme ×  intervenƟon  interacƟon  (F7,  146.07 = 27.21; p < 0.001), with 425 

interacƟon contrasts revealing differenƟal modulaƟon of TWPT between intervenƟons at 1, 3, 5 and 7  426 

compared to 18 minutes aŌer contracƟon (p < 0.001; d = 4.89; p < 0.001, d = 2.01; p < 0.001, d = 1.85; 427 

p = 0.005, d = 1.41, respecƟvely (Figure 3C). Simple contrasts revealed that TWPT in the EXP condiƟon 428 

were 12.2 Nm (p < 0.001, d = 4.71 ), 4.73 Nm (p = 0.002, d = 1.83), 4.30 Nm (p = 0.004, d = 1.66) and 429 

3.18 Nm  (p  =  0.028,  d  =  1.23)  higher  compared  to CON  condiƟons  at  1,  3,  5,  and  7 minutes  aŌer 430 

intervenƟon, respecƟvely. 431 

MMAX was not significantly affected by the interacƟon between Ɵme × intervenƟon (F7, 135 = 1.50, p = 432 

0.169, Figure 3D).  433 

 434 
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*** FIGURE 3 ABOUT HERE *** 435 

 436 

Global EMG results 437 

HPTP/MMAX was significantly affected by the interacƟon between Ɵme × intervenƟon (F7, 496.03 = 3.38, p 438 

<  0.003), with  interacƟon  contrasts  revealing modulaƟon  of  HPTP/MMAX  between  intervenƟons  at  1 439 

compared to 18 minutes aŌer contracƟon (p = 0.002; d = 3.60; Figure 4Figure 4D). Simple contrasts 440 

revealed that in HPTP/MMAX in the EXP condiƟon was 29.3 percentage points (p < 0.001, d = 3.13) lower 441 

compared to CON condiƟons at 1 minutes aŌer contracƟon. 442 

D1/HPTP  and HF/HPTP were  significantly  affected by  the  interacƟon between Ɵme ×  intervenƟon  (F7, 443 

567.13 = 3.70, p < 0.001 and F7, 437.33 = 4.99, p < 0.001, respecƟvely), with interacƟon contrasts revealing 444 

modulaƟon in both variables between intervenƟons at 1 compared to 18 minutes aŌer contracƟon (p 445 

=  0.017,  d  =  0.71,  Figure  4D;  and  p  <  0.001,  d  =  1.15,  Figure  4E,  respecƟvely).  Simple  contrasts 446 

revealed  that  in D1/HPTP  and HF/HPTP  in  the  EXP  condiƟon were  17.1  (p  <  0.017,  d  =  0.57)  and  28 447 

percentage  points  (p  <  0.001,  d  =  1.25)  higher  compared  to  CON  condiƟons  1  minute  aŌer 448 

intervenƟon.  CON  condiƟon  remained  staƟsƟcally  unchanged  for  the  whole  duraƟon  of  the 449 

experiment (p ≥ 0.154).  450 

HLAT, HDUR, HMAX, were not significantly affected by the interacƟon between Ɵme × intervenƟon (HLAT: 451 

F6,  18.12 = 0.95, p = 0.481; HDUR: F7,  64.82 = 0.38, p = 0.923; HMAX: F7,  136.00 = 1.45, p = 0.190, Figure 4B; 452 

respecƟvely). 453 

 454 

*** FIGURE 4 ABOUT HERE *** 455 

 456 

Single motor unit behaviour results 457 

A total of 537 MUs resulƟng in 53.7 ± 16.9 (range 21‐78) unique MUs per parƟcipant were detected 458 

(Table 1). The latencies of MU discharges were not significantly affected by the interacƟon between 459 

Ɵme × intervenƟon in any of the assessed condiƟoning protocols (HMULAT: F45112.7 = 0.99, p = 0.396; 460 

D1MULAT: F3, 4573.3 = 1.31, p = 0.267; HFMULAT: F3, 5660 = 0.48, p = 0.692; HMAXMULAT: F3, 6428.6 = 1.02, p = 461 

0.378; Figure 5B). However, MU discharge latencies were strongly dependent on MU recruitment 462 

threshold (HMULAT: F1, 5117 = 21.1, p < 0.001; D1MULAT: F1, 4547.3 = 10.49, p = 0.001; HFMULAT: F1, 5655 = 463 

34.06, p < 0.001; HMAXMULAT: F1, 6426.5 = 29.22, p < 0.001), with higher‐threshold MUs exhibiƟng longer 464 

latencies (Figure 5C). Moreover, a significant intervenƟon × recruitment threshold interacƟon 465 

emerged for D1MULAT (F1, 4392.3 = 4.23, p = 0.039), where the EXP condiƟon showed a reduced 466 

influence of recruitment threshold on MU firing latency. 467 

 468 

Table 1: DescripƟve staƟsƟcs of recognized and discharged Motor Units 469 

  n Mean ± SD / person [range]  

Recognised MUs  556 55.6 ± 16.6 [21 ‐ 78] 
Discharged MUs / response    21.8 ± 13.9 [0 ‐ 64] 

     
 470 
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*** FIGURE 5 ABOUT HERE *** 471 

 472 

MU discharge probability showed a significant interacƟon between Ɵme × intervenƟon in all assessed 473 

condiƟoning protocols (HMUPROB: χ²3 = 38.09, p < 0.001; D1MUPROB: χ²3 = 27.15, p < 0.001; HFMUPROB: 474 

χ²3 = 57.80, p < 0.001; HmaxMUPROB: χ²3 = 50.04, p < 0.001; Figure 6A). Moreover, a significant 475 

intervenƟon × recruitment threshold interacƟon emerged for all condiƟoning protocols (HMUPROB: χ²4 476 

= 206.80, p < 0.001; D1MUPROB: χ²4 = 214.267, p < 0.001; HFMUPROB: χ²4 = 152.67, p < 0.001; 477 

HmaxMUPROB: χ²4 = 115.13, p < 0.001), showing higher probability of MU discharge in higher‐threshold 478 

MUs in the EXP condiƟon (Figure 6B).  479 

MU discharge raƟo was not significantly affected by the interacƟon between Ɵme × intervenƟon in 480 

any of the assessed condiƟoning protocols (D1TOHMURATIO: F3 49.93 = 1.18, p = 0.324; HFTOHMURATIO: F 3 481 

50.58 = 1.26, p = 0.295). 482 

CMAP amplitude cancellaƟon for HCMAPCANC and HMAXCMAPCANC were significantly affected by the 483 

interacƟon between Ɵme × intervenƟon (F3, 205.33 = 3.32, p = 0.020 and F3, 157.19 = 4.13, p = 0.007, 484 

respecƟvely; Figure 6C). However, interacƟon contrasts showed no difference between intervenƟons 485 

in any Ɵmepoint for HCMAPCANC (Figure 6D), whereas HMAX‐CANC demonstrated a significant difference 486 

between 1 and 7 minutes (p = 0.008, d = 0.89). No significant Ɵme × intervenƟon interacƟon was 487 

found for D1CANC and HFCANC (F3, 163.68 = 0.74, p = 0.524 and F3, 224.18 = 2.52, p = 0.058, respecƟvely).  488 

The standard deviaƟon of MU discharges were not significantly affected by the interacƟon between 489 

Ɵme × intervenƟon in any of the assessed condiƟoning protocols (HMUSD: F3, 223.15 = 0.49, p = 0.687; 490 

D1MUSD: F3, 217.1 = 2.17, p = 0.113; HFMUSD: F3, 227 = 0.25, p = 0.854; HmaxMUSD: F1, 199.88 = 1.42, p = 491 

0.235). 492 

 493 

 494 

 495 

*** FIGURE 6 ABOUT HERE *** 496 

 497 

 498 

*** FIGURE 7 ABOUT HERE *** 499 

 500 

Discussion 501 

This study aimed to invesƟgate the immediate and short‐term neuromuscular responses following a 502 

maximal  voluntary  isometric  condiƟoning  contracƟon.  Specifically,  we  assessed  the  muscle's 503 

mechanical (single twitch) and neurophysiological (H‐reflex) response, with the aim of elucidaƟng the 504 

role  of  presynapƟc  spinal  mechanisms.  The  main  findings  indicate  that  a  brief  maximal  isometric 505 

condiƟoning contracƟon  led  to an  increase  in  twitch torque, accompanied by a diminished H‐reflex 506 

amplitude, which occurred despite indicators of reduced presynapƟc inhibitory spinal mechanisms, as 507 

evidenced  by  increased  D1  and  HF  responses.  ModulaƟon  of  mechanical  and  neurophysiological 508 

responses  was  transient  in  nature,  vanishing  aŌer  nine  and  three  minutes  aŌer  contracƟon, 509 
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respecƟvely.  To  the  best  of  our  knowledge,  this  is  the  first  study  to  specifically  examine  spinal 510 

presynapƟc mechanisms in the context of PAP. 511 

The  paƩern  of  mechanical  and  neurophysiological  responses  following  a  strong  condiƟoning 512 

contracƟon 513 

TWPT  was  increased  immediately  aŌer  the  condiƟoning  contracƟon  and  persisted  for  about  9 514 

minutes, demonstraƟng a  strong potenƟaƟon effect,  in  line with previous  studies  invesƟgaƟng PAP 515 

(5,11,14).  Concomitantly,  MMAX  remained  unaffected  by  any  intervenƟon,  consistent  with  a  prior 516 

study (11), suggesƟng that sarcolemmal membrane excitability was not affected by the condiƟoning 517 

contracƟon (55). Conversely, HPTP was significantly decreased immediately following the condiƟoning 518 

contracƟon,  but  returned  to  baseline within  three minutes.  The  decreased HPTP  immediately  post‐519 

condiƟoning contracƟon is consistent with some studies (9,10,15) but not others (Folland et al., 2008; 520 

Iglesias‐Soler  et  al.,  2011;  Wallace  et  al.,  2019),  with  the  discrepancies  between  studies  possibly 521 

aƩributed  to  variaƟons  in  training  status,  condiƟoning  contracƟon  duraƟon,  intensity,  type,  and 522 

involved body region, as well as differences in the H‐reflex methodology. Regarding the laƩer, studies 523 

interchangeably used the maximal H‐reflex and H‐reflex measured on the ascending part of the HM 524 

recruitment  curve  (Trimble  &  Harp  (1998);  like  HPTP  used  in  this  study).  Indeed,  in  our  study  HPTP 525 

significantly  decreased,  whereas  the  HMAX  remained  staƟsƟcally  unchanged.  While  the  lack  of 526 

observed changes  in HMAX might also be due to  the Ɵming of  the sƟmulaƟon  (i.e.,  the effect might 527 

have  dissipated  by  the  Ɵme  HMAX  was  assessed  in  our  protocol),  recent  findings  suggest  that  the 528 

maximal  H‐reflex  may  lack  sensiƟvity  to  inhibitory  mechanisms,  potenƟally  obscuring  key 529 

physiological insights (17).  530 

Prior studies have also reported an increase in reflex amplitude between 4 and 11 minutes aŌer the 531 

contracƟon (8,11), an effect not observed in our study. According to a recent review (3) the delayed 532 

reflex  potenƟaƟon  reported  in  some  studies  might  not  be  aƩributable  to  PAP,  but  to  PAPE,  a 533 

neuromechanical  potenƟaƟon  associated  with  mechanisms  unrelated  to  PAP,  such  as  increased 534 

muscle temperature, water content, and blood flow (16). Furthermore, we can exclude changes in the 535 

onset of the reflex responses in the motoneuron or changes in the synchronisaƟon of MU firings as 536 

the  likely  mechanisms  for  the  observed  H‐reflex  depression,  due  to  no  significant  changes  in 537 

uncondiƟoned and condiƟoned H‐reflex latencies (HLAT); (Knikou & Rymer, 2002) and no differences in 538 

the duraƟon of the H‐reflex (HDUR), respecƟvely. 539 

In previous studies, the drop in HPTP immediately aŌer condiƟoning contracƟon was suggested to be a 540 

compensatory mechanism to accommodate the enhanced muscular response (3), however, the direct 541 

effect of enhanced muscle contracƟle properƟes to the spinal excitability is sƟll unknown. In our data, 542 

HPTP  amplitude  was  decreased  concomitantly  with  TWPT  increase  only  at  the  first  Ɵmepoint, 543 

suggesƟng  that  other  mechanisms  contribute  to  the  neural  modulaƟon  observed  following  the 544 

condiƟoning  contracƟon.  Similarly,  the  acute  depression  of  the  H‐reflex  amplitude  is  not  always 545 

found during PAP (12–14). 546 

Moreover,  it  is  important  to  consider  the  specific  characterisƟcs  of  SOL  when  interpreƟng  the 547 

relaƟonship between spinal responses and twitch potenƟaƟon in the present study. SOL is composed 548 

predominantly  of  slow‐twitch  muscle  fibres  (approx.  80%)  (57),  which  are  less  suscepƟble  to 549 

potenƟaƟon  than  fast‐twitch  fibres  (58,59).  Consequently,  it  is  reasonable  to  suggest,  that  spinal 550 

mechanisms  associated  with  PAP  in  SOL  might  be  less  pronounced  compared  to  muscles  with  a 551 

higher proporƟon of fast‐twitch fibres. Furthermore, although the knee was flexed during tesƟng to 552 

reduce  the mechanical  contribuƟon  of  the  gastrocnemii  to  plantar  flexion  torque,  the  Ɵbial  nerve 553 

sƟmulaƟon  used  to  elicit  twitches  and  H‐reflexes  innervates  the  enƟre  triceps  surae.  The 554 
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gastrocnemius  muscles,  which  contain  a  relaƟvely  greater  proporƟon  of  fast‐twitch  muscle  fibres 555 

(approx. 40%) (57), likely contributed substanƟally to the twitch torque measured, and may therefore 556 

account  for a  considerable porƟon of  the observed potenƟaƟon. As such,  linking  the magnitude of 557 

plantar  flexor  twitch  potenƟaƟon  exclusively  to  SOL‐level  spinal  adaptaƟons  should  be  interpreted 558 

with  cauƟon.  However,  SOL  remains  the  preferred  muscle  for  examining  spinal  inhibitory  and 559 

facilitatory mechanisms in humans, providing a methodological window that is not readily available in 560 

the gastrocnemii. 561 

 562 

The role of presynapƟc mechanisms in H‐reflex reducƟon following a condiƟoning contracƟon 563 

Contrary  to  our  hypothesis,  we  observed  significant  increases  in  presynapƟc  inhibiƟon‐related 564 

parameters D1/HPTP and HF/HPTP. Thus, changes of D1/HPTP and HF/HPTP suggest spinal facilitaƟon or 565 

disinhibiƟon  rather  than  inhibiƟon.  This  indicates  a  complex  interplay  between  inhibitory  and 566 

facilitatory  spinal  mechanisms  following  voluntary  contracƟons  and  supports  the  idea  that 567 

mechanisms other than presynapƟc inhibiƟon influence the observed reducƟon in HPTP. ObservaƟons 568 

from  animal  studies  show  that  a  short  condiƟoning  contracƟon  elevates  the  transmiƩance  of 569 

excitaƟon  potenƟals  across  synapƟc  juncƟons  at  the  spinal  cord  (37,60),  which  can  explain  the 570 

observed disinhibiƟon/facilitaƟon of D1/HPTP  and HF/HPTP. An  induced  tetanic  contracƟon has been 571 

suggested to decrease the transmiƩer failure during subsequent acƟvity, via one or a combinaƟon of 572 

several  possible  responses,  including  an  increase  in  the  quanƟty  of  neurotransmiƩer  released,  an 573 

increase  in the efficacy of  the neurotransmiƩer, or a  reducƟon  in axonal branch‐point  failure along 574 

the  afferent  neural  fibres  (60,61). Moreover,  consistent with  our  findings,  following  a  condiƟoning 575 

contracƟon in the upper limbs that induced PAP, several studies reported reduced cervicomedullary 576 

motor  evoked  potenƟal  amplitude  that  has  a  large monosynapƟc  component  and  is  generally  not 577 

influenced by presynapƟc inhibiƟon (62,63).  578 

Another possible explanaƟon for the drop  in HPTP observed  in our study  is  the  involvement of post‐579 

acƟvaƟon  depression  (PAD),  a  mechanism  oŌen  aƩributed  to  the  depleƟon  of  neurotransmiƩer 580 

release  at  the  synapƟc  cleŌ  due  to  previous  acƟvaƟon  of  Ia  afferents  (38).  PAD  is  known  to  be 581 

aƩenuated during sustained contracƟons, possibly due to enhanced Ia firing induced by the voluntary 582 

contracƟon (31,64). In this context, the soleus and gastrocnemius lateralis H‐reflex were found to be 583 

less  depressed  immediately  aŌer  the  condiƟoning  contracƟon  when  assessed  during  a  sustained 584 

voluntary  contracƟon  compared  to  rest,  which  was  interpreted  as  evidence  of  PAD‐induced 585 

depression of the H reflex amplitude (Xenofondos et al. (7)). 586 

The  transient  reducƟon  in  HPTP  observed  in  the  present  study  could  also  be  explained  by  a  rapid, 587 

history‐dependent  decrease  in  the  sensiƟvity  of  muscle  spindle  Ia  afferents,  a  peripheral 588 

phenomenon known as muscle thixotropy (65). AŌer the condiƟoning contracƟon, the muscle fibres, 589 

having  formed  stable  cross‐bridges  at  a  shortened  length, would  be  in  a  slack  state  at  the  tesƟng 590 

posiƟon. While the presence of slack in the whole muscle may not always be apparent, the intrafusal 591 

fibres  of  the  muscle  spindles  with  their  compliant  connecƟons  to  adjacent  extrafusal  fibres  are 592 

parƟcularly prone to slack (66), which dramaƟcally reduces tension on the spindle's sensory endings, 593 

lowering  their  baseline  discharge  rate.  This  is  supported  by  data  in  cats,  where  a  condiƟoning 594 

contracƟon has been shown to dramaƟcally reduce discharge rate of primary muscle spindle endings 595 

(from 40  to  10 pps),  suggesƟng  a  profound, momentary  desensiƟzaƟon of  the  sensory part of  the 596 

muscle  spindle  without  any  change  in  actual  muscle  length  (67).  In  the  case  of  our  study,  the 597 

standardised submaximal sƟmulus that acƟvates the axons originaƟng from spindles will have evoked 598 

a  less  synchronous or  less  potent  volley  of  acƟon  potenƟals  arriving  at  the  spinal  cord,  leading  to 599 
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weaker  excitatory  post‐synapƟc  potenƟal  generated  by  the  alpha  motoneuron  when  the  spindle 600 

axons will have been in a thixotropic, low‐sensiƟvity state aŌer a condiƟoning contracƟon, resulƟng in 601 

decreased H‐reflex. Indeed, the human evidence supports this supposiƟon, showing that condiƟoning 602 

contracƟons  that  alter  muscle  thixotropy  can  modulate  H‐reflex  amplitude  (68).  Although 603 

postsynapƟc mechanisms such as post‐acƟvaƟon depression represent a possible explanaƟon for the 604 

apparent  contradicƟon  in  in our  data  (i.e.  decreased H‐reflex with presynapƟc  inhibiƟon measures 605 

poinƟng  toward  facilitaƟon),  thixotropy  offers  an  addiƟonal  plausible  explanaƟon  where  the 606 

decreased H‐reflex reflects a peripheral decrease in Ia‐afferent efficacy rather than a change in spinal 607 

inhibiƟon.  Future  studies  designed  to  directly  assess  post  acƟvaƟon  depression  and  presynapƟc 608 

inhibiƟon  while  manipulaƟng  muscle  thixotropy  (e.g.,  via  specific  condiƟoning  contracƟons)  are 609 

needed to test this hypothesis explicitly. 610 

Effects of a condiƟoning contracƟon on spinal mechanisms gleaned from single motor units 611 

AddiƟonal insights into the effects induced by a condiƟoning contracƟon on spinal mechanisms were 612 

obtained through the decomposiƟon of the HDsEMG signals into contribuƟons of individual MUs. MU 613 

discharge  latency was not affected by the condiƟoning contracƟon, confirming the results observed 614 

from global  EMG metrics. Moreover,  the MU discharge probability was  similar between  condiƟons 615 

immediately  aŌer  the  condiƟoning  contracƟon.  However,  discharge  probability  increased  three 616 

minutes  aŌer  the  contracƟon  in  the  EXP  compared  to  the  CON  condiƟon  across  all  sƟmulaƟon 617 

paradigms  and  was  significantly  higher  in  higher‐threshold  MUs.  This  observaƟon  is  in  line  with 618 

animal  studies  where  tetanic  contracƟon  decreased  the  transmiƩer  failure  occurring  primarily  at 619 

larger motoneurons, which resulted in a considerable potenƟaƟon effect in these motoneurons (60). 620 

In addiƟon, CMAP amplitude cancellaƟon, a measure of MU discharge synchronisaƟon, was lower in 621 

the EXP condiƟon, suggesƟng increased synchronisaƟon of MU discharges following the condiƟoning 622 

contracƟon.  Overall,  the  combinaƟon  of  lower  CMAP  amplitude  cancellaƟon  and  higher  discharge 623 

probability, parƟcularly in higher‐threshold units, suggests that the condiƟoning contracƟon induced 624 

facilitaƟon rather than  inhibiƟon. These results contradict the reflex amplitude metrics observed at 625 

the global EMG  level  (HPTP), not only  in the direcƟon of change but also  in Ɵming. Specifically, MU‐626 

level differences emerged three minutes aŌer the contracƟon, whereas the decrease in HPTP occurred 627 

immediately. Moreover,  these  results  are  in  contrast with  the  observaƟons  in  studies  invesƟgaƟng 628 

contracƟon  history  effects  on  voluntary  contracƟons,  where  an  increase  in  muscle  contracƟon 629 

capacity was accompanied by a decrease in  MU discharge rate, without clear addiƟonal recruitment 630 

of MUs to compensate for the discharge rate loss (69,70).  631 

When interpreƟng the discrepancy between single MU variables and global EMG metrics reported in 632 

this  study,  it  is  important  to  note  that  MU  discharge  probability  metrics  do  not  represent  a  fair 633 

comparison  to  D1PTP/HPTP  and  HFPTP/HPTP  which  are  normalized  to  the  HPTP  amplitude.  Thus,  we 634 

computed the D1TOHRATIO and HFTOHRATIO, where we subtracted the number of discharged MUs in the 635 

uncondiƟoned contracƟon from D1 and HF, respecƟvely, and expressed this difference as a raƟo with 636 

respect to the total idenƟfied MUs of each parƟcipant. The analysis of the discharge raƟo shows that 637 

analysis at the MU level also captures the paƩern of D1  inhibiƟon and HF facilitaƟon, which can be 638 

seen as a decrease or increase in D1TOHRATIO and HFTOHRATIO, respecƟvely. However, discharge raƟo was 639 

not sufficiently sensiƟve to capture the increase in D1 and HF, as seen in the global EMG (D1PTP/HPTP 640 

and HFPTP/HPTP). In this respect, it is important to acknowledge that HDsEMG decomposiƟon captures 641 

only a subset of acƟve MUs, with a bias toward larger and more superficial units (46), whereas global 642 

EMG provides a more  integrated representaƟon of  the whole muscle  (71).  Furthermore, amplitude 643 

metrics  from global  EMG are  conƟnuous and non‐affected by  single‐unit  errors, whereas MU‐level 644 

analyses rely on a relaƟvely small number of units and discharges. As such, mislabelling or missing a 645 

Downloaded from journals.physiology.org/journal/jn (193.002.022.014) on May 12, 2026.



few  MU  discharges  can  disproporƟonately  influence  the  results.  Though  the  single  MU  analysis 646 

provided  complementary  evidence  to  increased  spinal  excitability  following  voluntary  contracƟon 647 

parƟcularly in higher‐threshold units, future studies employing a higher sƟmulus count are warranted 648 

to fully exploit the potenƟal of this method for detailed mapping of motoneuron pool adaptaƟons. 649 

 650 

The role of spinal mechanisms with respect to the reported effects of condiƟoning contracƟon on MU 651 

discharge rate in submaximal voluntary contracƟons 652 

The  increased  per‐MU  discharge  probability  observed  in  the  present  study,  derived  from  H‐reflex 653 

measures and therefore reflecƟng the excitability of spinal circuits in response to electrically evoked 654 

input,  should  be  contextualised  within  the  broader  literature  on  voluntary  MU  control  when  the 655 

muscle  is  in  a  potenƟated  state.  It  has  been  consistently  shown  that  during  voluntary  isometric 656 

contracƟons  at  low  to  moderate  intensiƟes  (≤75%  MVC),  MU  firing  rates  are  reduced  when  the 657 

muscle is potenƟated following a condiƟoning contracƟon (69,70,72,73). InteresƟngly, MU discharge 658 

rate  is  highly  responsive  to  changes  in  muscle  contracƟle  state  induced  by  potenƟaƟon  and/or 659 

sustained contracƟon, making rapid compensatory discharge rate adjustments (increasing/decreasing 660 

discharge rate) dependent on the acƟve state of the muscle. This compensatory mechanism has been 661 

speculated to be parƟally mediated by group III and IV afferents, providing mechanical and metabolic 662 

feedback  from  the muscle  to  the CNS,  as well  as  by Golgi  tendon  organs  (GTO)  conveying  tendon 663 

tension  informaƟon  via  Ib  afferents  (69,70).  In  this  regard,  musculo‐tendinous  sƟffness  has  been 664 

suggested  to  increase  following  a  condiƟoning  contracƟon    (see  Blazevich  and  Babault  2019  for  a 665 

comprehensive  review),  which  could  be  detected  by  GTOs  and  subsequently  influence  spinal 666 

excitability via Ib afferent pathways. However, recent work by Zero and Rice (74) demonstrated that 667 

the  reducƟon  in  voluntary  firing  rates  following  a  condiƟoning  contracƟon  could  be  primarily 668 

aƩributable to a decrease in voluntary descending drive rather than to peripheral afferent feedback 669 

from the potenƟated muscle per se (74). When visual torque feedback was withheld and parƟcipants 670 

targeted the same submaximal  force level, no modificaƟon in MU firing rates or raƟng of perceived 671 

exerƟon  occurred  despite  the  muscle  being  in  a  potenƟated  state;  instead,  torque  output  was 672 

overesƟmated  by  approximately  50%  (74).  This  indicates  that  the  motoneuron  is  not  directly 673 

sensiƟsed  to  alteraƟons  in  the  acƟve  state  of  the  muscle  through  peripheral  feedback,  and  that 674 

compensatory  adjustments  in  neural  output  arise  from  reducƟons  in  voluntary  descending  input 675 

driven by visual task demands.  676 

It  is  therefore  important  to  disƟnguish  between  the  excitability  of  spinal  circuits  as  assessed  by 677 

electrically evoked measures (such as the H‐reflex and per‐MU discharge probability reported here) 678 

and MU discharge behaviour during voluntary contracƟons, which addiƟonally reflects the magnitude 679 

of voluntary descending drive and task‐specific sensory feedback. While the present findings suggest 680 

that spinal circuitry  is  in a  facilitated  state  following the condiƟoning contracƟon,  the net outcome 681 

during voluntary submaximal control  is a clear reducƟon in MU firing rates (73). Whether the spinal 682 

adaptaƟons reported here (reduced presynapƟc  inhibiƟon and enhanced heteronymous facilitaƟon) 683 

are  part  of  the  same  compensatory  process  that  permits  lower  voluntary  drive  to  sustain  a  given 684 

torque output, or represent a disƟnct and parallel mechanism, remains an open quesƟon. 685 

 686 

LimitaƟons 687 

This study presents several limitaƟons. First, although the sƟmulaƟon block intended to induce the H‐688 

reflex  in the ascending part of the H/M recruitment curve, the D1, HF, and maximal H reflex blocks 689 

lasted 90 seconds, and only four sƟmuli were elicited per response. While 5–10 reflexes are typically 690 
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recommended  for  reliable assessment  (17),  the approach used  in  this study allowed us  to examine 691 

mulƟple neurophysiological mechanisms within a single session with the  low variability within each 692 

Ɵme point (Figure 4A) suggesƟng four sƟmuli were sufficient to capture the modulaƟon. 693 

Second,  although  similar  intervals  were  used  in  prior  work  (13),  we  used  a  shorter  intersƟmulus 694 

interval (6 seconds) than the 10 seconds typically recommended for resƟng H‐reflex assessments to 695 

minimize  post‐acƟvaƟon  depression  (75).  Varying  intervals  were  tested  during  the  pilot  and 696 

familiarizaƟon phases, allowing us to idenƟfy the shortest interval that did not induce post‐acƟvaƟon 697 

depression,  thereby  increasing  the  number  of  sƟmuli  per  block.  Maximal  twitches  were  elicited 698 

immediately  aŌer  the  condiƟoning  contracƟon  and  could  theoreƟcally  influence  subsequent  H 699 

reflexes. However, an  idenƟcal sƟmulaƟon paradigm was used  in  the CON condiƟon, which did not 700 

show any decrease in H reflex amplitude, suggesƟng that prior maximal sƟmulaƟons did not bias the 701 

reflex responses. The maximal H reflex was assessed 60 seconds aŌer HPTP, which may have allowed 702 

condiƟoning contracƟon‐induced modulaƟon to dissipate. Nonetheless, HF assessed just 20 seconds 703 

earlier  remained significantly elevated,  suggesƟng  that  the absence of HMAX modulaƟon more  likely 704 

reflects a methodological limitaƟon of HMAX, rather than an absence of neurophysiological effects. 705 

Furthermore,  this  study  was  conducted  exclusively  in  males.  Sex  hormones  fluctuate  across  the 706 

menstrual  cycle  and  are  known  to modulate  spinal  excitability  (76),  and H‐reflex  parameters  have 707 

been shown to differ between sexes even when hormone levels are comparable (77). CauƟon should 708 

therefore  be  exercised  when  generalizing  these  findings  to  female  populaƟons  or  to  individuals 709 

experiencing  hormonal  changes  across  the  lifespan.  Future  studies  should  examine  whether  the 710 

present findings extend to females. 711 

MU‐level  analysis  is biased by  the small  number of units  idenƟfiable within each evoked  response. 712 

Although  our  group  has  previously  demonstrated  the  feasibility  of  extracƟng  MUs  from  evoked 713 

responses (20,21,23), achieving physiologically robust results sƟll requires hundreds of responses. For 714 

example,  in a recent study (22) we successfully used PSTHs to extract  informaƟon from the earliest 715 

porƟon  of  the  reflex  response, which  reflects  the monosynapƟc  phase  of  Ia  presynapƟc  inhibiƟon 716 

(19). Although this analysis  reinforced the physiological effects observed at  the global EMG  level, a 717 

greater  number  of  evoked  responses  than  the  number  used  in  the  present  study  is  required  for 718 

HDsEMG‐derived  MU  metrics  to  reach  the  reliability  comparable  to  intramuscular  EMG.  Future 719 

aƩempts to apply similar techniques to study fast, transient neurophysiological phenomena such as 720 

PAP should consider incorporaƟng low‐intensity background muscle acƟvity to reduce post‐acƟvaƟon 721 

depression (a common limitaƟon in resƟng H‐reflex paradigms) and enable the acquisiƟon of a much 722 

greater number of sƟmuli within a similar assessment window. This approach would strengthen the 723 

robustness of non‐invasive spinal assessments and enhance the mechanisƟc  insights available from 724 

PSTH/PSF analyses. 725 

Finally,  it  is  important  to  acknowledge  that  a  maximal  voluntary  condiƟoning  contracƟon  may 726 

simultaneously induce contracƟle dysfuncƟon alongside potenƟaƟon (78). These two processes share 727 

a  common  Ca²⁺‐dependency  but  operate  through  opposing  mechanisms.  AcƟvity‐dependent 728 

potenƟaƟon  results  from  phosphorylaƟon  of  the  RLC,  which  increases  the  Ca²⁺  sensiƟvity  of  the 729 

contracƟle  apparatus,  enhancing  force  producƟon  at  submaximal  Ca²⁺  concentraƟons  without 730 

altering  maximal  force  (79,80).  ContracƟle  dysfuncƟon  as  a  result  of  a  sustained  contracƟon,  by 731 

contrast,  is  primarily  associated  with  a  reducƟon  in  peak  myoplasmic  Ca²⁺  concentraƟon  due  to 732 

inhibited  release  from  the  sarcoplasmic  reƟculum,  impairing  force  producƟon  parƟcularly  at  high 733 

frequencies  (81)  or  decreased  Ca²⁺  sensiƟvity  (82).  Because  potenƟaƟon  preferenƟally  enhances 734 

force at low sƟmulaƟon frequencies (single twitch), while contracƟon‐induced contracƟle dysfuncƟon 735 

impairs  force at high  frequencies  (doublet or train),  these two processes can coexist with opposing 736 
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effects  at  different  points  along  the  force‐frequency  relaƟonship.  However,  our  post‐condiƟoning 737 

assessment  relied  exclusively  on  single  electrically  elicited  twitches  and  H‐reflexes,  and  thus  any 738 

contracƟle  dysfuncƟon‐related  impairment  at  higher  sƟmulaƟon  frequencies would  not  have  been 739 

detectable  with  the  methodology  employed.  Although  previous  studies  employing  a  similar 740 

condiƟoning  contracƟon  reported  no  contracƟle  dysfuncƟon  (69),  whether  the  observed  twitch 741 

potenƟaƟon reflects pure potenƟaƟon or a net outcome of coexisƟng potenƟaƟon and contracƟon‐742 

induced  contracƟle  dysfuncƟon  therefore  remains  unresolved.  Future  studies  should  incorporate  a 743 

proper sƟmulaƟons methodology to dissociate these effects. 744 

Conclusions 745 

This  study  offers  novel  insights  into  the  neuromuscular  responses  following  a  maximal  voluntary 746 

isometric  condiƟoning  contracƟon,  parƟcularly  regarding  spinal  mechanisms.  Our  results  indicate 747 

that  a  brief  but  intense  voluntary  contracƟon,  enhances  twitch  torque,  accompanied  by  a 748 

disinhibiƟon  (facilitaƟon)  of  presynapƟc  inhibitory mechanisms,  as  shown  by  increased D1  and HF 749 

responses. The observed reducƟon in H reflex amplitude immediately aŌer the contracƟon, however, 750 

suggests  that  addiƟonal  spinal  mechanisms  or  an  intrinsic  muscle  contracƟon  history‐dependent 751 

mechanical  state  may  modulate  spinal  output.  Future  studies  should  therefore  dissociate  spinal 752 

mechanisms from muscle thixotropy using protocols that isolate their independent effects. 753 

 754 

SUPPLEMENTAL MATERIAL: 755 

Supplemental Fig. S1: hƩps://doi.org/10.17605/OSF.IO/78CDW  756 
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 1000 

Figure  1:  Study  design  and  schemaƟc  representaƟon  of  the  assessment  procedures.  A)  Study 1001 
Ɵmeline,  including  the  pre‐experiment  phase  and  two  experimental  condiƟons  (EXP  and  CON). 1002 
VerƟcal  arrows  indicate  the  Ɵming  of  supramaximal  electrical  sƟmulaƟons,  while  the  grey  boxes 1003 
represent  the  blocks  of  sƟmulaƟons  used  to  assess  spinal  reflexes.  B)  Detailed  depicƟon  of  the 1004 
sƟmulaƟon block, consisƟng of one supramaximal sƟmulus (twitch, TW) and 16 submaximal sƟmuli. 1005 
These sƟmuli are grouped in sets of four, designed to assess: H‐reflex at the ascending part of the H‐1006 
M recruitment curve (H), D1 presynapƟc Ia inhibiƟon, heteronymous Ia facilitaƟon (HF), and a mini H‐1007 
M recruitment curve to evaluate the maximal H‐reflex. C) IllustraƟon of the parƟcipant's posture on 1008 
the ankle dynamometer and the points of H‐reflex sƟmulaƟon along the Ɵbial nerve pathway and the 1009 
placement  of  the  electrode  array.  D)  RepresentaƟve  examples  of  mechanical  (torque)  and 1010 
electrophysiological  (M‐wave)  responses  to  a  single  supramaximal  sƟmulus  (upper  traces),  and  a 1011 
typical H‐reflex response to submaximal sƟmulaƟon (lower trace), with key  features extracted from 1012 
the H‐reflex waveform (peak‐to‐peak amplitude, latency, and duraƟon). E) SchemaƟc representaƟons 1013 
of the spinal circuits involved in different types of reflex modulaƟon (from leŌ to right): H‐reflex, D1 1014 
presynapƟc  Ia  inhibiƟon,  heteronymous  Ia  facilitaƟon,  and  maximal  H‐reflex.  The  corresponding 1015 
electrophysiological responses are shown for each reflex type. 1016 

 1017 

 1018 

Figure  2:  RepresentaƟve  data  from  a  parƟcipant  and methodological  steps  to  extract  single motor 1019 
unit  firings  from  the  HDsEMG  recordings.  A)  Raw  electrophysiological  signal  during  a  voluntary 1020 
isometric  contracƟon.  B)  Extracted  motor  unit  firings  during  voluntary  isometric  contracƟons.  C) 1021 
Reflex response propagaƟon on a sample of channels on an electrode array;  D) MU firings extracted 1022 
form a reflex response. E) Example of CMAP amplitude cancellaƟon. ArithmeƟc summaƟon of eight 1023 
MUAPs using recorded latencies and aligned based on the posiƟve peak amplitude, respecƟvely.   F) 1024 
Graphical  representaƟon  of  MU  firings  extracted  from  the  electrophysiological  response  in 1025 
consecuƟve  sƟmuli.  Each  panel  represent  the  temporal  distribuƟon  (latency)  of  MUs  firings  with 1026 
different  recruitment  thresholds.  G)  Graphical  representaƟon  of  summated  MU  firings  for  the 1027 
maximal  H‐reflex,  H‐reflex,  D1  and  HR  responses,  respecƟvely.  In  the  upper  figure,  the  coloured 1028 
squares represent firings  latencies of motor units of different recruitment thresholds. Darker colour 1029 
represents a higher firing count at same latency at a millisecond precision. The sum of same data is 1030 
depicted  in the histogram at the boƩom with the respecƟve global EMG reflex response. Note that 1031 
the relaƟonship between latencies and recruitment thresholds on the level of individual motor units 1032 
might not be related, likely due to detecƟon delays (23); however, at the level of the whole sample 1033 
higher  threshold MUs  exhibited  longer  discharge  latencies  compared  to  lower‐threshold MUs  (see 1034 
Results). 1035 

 1036 

 1037 

Figure 3: Mechanical and electrophysiological  responses to supramaximal electrical  sƟmulaƟons. A) 1038 
Torque responses over Ɵme from a representaƟve parƟcipant, illustraƟng the modulaƟon of torque 1039 
traces  across  different  Ɵme  points.  B)  RepresentaƟve  M‐wave  responses  over  Ɵme.  To  facilitate 1040 
comparison between condiƟons,  traces  from  the EXP condiƟon  are Ɵme‐shiŌed by 15 ms  to avoid 1041 
overlap.  C)  Maximal  twitch  peak  torque  across  Ɵme  points.  D)  Peak‐to‐peak  M‐wave  amplitudes 1042 
(MMAX). StaƟsƟcal data are presented as esƟmated marginal means with 95% confidence  intervals 1043 
for both the control (CON, red circles) and experimental (EXP, blue triangles) condiƟons. Smaller and 1044 
lighter  colour  circles  and  triangles  represent  individual  raw  data  points.  Horizontal  lines  represent 1045 
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staƟsƟcally  significant  interacƟon  effects,  accompanied  by  p  values  and  Cohen  d  values  above  the 1046 
relevant lines. 1047 

 1048 

Figure  4:  Global  electrophysiological  responses  to  submaximal  electrical  sƟmulaƟons.  A) 1049 
UncondiƟoned  (HPTP,  HMAX)  and  condiƟoned  (HD1,  HHF)  H‐reflex  responses  over  Ɵme  from  a 1050 
representaƟve  parƟcipant,  illustraƟng  the  modulaƟon  of  electrophysiological  responses  across 1051 
different  Ɵme  points.  Thin  line  traces  represent  raw  signals; meanwhile  thick  traces  represent  the 1052 
mean response. Blue and red box in D1 and HF traces represent the amplitude of the uncondiƟoned 1053 
H‐reflex  in  the  same  sƟmulaƟon  block  for  EXP  and  CON  intervenƟons,  respecƟvely,  allowing  for  a 1054 
visual  comparison  of  the  uncondiƟoned  and  condiƟoned  H‐reflex  amplitude.  B)   Maximal  H‐reflex 1055 
peak‐to‐peak amplitude (HMAX) across Ɵme points. C) UncondiƟoned peak‐to‐peak amplitude of the 1056 
H‐reflex  in  the  ascending  part  of  the  H/M  recruitment  curve  (HPTP).  D)  RaƟo  between  the 1057 
condiƟoned (D1PTP) and uncondiƟoned H‐reflex (HPTP) peak‐to‐peak amplitudes. E) RaƟo between 1058 
the condiƟoned (HFPTP) and uncondiƟoned H‐reflex (HPTP) peak‐to‐peak amplitudes. StaƟsƟcal data 1059 
are presented as esƟmated marginal means with 95% confidence intervals for both the control (CON, 1060 
red circles) and experimental  (EXP, blue  triangles) condiƟons.  Smaller and  lighter  colour circles and 1061 
triangles  represent  individual  raw  data  points  in  the  background.  Horizontal  lines  represent 1062 
staƟsƟcally  significant  interacƟon  effects,  accompanied  by  p  values  and  Cohen  d  values  above  the 1063 
relevant lines. 1064 

 1065 

 1066 

Figure  5:  Motor  unit  (MU)  discharges  in  elicited  contracƟons.  A)  UncondiƟoned  (H,  HMAX)  and 1067 
condiƟoned (D1, HF) H‐reflex responses between 1 and 3 minutes aŌer  intervenƟon and respecƟve 1068 
MU firings from a representaƟve parƟcipant. EXP (blue) electrophysiological responses are shiŌed by 1069 
15 ms  compared  to CON  (red)  to  avoid overlap.  VerƟcal  lines  represent MU firings. B) MU  latency 1070 
across  Ɵmepoints.  C)  Graphical  representaƟon  of  the  influence  of  recruitment  threshold  on  MU 1071 
latency  across  Ɵmepoint  and  different  sƟmulaƟon  condiƟons.    StaƟsƟcal  data  are  presented  as 1072 
esƟmated marginal means with 95% confidence intervals for both the control (CON, red circles) and 1073 
experimental  (EXP,  blue  triangles)  condiƟons.  Smaller  and  lighter  colour  circles  and  triangles 1074 
represent  individual  raw  data  points  in  the  background.  Horizontal  lines  represent  staƟsƟcally 1075 
significant interacƟon effects, accompanied by p values and Cohen d values above the relevant lines. 1076 

 1077 

 1078 

Figure  6:  Motor  unit  (MU)  discharges  in  elicited  contracƟons.  A)  MU  discharge  probability.  B) 1079 
Graphical  representaƟon of  the  influence of  recruitment  threshold on MU discharge probability. C) 1080 
Difference between condiƟoned and uncondiƟoned discharge rate. D) CMAP amplitude cancellaƟon. 1081 
StaƟsƟcal data are presented as esƟmated marginal means with 95% confidence  intervals  for both 1082 
the control  (CON,  red circles) and experimental  (EXP, blue  triangles) condiƟons. Smaller and  lighter 1083 
colour circles and triangles represent individual raw data points  in the background. Horizontal  lines 1084 
represent  staƟsƟcally  significant  interacƟon  effects,  accompanied  by  p  values  and  Cohen  d  values 1085 
above the relevant lines. 1086 

 1087 

Figure 7: Mean standard deviaƟon of MU firings in elicited contracƟons. StaƟsƟcal data are presented 1088 
as esƟmated marginal means with 95% confidence  intervals  for both  the control  (CON,  red circles) 1089 
and  experimental  (EXP,  blue  triangles)  condiƟons.  Smaller  and  lighter  colour  circles  and  triangles 1090 
represent individual raw data points in the background. 1091 
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