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quimiocinas e fatores neurotróficos com o desenvolvimento neuropsicomotor em crianças 

com paralisia cerebral. O segundo artigo avalia o impacto e relevância do programa de 

intervenção precoce de reabilitação para crianças com paralisia cerebral, associando os 

valores plasmáticos de citocinas, quimiocinas e fatores neurotróficos com o 

desenvolvimento neuropsicomotor mensurado através do teste Bayley Scales of Infant 

and Toddler Development – 3th Edition (Bayley III). Cada artigo está formatado de acordo 

com as especificações das revistas a que foram submetidos. 

A estrutura dessa tese consiste em introdução, manuscrito de revisão sistemática, 

objetivos, métodos, manuscrito original e considerações finais. As referências 

bibliográficas estão dispostas ao final de cada artigo ou seção. 
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RESUMO 

Introdução: As lesões cerebrais ocorridas no período fetal-neonatal podem ter causas 

distintas, sendo a resposta inflamatória sistêmica exacerbada e/ou neuroinflamação 

classicamente correlacionada à lesão cerebral precoce. Essa inflamação persistente pode 

resultar em alteração do funcionamento dos mecanismos neurais, com consequente 

limitação na capacidade funcional das crianças, devido à espasticidade, redução da 

coordenação e do controle motor. Dentre as principais consequências clínicas da lesão 

cerebral no período fetal-neonatal destaca-se a paralisia cerebral (PC). As intervenções 

de reabilitação, por sua vez, podem promover mudanças funcionais no cérebro, que se 

associam a maior liberação de fatores neurotróficos, além de favorecer o desenvolvimento 

neuropsicomotor com aprendizado de novas habilidades. Objetivos: Avaliar os efeitos 

de programa de reabilitação sobre o DNPM, marcadores inflamatórios e fatores 

neurotróficos em crianças com PC. Métodos: Para revisão da literatura foi realizada 

busca sistemática nas bases de dados Bireme, Embase, PubMed e Scopus, incluindo 

estudos que foram publicados até abril de 2018. A qualidade dos estudos elegíveis foi 

determinada de acordo com os critérios da escala Newcastle-Ottawa. Para a compreensão 

da relação paralisia cerebral, reabilitação e desenvolvimento neuropsicomotor foi 

realizado estudo de coorte prospectivo que incluiu 90 crianças com  diagnóstico de 

paralisia cerebral. Dessas, 60 crianças foram submetidas à reabilitação por seis meses e 

foram comparadas a 30 crianças não submetidas à reabilitação. Biomarcadores periféricos 

e parâmetros neuropsicomotores (Bayley III) foram comparados entre os grupos 

intervenção vs. controle no início do estudo e seis meses depois. Resultados: Na revisão 

sistemática, os estudos diferiram quanto aos fatores de risco relacionados à PC e sua 

classificação. Níveis mais altos de citocinas foram associados a piores desfechos 

neurológicos. Em nossa pesquisa, após seis meses de reabilitação, as crianças exibiram 

escores mais altos no Bayley III, níveis mais baixos de IL-12p70, IL-6, IL-1β, CXCL8/IL-

8 e CXCL9/MIG, e níveis mais altos de BDNF e GDNF.  Conclusão: Programas de 

intervenção precoce parecem ter efeito na modulação dos mediadores sistêmicos, 

diminuindo os níveis de moléculas inflamatórias e aumentando os fatores neurotróficos, 

além de promover o desenvolvimento neuropsicomotor em crianças com PC. 

Palavras-chave: Paralisia cerebral; inflamação; estresse oxidativo; citocinas; 

quimiocinas; fatores neurotróficos; desenvolvimento neuropsicomotor; criança. 



ABSTRACT 

 

Background: Brain damage in the fetal-neonatal period may have different causes. An 

exacerbated systemic inflammatory response and/or neuroinflammation have been 

associated with early brain injury. This persistent inflammatory response may result in 

abnormal neural mechanism, with consequent limitation in children's functional capacity 

due to spasticity, reduced coordination and motor control. Cerebral palsy (CP) is one of 

the main consequences of brain injury in fetal and neonatal period. Rehabilitation 

interventions may promote functional changes in the brain, which are associated with 

greater release of neurotrophic factors, besides favoring neuropsychomotor development 

with learning of new abilities. Objective: To evaluate the effects of rehabilitation 

program on DNPM, inflammatory markers and neurotrophic factors in children with CP. 

Methods: A systematic search was conducted in Bireme, Embase, PubMed and Scopus 

including studies that were published until April 2018. The quality of the eligible studies 

was determined according to the criteria of Newcastle-Ottawa Scale.  We performed a 

prospective, observational, cohort study to better understand the relationship of cerebral 

palsy, rehabilitation programs and neuropsychomotor development. Ninety children with 

a diagnosis of CP were enrolled in this study. Sixty children were submitted to 

rehabilitation for six months and were compared to 30 children waiting for rehabilitation 

enrollment. Peripheral biomarkers and neuropsychomotor parameters (Bayley III) were 

compared between intervention vs. control groups at baseline and six months later. 

Results: In the systematic review, the studies differed regarding the risk factors related 

to PC and its classification. Higher levels of cytokines were associated with worse 

neurological outcomes. In our research, after six months of rehabilitation, children 

exhibited higher scores on Bayley III, lower levels of IL-12p70, IL-6, IL-1β, CXCL8 / 

IL-8 and CXCL9 / MIG, and higher levels of BDNF and GDNF. Conclusion: Early 

intervention programs seem to modulate systemic mediators. It decreases inflammatory 

molecules levels, increases neurotrophic factors levels, and promotes neuropsychomotor 

development in children with cerebral palsy. 

 

Key-words: Cerebral palsy; inflammation; oxidative stress; cytokines; chemokines; 

neuropsychomotor development, neurodevelopment outcomes and child.  
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1 INTRODUÇÃO  

A Paralisia Cerebral (PC) é uma encefalopatia crônica não progressiva1,2 que acomete 

cerca de três a cada 1000 nascidos vivos1,3. É a incapacidade física mais comum na 

infância, sendo um diagnóstico heterogêneo e de etiologia variada2,3. De todos os casos 

de PC, 70% podem não ter causa definida e o restante dos casos podem estar associados 

à prematuridade, trauma perinatal, hipóxia cerebral, bem como infecções e malformações 

que surgem durante a vida fetal3 até os primeiros anos de vida da criança2. 

A PC é descrita como um grupo de desordens do desenvolvimento do movimento e 

postura, causando limitação nas atividades, que são atribuídas a distúrbios não 

progressivos que ocorrem no cérebro fetal ou na primeira infância. A incapacidade motora 

da PC frequentemente é acompanhada por alterações sensoriais, cognitivas, da percepção, 

da comunicação, comportamentais e/ou por crises convulsivas4,5. A PC pode ser dividida 

em espástica, discinética ou atáxica, de acordo com as alterações neuromotoras5. A forma 

espástica, também pode ser dividida em unilateral ou bilateral, de acordo com o 

envolvimento motor5.  

A gravidade da PC pode ser classificada em um dos cinco do Sistema de Classificação da 

Função Motora Grossa (GMFCS) de acordo com a capacidade da criança iniciar 

movimentos voluntariamente, com ênfase no sentar, transferências e mobilidade6. Trata-

se de uma escala ordinal, sendo classificada no nível I a criança com amplo repertório de 

habilidade e função motora grossa preservada, e, no nível V, a criança com repertório 

restrito de habilidades e com limitação significativa na função motora grossa7. 

O diagnóstico de PC baseia-se em histórico médico cuidadosamente coletado. No entanto, 

o diagnóstico precoce pode ser difícil em crianças com discretas alterações2. A PC, 

incluindo diferentes tipos clínicos, padrões de imagem cerebral, comorbidades e causas 

múltiplas, tem como mecanismo sugerido alterações na resposta inflamatória com 

consequente neuroinflamação8. 

A neuroinflamação desempenha papel central na patogênese da lesão cerebral9,10. É 

caracterizada por infiltração de leucócitos no parênquima cerebral, com ativação da 

micróglia e astrócitos, os quais podem causar morte neuronal e comprometimento do 

desenvolvimento da substância branca11. Diversos mecanismos relacionados ao sistema 

imune, incluindo a liberação de citocinas e a ativação de células T, podem contribuir para 
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a neuroinflamação, que, por sua vez, potencialmente interfere no desenvolvimento do 

Sistema Nervoso Central (SNC)12. (Figura 1) 

 

Figura 1 – Representação esquemática da atuação de citocinas e quimiocinas na ativação da micróglia e 

células da glia, na ruptura da barreira hematoencefálica e sua interferência no funcionamento dos neurônios, 

podendo causar lesão ou reparo celular no parênquima cerebral. 

De acordo com essa teoria, a inflamação sistêmica e no SNC altera a proliferação, a 

diferenciação da micróglia e células neuronais, podendo também aumentar a taxa de 

morte celular com lesão neuronal, astrogliose e perda de oligodendrócitos11,13,14. Os 

possíveis mecanismos pelos quais a inflamação promove lesão cerebral precoce são: (i) 

redução do fluxo sanguíneo para o SNC, o que reduz a disponibilidade de oxigênio e 

glicose; (ii) ruptura da barreira hematoencefálica (BHE); (iii) infiltração de leucócitos no 

SNC; (iv) aumento da liberação de citocinas e quimiocinas no parênquima cerebral; (v) 

disfunção mitocondrial e falha de energia; (vi) aumento do influxo de cálcio, liberação de 

neurotoxinas, formação de radicais livres de oxigênio e oxigênio nítrico; (viii) edema 

cerebral. Todos esses mecanismos têm sido associados à apoptose de células neuronais e 

gliais11,15 (Figura 2). 
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Figura 2 – Representação esquemática do funcionamento do sistema nervoso em homeostase (fisiológico) 

e em presença de resposta inflamatória, mostrando os possíveis mecanismos pelos quais a inflamação 

promove lesão cerebral precoce. Figura adaptada do artigo Orchestrated leukocyte recruitment to immune-

privileged sites: absolute barriers versus educational gates16. 

 As lesões neuronais relacionadas à inflamação podem induzir uma cascata de respostas 

imunes envolvidas na instauração da lesão cerebral17-19, incluindo a elevação de citocinas 

e quimiocinas circulantes15. As citocinas são responsáveis pela mediação da maioria das 

interações celulares desse processo, e são liberadas sob ação de diferentes estímulos15,20. 

Os leucócitos e células endoteliais são sensíveis às lesões neuronais e, podem liberar e/ou 

responder a citocinas e quimiocinas21. Essas moléculas no sangue também estão 

correlacionadas com o início e manutenção da resposta inflamatória, bem como desfechos 

neurológicos adversos22,23.  

Esse processo conta com a liberação desregulada de citocinas pro-inflamatórias incluindo 

Fator de Necrose Tumoral (TNF), interleucinas (IL)-1β, IL-6, IL-8/CXCL-8 e receptores 
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do tipo Toll (TLR´s) no plasma e no tecido cerebral1,23. Essas citocinas pró-inflamatórias 

(TNF, IL-1β e IL-6) e quimiocinas (CXCL8/IL-8 e CXCL9/MIG) circulantes estão 

relacionadas ao desenvolvimento de lesão cerebral21,22 e PC22. Essas citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF, também afetam negativamente o tamanho do 

músculo esquelético e o trofismo24. Assim, níveis elevados dessas citocinas representam 

um mecanismo comum plausível para o crescimento atrofiado e a formação de contratura 

no músculo esquelético em crianças com PC24. Além disso, respostas anti-inflamatórias 

e regulatórias inapropriadas, detectadas por baixos níveis de IL-10 e altos níveis de 

metabólitos citotóxicos, podem aumentar o risco de lesão cerebral25. 

Na fase aguda, em resposta aos fatores de agressão ao tecido cerebral, há aumento na 

liberação de fatores tróficos, incluindo o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

e o fator neurotrófico derivado da linhagem de células gliais (GDNF), capazes de 

ativarem mecanismos neuroprotetores endógenos na tentativa de reduzir a extensão do 

acometimento causado pelo processo inflamatório e estimular a neuroplasticidade26.  

O BDNF promove os efeitos protetores das células-tronco neurais, desempenha um papel 

significativo na neurogênese e aumenta a sobrevida do cérebro27,28. O GDNF é um fator 

protetor identificado como essencial para a sobrevivência e diferenciação neuronal, por 

sua ação na neuroplasticidade29 e proteção aos neurônios motores27. Embora os fatores 

neurotróficos estejam mais presentes no SNC, essas moléculas também são detectáveis 

na circulação sistêmica27. Como essas moléculas podem atravessar a BHE28,29, os níveis 

periféricos de BDNF podem refletir os níveis de BDNF no cérebro28. Além disso, 

interações mútuas entre citocinas e fatores neurotróficos, tanto no SNC quanto 

perifericamente, podem resultar em variações dinâmicas na concentração e na ação dessas 

moléculas15,28. 

A inflamação persistente pode resultar em alteração do funcionamento dos mecanismos 

neurais, com consequente limitação na capacidade funcional das crianças, devido à 

espasticidade, redução da coordenação e do controle motor6. Assim, a neuroinflamação é 

considerada um dos principais fatores relacionados ao comprometimento do 

neurodesenvolvimento11,12,15. No entanto, é importante ressaltar que o desenvolvimento 

cerebral após a lesão associada à inflamação neonatal não é estático, nem decorrente de 

evento único. Nesse processo dinâmico, há participação de diversas cascatas celulares e 

moleculares, presentes no SNC ao longo da vida29. 
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Em geral, altos níveis de biomarcadores inflamatórios, incluindo citocinas, moléculas de 

adesão, quimiocinas, fatores de crescimento, fatores neurotróficos, moléculas produzidas 

pelo fígado e neutrófilos ativados, durante as primeiras semanas após o nascimento, têm 

sido associados à lesão cerebral e/ou pior desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM) em 

longo prazo30-39. Os recém-nascidos que possuem elevados níveis de citocinas e 

quimiocinas e baixos níveis de fatores neurotróficos circulantes no primeiro mês de vida 

apresentam pior DNPM em longo prazo32,40,41. 

Em contrapartida, as intervenções de reabilitação, por sua vez, promovem mudanças 

funcionais no cérebro, que se associam a maior liberação de fatores neurotróficos, além 

de favorecer o desenvolvimento neuropsicomotor com aprendizado de novas 

habilidades42. Em resposta à estimulação ambiental e/ou reabilitação, o mecanismo de 

plasticidade cerebral permite que o SNC reorganize a rede neuronal, com surgimento de 

novas sinapses, espinhas dendríticas e circuitos neuronais42-46. É uma propriedade 

intrínseca do SNC, refletindo sua capacidade de responder, de maneira dinâmica, ao 

ambiente e às novas experiências por meio da modificação de circuitos neurais e/ou 

restauração estrutural45.  

Os estudos disponíveis que investigaram inflamação e desenvolvimento concentraram-se 

na associação entre a inflamação peri/neonatal e o desenvolvimento neuropsicomotor em 

longo prazo29-41. Esses estudos se limitaram a mensurar os marcadores biológicos nas 

primeiras semanas após o nascimento e correlacionaram tais medidas com o DNPM 

avaliado aos 2431-36,39, 36 meses de idade corrigida38 e aos dez anos de idade30. Outro 

estudo avaliou a associação desses marcadores com o desenvolvimento durante o 

primeiro mês de vida29. Por outro lado, os estudos que avaliaram a neuroplasticidade 

cerebral o fizeram por meio de técnicas de neuroimagem funcionais43-46, como a 

ressonância magnética46. 

A reorganização cerebral após lesões cerebrais pré-natais e perinatais é mais intensa 

durante os primeiros anos de vida. Dessa forma, considera-se que a intervenção precoce 

possa interferir positivamente no desenvolvimento neuropsicomotor46. No entanto, 

existem dados insuficientes na literatura sobre o impacto das intervenções de reabilitação, 

nos processos inflamatório e anti-inflamatório, no DNPM e na aquisição de novas 

habilidades funcionais nas crianças com PC.  

São crescentes as evidências da alteração de marcadores inflamatórios e fatores 

neurotróficos circulantes em decorrência da neuroinflamação em neonatos e seu possível 
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papel na detecção precoce de lesão cerebral. Entretanto, há poucas informações sobre o 

comportamento longitudinal desses biomarcadores após a fase aguda da lesão cerebral e 

sua associação com o neurodesenvolvimento nos primeiros anos de vida. Estudos em 

crianças com PC também são escassos, o que torna relevante compreender e descrever o 

comportamento longitudinal de moléculas inflamatórias em resposta ao período de 

reabilitação em crianças com PC. 

Portanto, o presente estudo se insere na mesma linha de pesquisa de minha dissertação de 

mestrado, que compreende aspectos clínicos, do neurodesenvolvimento e biomarcadores 

que atuam no SNC. Desta vez, porém, estudando crianças com diagnóstico de PC. 

A hipótese desta tese é de que programas de reabilitação que utilizam intervenção 

sistematizada e estruturada, realizada por equipe multidisciplinar, são capazes de modular 

a resposta inflamatória, a liberação de fatores neurotróficos e promover o DNPM.  
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Abstract: 

Background: An exacerbated systemic inflammatory response has been associated with 

the occurrence of central nervous system injuries that may determine, in long term, motor, 

sensorial and cognitive disabilities. Persistence of this exacerbated inflammatory 

response seems to be involved in the pathophysiology of cerebral palsy (CP). Methods: 

A systematic search was conducted in Bireme, Embase, PubMed and Scopus including 

studies that were published until August 2018. The key words used were “cerebral palsy”, 

“inflammation”, “oxidative stress”, “cytokines”, “chemokines”, “neuropsychomotor 

development”, “neurodevelopment outcomes” and “child”. The quality of the eligible 

studies was determined according to the criteria suggested by the Newcastle-Ottawa Scale 

(NOS). Results: Six eligible studies aimed to investigate the association between 

peripheral inflammatory molecules and neurodevelopment in infants. No studies 

including markers of oxidative stress were found. The studies differed regarding CP-

related risk factors and its classification. All of them measured inflammatory proteins in 

whole blood, plasma or serum. In four studies, higher circulating levels of cytokines, 

including IL-1β, IL-6, TNF-α and CXCL8/IL-8, were associated with abnormal 

neurological findings.  Conclusion: The investigation of the potential association 

between inflammatory molecules and neurological development in children with CP 

requires further original studies in order to clarify the influence of prenatal and perinatal 

inflammation on neurological outcomes. 

Key words: cerebral palsy, inflammation, oxidative stress, cytokines, 

neurodevelopmental outcome. 

What this paper adds? 

This systematic review about the relation between inflammatory molecules and 

neurodevelopment in children with cerebral palsy showed current evidence on the role of 

cytokines and brain damage. In this review, studies were selected through rigorous 

inclusion criteria and were carefully analyzed. The main finding was that higher 

circulating levels of IL-1β, IL-6, TNF-α and CXCL8/IL-8 were associated with abnormal 

neurological findings in patients with cerebral palsy.  
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1- Introduction 

Cerebral palsy (CP) is a chronic non-progressive encephalopathy characterized by the 

occurrence of acquired brain injury associated with altered neuropsychomotor 

development [1-3]. It is the most common cause of motor disability in children worldwide 

with an estimated prevalence of 1.5 to 4 per 1000 children [1,4,5], but with a higher 

prevalence of up to 10 per 1000 in low-resource settings [5].  

The classification of CP varies according to the type and distribution of motor 

abnormalities and the location of the brain injury, including spastic (quadriparetic, 

diparetic or hemiparetic/unilateral), dyskinetic and ataxic subtypes [9].  

Central nervous system (CNS) injury is multifactorial and includes exposure of the fetus 

or the newborn to acute and chronic infection/inflammation and/or perinatal hypoxia-

ischemia (HI) [11]. The exacerbated inflammatory response is related to neuronal death 

[12,13] and, as a consequence, long-term motor, sensorial, or cognitive disabilities 

[7,12,13]. There is also evidence that CP may be related to the persistence of exacerbated 

or chronic inflammatory processes in CNS [7-8].  

Neuronal lesions related to inflammation can induce a cascade of immune responses, 

including elevation of circulating cytokines and chemokines that might participate in the 

establishment of brain injury [14,15],  [16]. Some molecules, including interleukin (IL)-

1, IL-6, IL-8, and Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), have been frequently associated 

with inflammatory response and adverse neurologic outcomes [17,18].  

The balance between pro-inflammatory and immunomodulatory processes modulates the 

repair/resolution continuum and the consequent occurrence of injury [17,19-21]. It is 

important to emphasize that brain development after an injury related to inflammation is 

not a static event, but a complex and dynamic process, in which several cellular and 

molecular cascades are involved, throughout lifetime [22]. 

Thereby, we conducted a systematic review to evaluate the current findings regarding the 

association between cerebral palsy, inflammatory mediators, oxidative stress and 

neurodevelopmental outcome in children.  Our aim is to better understand this 

relationship, by the hypothesis of exacerbate inflammatory response and increased 

oxidative stress may impair neurodevelopment in children with CP. 
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2- Objective 

The aim of this study was to provide a systematic review on the evidence of the interaction 

between inflammatory biomarkers, oxidative stress and neuropsychomotor development 

in children with CP. 

3- Methods 

3.1- Design 

This systematic review was conducted according to the guidelines of the Preferred 

Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) [23]. 

Criteria for Considering Studies for this Review 

3.2- Types of Studies 

Observational studies, as well as transversal or cohort, were eligible for inclusion. The 

following studies were excluded from this review: (i) animal studies, (ii) review articles, 

(iii) intervention studies, or (iv) studies in which inflammatory or oxidative stress markers 

were not measured. 

3.3- Studies Populations 

The target population of this review consisted of children with CP.  

3.4- Search Methods for Identification of Studies  

An electronic search for relevant articles was performed independently by three authors 

(R.C.M., A.O.L. and A.A.S.S.) using BIREME, EMBASE, PUBMED and SCOPUS. 

Articles published until August 2018 were included in this review.  No language 

restrictions were applied. The search terms utilized were “cerebral palsy”, 

“inflammation”, “oxidative stress”, “cytokines”, “chemokines”, “neuropsychomotor 

development”, “neurodevelopment outcomes” and “child”. The search combinations used 

were: ((cerebral palsy) OR (brain injury)) AND ((inflammation OR (oxidative stress) OR 

(cytokines) OR (chemokines))) AND ((neuro psychomotor development) OR 

(neurodevelopmental outcomes)) AND child. 

3.5- Selection of Studies 

Three researchers independently (R.C.M., A.O.L. and A.A.S.S.) reviewed the eligibility 

of the studies and analyzed their characteristics, quality, and accuracy. Studies were 

initially extracted for abstract screening and those found to be relevant were fully 
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retrieved for a detailed review. Disagreements on eligibility were resolved by discussion 

between the authors. Once the studies to be included were established, the authors 

extracted relevant data. Whenever necessary, authors of the selected articles were 

contacted and asked to provide raw data. To describe potential for bias, the level of 

evidence of each retrieved study was evaluated according to the Newcastle-Ottawa Scale 

(NOS) for assessing the quality of non-randomized studies in meta-analyses [24]. 

4- Results 

The first search strategy identified 461 articles. Prisma Protocol was used to select the 

studies [23]. Initial screening removed duplicates, studies with no apparent relevance and 

papers that included subjects specific conditions, such as autism, yielded 375 unique 

articles. After excluding non-experimental review articles, studies with animal models, 

and clinical trials in which inflammatory markers were not measured, six original studies 

were considered eligible for this systematic review (Figure 1). All selected studies [25-

30] were assessed by the Newcastle-Ottawa Scale [24] (Table 1). 

4.1- Study characteristics and methodological issues 

The selected studies (n=6) investigated diverse populations exposed to different risk 

factors for neurodevelopmental delay [25-30]. The gestational age varied among the 

studies. Preterm [25,28,29] and term neonates [26,30] were included. Only one study had 

birth weight between 401-1000g as an inclusion criterion (Table 2). We did not find any 

study evaluating oxidative stress markers. Inflammatory molecules analyzed included IL-

1, IL-1β, IL-2, IL-6, CXCL8/IL-8, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-γ, TNF-α, TNF-β, 

CCL4/MIP-β, CCL5/RANTES [26-30]. The samples for the analysis of these molecules 

were collected within the first three weeks after birth, and analyzed in whole blood, 

plasma or serum [26-30]. Patients with diagnosis of sepsis or necrotizing enterocolitis 

(NEC) were included in three studies [27-29]. The results from these latter articles were 

shown separately, considering that infection may be an independent risk factor for 

increased inflammatory response [27-29] (Table 3).  

In only one study inflammatory molecules were analyzed in association with placental 

culture and histopathology [29].  Comparison to a control group occurred in three studies 

[25,28]. Samples were collected at different time points: at birth (umbilical cord serum) 

[22,27,29], at one [26,30], two [26] three [26,27], seven [27], fourteen or 21 days after 

birth [27,28]  
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The methods used to assess inflammatory molecules differed among the studies. In regard 

to immunoassay techniques, three studies used Enzyme-linked Immunoassay (ELISA) 

[25,26,29] and three used cytometry techniques, including Multiplex Luminex Assay 

[27], DPC Immulite System [28] and Recycling Immunoaffinity Chromatography [30].  

All studies evaluated the association between inflammatory molecules and 

neuropsychomotor development [25-30]. In these studies, the collection of biological 

material and the evaluation of neurodevelopmental outcome were not simultaneous. The 

protocol of each study had a different age parameter for the developmental evaluation, 

being performed only once within a corrected gestational age of 15-18 [26], 18-22 [27], 

24 [25], 24-28 [28] or 30 months [30]. Only one study investigated long-term outcome, 

at the age of five to eight years [29].  

The studies also differed in regard to the choice of developmental tests used to measure 

children's neuropsychomotor abilities. The tests used were the Bayley Scales of Toddler 

Development II or III scale (BDS II/III) [25-28,30] and Peabody Picture Vocabulary test 

3rd edition (PPVT-III), Wechsler Intelligence Scale for Children-IV (WISC-IV) or the 

Differential Ability Scales (DAS) [29]. The BDS II/III, PPVT-III and WISC-IV were 

indicative of delay or significant impairment if the scores were below 70 [25-30].  

The studies also diverged regarding the diagnosis and classification of CP. Different 

diagnostic criteria were used by the studies, including: (i) the proposed definition and 

classification of cerebral palsy [25]; (ii) abnormal tone, muscle tone and impaired range 

or control of movements assessed by a neurologist [27-29]; (iii) asphyxia with metabolic 

acidosis [26,30]; and (iv) magnetic resonance (MR) alterations [30]. Additionally, the age 

of diagnosis varied from 6 months to 8 years of age [25-27]. Two studies stratified CP by 

standardized classification such as Gross Motor Function Classification System 

(GMFCS) [25], Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health (NICHD) 

classification [26]. Other two studies presented CP classification according to severity 

type [28,30], while one study subdivided CP between quadriparetic, diparetic or 

hemiparetic/unilateral [27]. One study did not rank the CP [29]. 

4.2- Blood Analysis and Neurodevelopment Outcome 

The neurodevelopment outcome was associated with peripheral inflammatory biomarkers [25-

30] (Table 4). Four of the studies associated higher levels of cytokines and chemokines, 

including IL-1, IL-1β, IL-6, CXCL8/IL-8 and TNF-α, and trophic factors, such as VEGF 

https://en.wikipedia.org/wiki/Eunice_Kennedy_Shriver_National_Institute_of_Child_Health_and_Human_Development
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and GFAP, with abnormal neuropsychomotor development [26-28,30]. IL-6 and 

CXCL8/IL-8 have been described as responsible for a variety of inflammatory challenges 

and represent a final common pathway of brain injury [26].  CXCL8/IL-8 promotes the 

infiltration of activated neurotrophils in brain parenchyma and has been associated with 

neuropsychomotor delay or moderate-severe CP [27,28]. In addition, VEGF is a grow 

factor that may contribute to inflammatory responses by causing edema and vascular 

permeability [26]. The cytokine signaling is a potential mechanism through which IL-1β, 

IL-6, and TNF-α may lead to or exacerbate neonatal brain injury. Summarizing, in four 

studies, peripheral inflammatory biomarkers can be predictive of abnormal neurological 

outcome [26-28,30] and increase risk for CP [27]. On the other hand, no significant 

relation between inflammatory molecules and neurodevelopment was found in two 

studies [25,29]. 

In three studies, neurological examination and MR or ultrasound (US) were used to 

correlate the inflammatory profile with neuropsychomotor development [26,28,30]. In 

these studies, neurological evaluation may help to understand the severity of brain injury. 

It was used to strength the correlation of inflammatory profile and neurological outcome 

[26,28,30]. 

5- Discussion 

The current systematic review summarizes the available evidence on the association 

between inflammatory molecules and neurodevelopment outcome in children with CP. 

Six studies were identified and the majority reported an association between peripheral 

inflammation and neurological impairment during the first years of life [25-30].  

A prolonged or exacerbated inflammatory response may be characterized by the elevation 

of inflammatory molecules, including cytokines, chemokines, adhesion molecules, liver-

produced proteins, neutrophil activation molecules and also growth factors [31]. The 

selected studies analyzed cytokines, chemokines and neurotrophic factors. No studies 

including markers of oxidative stress were found. 

Inflammation is considered a physiological and necessary process for the protection and 

development of CNS [17,32-35]. It can become pathological depending on its location, 

timing, intensity, and chronicity [17,33]. Systemic inflammatory response characterized 

by higher levels of cytokines, as IL-1β, IL-6, TNF-α, chemokines, as CXCL8/IL-8, and 

lipopolysaccharide (LPS) may result in activation of the cerebrovascular endothelium and 
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surrounding cells, breaking he blood-brain-barrier (BBB) [36,37]. As a consequence, 

there is infiltration of circulating immune cells and extravasation of plasma components 

into the brain tissue, resulting in brain damage [36,37]. 

These increased levels of cytokines trigger the inflammatory response in the CNS [38-

40]. Inflammatory stimulus may induce neuronal and glial cell apoptosis, therefore 

interfering in axonal growth and myelin sheath formation [41,42]. Problems with 

neuronal migration, division and synaptic development may also occur, resulting in 

neurodevelopmental alterations [43]. When this response occurs and is fully resolved 

without brain cells death, typical abilities are maintained [44]. On the contrary, if this 

response is prolonged or exacerbated, cell death in CNS and consequent loss of function 

may occur [17,32]. In summary, brain damage and lasting functional impairment most 

likely result from the abnormal balance between injury mechanisms and endogenous 

protection [45]. 

MR findings are important resources to evaluate the extension and severity of brain injury 

[26,30,46], aiding in the detection of ischemia and/or diffuse axonal injury, and 

complementing the neurological evaluation to establish the prognosis [46]. Nevertheless, 

in the studies that analyzed inflammatory molecules and MR, peripheral cytokine levels 

were not associated with structural MR findings [26,30]. The majority of 

neuropsychomotor deficits did not relate to specific patterns of injury, including severe 

grade intraventricular hemorrhage with post hemorrhagic ventricular dilatation, 

hemorrhagic parenchymal infarction or cystic periventricular leukomalacia (PVL) [47].  

This suggests that there might be damage and remodeling in the developing brain that 

result in a more diffuse process, not detected as brain lesions on MR imaging [47].   

Brain injury at birth is multifactorial, frequently correlated to preterm birth and hypoxia-

ischemia. External factors can modulate how injury evolves, and affect the measurements 

used for diagnosis and prognosis. [48]. Hipoxia-ischemia at birth and prematurity were 

associated with nearly half of all cases of CP [48].  Subjects included in these six selected 

studies diverge in clinical characteristics and in the exposure to risk factors related to 

brain injury and CP. Demographic factors, gestational age and neonatal care may be key 

factors, capable to influence the pro or anti-inflammatory response and 

neurodevelopmental outcomes [47,49,50]. Also, birth weight is a known independent risk 

factor for worst neurodevelopment, and is associated with systemic inflammation [51]. 

However, only one study had low birth weight as the single inclusion criterion. Perinatal 
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infection and inflammation are also independent risk factors related to brain injury [52] 

and neuropsychomotor delay [53]. Recent reports have shown that any form of systemic 

inflammation, such as sepsis, meningitis with or without bacteremia, bronchopulmonary 

dysplasia (BPD) and necrotizing enterocolitis (NEC) were all associated with impaired 

growth and increased risk of adverse neurologic sequelae in premature neonates [47]. 

Three among the six selected studies included subjects with sepsis, although with 

contradictory results [27-29].  In two of them, elevated cytokine levels were associated 

with worst development [27,28]. The presence of neonatal bacteremia may imply in the 

activation of the fetal inflammatory response [51,54]. It is a key event, in which the 

duration of exposure to inflammation can aggravate brain injury and adverse development 

[52]. Both a sensitizing and preconditioning role of bacterial endotoxin upon the effect of 

hypoxia-ischemia on the immature brain have been seen in animal models, but supporting 

clinical data are limited [52]. In addition, neurotrophins, such as BDNF and NT-3, were 

associated with NEC and sepsis, rather than neurological outcomes. These findings 

suggest that neurotrophins may have additional roles in the inflammatory response [18]. 

In one study, neonatal complications, gestational age at delivery and caregiver 

intelligence quotient were related to neuromotor impairment, but not to in utero exposure 

to acute inflammation [29]. These findings emphasize the crucial impact of demographic 

characteristics on neurodevelopment.  

This systematic review has limitations. The studies used different time-points in their 

research, impairing the comparison of their findings. Different results, diverse etiology 

and poor understanding of the exactly trigger or moment of the inflammatory stimuli 

hinder the definition of cause or consequence of the elevated levels of inflammatory 

markers in relation to brain injury and neurological outcome. The knowledge gap 

regarding the mechanisms by which the neurodevelopmental delay occurs is also 

considered another problem. As a matter of fact, it is hard to define whether the elevation 

of inflammatory related-proteins is responsible for the neurodevelopmental impairment 

or if both processes occur in parallel. It is also difficult to obtain homogenous groups in 

observational studies.  

This review summarizes the current results regarding the association of inflammatory 

molecules and neurodevelopment outcome in children with CP. It should be pointed that 

there are established precepts by the Food and Drug Administration (FDA) and the 

European Medicine Agency (EMA) that encourage the integration of biomarkers in drug 



 
 

37 
 

development [55]. Still, more knowledge is necessary in order to discriminate reliable 

biomarkers that might assist in the prediction of outcomes and be used in clinical practice.  

6- Conclusion 

The association of inflammatory molecules with CP and neurodevelopment outcome 

requires further investigation in order to clarify the real influence of inflammation on 

neurological outcomes.  
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Total studies identified: 
(n = 461) 
 

Total studies screened: 
(n = 375) 
 
(n =   ) 

Excluded: 
Animal studies (n = 13) 
Review articles (n = 239) 
 

 

Full-text articles assessed for 
eligibility: 
(n = 123) 
 

Full-text articles excluded: 
Intervention studies (n = 58)  
Any Inflammatory markers were not measured 
(n= 55) 
Peripheral Inflammatory markers were not 
measured (n= 1) 
Neuropsychomotor development were not 
measured (n = 3) 
 
 

Studies included in qualitative 
synthesis: 
(n = 6) 

Excluded: 
Duplicate studies (n = 65) 
No apparent relevance (n = 8)  
Inflammation in specific pathologies (n = 13)  
 
 
 

Figure 1: PRISMA flow diagram for observational studies of correlation between inflammatory markers 

and neurodevelopment. (2-column fitting image) 
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Author Selection Comparability Outcome 

Varner et al, 2015 [29]    

Chalak et al, 2014 [30]    

Carlo et al, 2011 [31]    

Vasiljevic et al, 2011 [32]    

Lodha et al, 2010 [33]    

Andrews et al, 2008 [34]    

Bartha et al, 2004 [35]    

Table 1. Assessment of the studies by the Newcastle-Ottawa Scale (NOS) for assessing the quality of non-

randomized studies in meta-analyses.  (2-column fitting image) 
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 Table 2. Association between inflammatory molecules and neurodevelopment outcome in cerebral palsy (2-column fitting image) 

CA: Correct Age; HIE: Hypoxic-Ischemic Encephalopathy IL: Interleukin; CCL / CXCL: Chemokines; TNF: Tumor Necrosis Factor; ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay RIC: Recycling immunoaffinity  

chromatography; BSID II: Bayley Scales of Infant Development – Second Edition: indicative of delay if score < 70.  BSID III: Bayley Scales of Infant Development – Third Edition: indicative of delay if score < 70. 

 Denver II: Denver Developmental Screening Test II 

 

 

 

 

 

 

Author 
Age of 

subjects (weeks) 

Subjects/ 

Controls 

Analyzed 

Material 

Laboratory 

technique 
Inflammatory markers 

Development 

Assessment (months 

CA) 

Neurological 

Assessment 
Neurological outcome 

Varner et al, 

2015 [25] 
24-31 339/276 

Umbilical 

cord serum 
ELISA CXCL8/IL-8, IL-1β and TNF-α 6,12,24 BSID-II 

Cord serum IL-8, IL-1β, and TNF-α levels in preterm 

infants are not associated with subsequent cerebral palsy 

or neurodevelopmental delay 

Chalak et al, 

2014 [26] 
≥ 36 20/7 

Umbilical 

arterial 

serum or 

plasma 

ELISA 

IL-1, IL-6, CXCL8/IL-8, VEGF, 

TNF-α, IFN-γ, CCL5/RANTES, 

UCH-L1, GFAP 

15-18 BSID-III 

IL-6, IL-8 and VEGF were greater at 6-24 hours in 

moderate to severe versus mild hypoxic-ischemic 

encephalopathy. Elevated IL-1, IL-6, IL-8, VEGF, TNF-

α, IFN-γ and GFAP were associated with abnormal 

neurological outcomes. 

Bartha et al, 

2004 [30] 
≥ 36 62/- 

Whole blood 

(heel-stick) 
RIC 

IL-1 β, IL-6, CXCL8/IL-8, IL-12, 

IL-13, TNF-α 

 

30 BSID-II 

Children with abnormal neurodevelopmental outcome 

had higher neonatal levels of IL-1 β, IL-6, IL-8, and 

lower levels of IL-12. Elevated inflammatory cytokines 

were associated with impaired cerebral oxidative 

metabolism. 



 
 

48 
 

Table 3. Association between inflammatory molecules, motor and/or cognitive development, and sepsis in cerebral palsy (2-column fitting image) 

CA: Correct Age; MSD: Meso Scale Discovery electrochemiluminescence system; CBA: Cytometric Bead Array; PCR: Polymerase Chain Reaction; IL: Interleukin; CRP: C - reactive protein; CCL / CXCL: 

Chemokines; TNF: Tumor Necrosis Factor; TNF-R1: Tumor Necrosis Factor Receptor 1. BSID II: Bayley Scales of Infant Development – Second Edition: indicative of delay if score < 70; PPVT-III: Peabody 

Picture Vocabulary test 3rd edition – Third Edition, indicative of delay if score < 70; WISC-IV: Wechsler Intelligence Scale for Children-IV, indicative of delay if score < 70; DAS: Differential Ability Scales, 

indicative of delay if score < 70 

Author 
Gestational 

Age (weeks) 

Patients/ 

Controls 

Analyzed 

Material 

Laboratory 

method 

Development 

Assessment 

(months CA) 

Inflammatory markers Neurodevelopment Assessment Neurodevelopmental Outcome 

Carlo et al, 2011 [27] 
Newborn (401-

1000g) 
755/- Whole blood 

Multiplex 

Luminex Assay 
18-22 

IL-1β, IL-6, IL-6R, TNF, TNF-R1, TNF-

R2, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL8, 

CCL2, CCL13, CCL4, CCL5, CXCL11, 

CCL20,  ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, 

E-SEL, MMP-1, MMP-9, CRP, SAA, 

MPO, GUCY1A2, GUCY1A3, PPM1L, 

PLCE1, PRKAG2, PLCL1, CCR2, 

S100A8, CAV1, GUCY1A2, 

GUCY1A3, GAB1,PLCE1, PRKAG2, 

PLCL1 

BSID-II 

ILrα, TNF-β, IL-12, IL-17, MIP-

11β and IL-8 were altered on 

days 0-4 in infants who 

developed CP. IL-8 remained 

higher subsequently. 

Lodha et al, 2010 [28] ≤ 37 27/13 Plasma 
DPC Immulite 

System 
24-28 TNF-α, IL-6, CXCL8/IL-8 BSID-II 

Elevated IL-6 was found in 

infants with proven necrotizing 

enterocolitis. Neonatal cytokines 

tended to be greater, with a wide 

variation, in infants later found 

to have abnormal cognitive and 

psychomotor outcomes. 

Andrews et al, 2008 

[29] 
23-32 424/- 

Umbilical 

cord blood 
ELISA 48 IL-6 PPVT-III, WISC-IV,DAS 

Neonatal complications, 

gestational age at delivery, and 

caregiver IQ, but not in utero 

exposure to acute inflammation, 

were associated with increased 

risk of severe adverse 

neurodevelopmental outcomes at 

age 6 years. 
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Table 4. Association between the most studied inflammatory molecules and neurological outcome in cerebral palsy 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CCL / CXCL: Chemokines; IL: Interleukin; TNF: Tumor Necrosis Factor. 

 

Inflammatory markers Studies Conclusion 

IL-6 
Chalak et al, 2014, Bartha et al, 2004, Carlo et al, 2011, 

Lodha et al, 2010, Andrews et al, 2008 

Mixed results 

Two studies: increased blood levels predicted 

abnormal neurological outcome 

Three studies: no association 

IL-1 
Varner et al, 2015, Chalak et al, 2014, Bartha et al, 2004, 

Carlo et al, 2011 

Mixed results 

Two studies: no association  

Two studies: increased blood levels predicted 

abnormal neurological outcome 

CXCL8/IL-8 
Varner et al, 2015, Chalak et al, 2014, Bartha et al, 2004, 

Carlo et al, 2011, Lodha et al, 2010 

Mixed results 

Two studies: no association  

Three studies: increased blood levels predicted 

abnormal neurological outcome 

TNF-α 
Varner et al, 2015, Chalak et al, 2014, Bartha et al, 2004, 

Lodha et al, 2010, Carlo et al, 2011 

Mixed results 

Three studies: no association 

One study: increased blood levels predicted poor 

neurological outcome 

One study: decreased blood levels predicted poor 

neurological outcomes 
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4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos de programa de reabilitação sobre o DNPM, marcadores inflamatórios 

e fatores neurotróficos em crianças com PC. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Mensurar a concentração de citocinas, quimiocinas e fatores neurotróficos em 

crianças com PC na primeira infância, antes e após seis meses de programa de 

reabilitação; 

• Comparar essas medidas com as mesmas obtidas com intervalo de seis meses 

em crianças com PC que não foram submetidas à reabilitação (grupo controle); 

• Avaliar o DNPM antes e após seis meses de reabilitação em crianças com PC; 

• Comparar a avaliação do DNPM com a mesma realizada nos mesmos 

períodos, com intervalo de seis meses, em crianças com PC que não foram 

submetidas ao programa de reabilitação (grupo controle);   

• Relacionar o perfil dos mediadores imuno-inflamatórios e os fatores 

neurotróficos com as classificações de paralisia cerebral, bem como com as 

aquisições no desenvolvimento neuropsicomotor; 

• Compreender como os programas de reabilitação de intervenção precoce 

interferem na resposta imuno-inflamatória e no DNPM de crianças com PC. 
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5 PACIENTES E MÉTODOS 

5.1 DESENHO DO ESTUDO 

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, no qual amostras de sangue foram coletadas 

e o desenvolvimento avaliado em crianças com diagnóstico de PC, aos 18 e 24 meses de 

idade, submetidas ou não a intervenções sistemáticas de reabilitação. 

 

5.2 ASPECTOS ÉTICOS 

O estudo foi aprovado pelo Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da 

UFMG e pelo Comitê de Ética da UFMG (COEP) sob o protocolo CAAE 

56771316.7.0000.5149. Além disso, obteve anuência do Núcleo de Ensino e Pesquisa 

(NEP) da AMR. Os pais ou responsáveis legais das crianças leram e assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

5.3 PERÍODO E LOCAL DE COLETA  

As avaliações ocorreram na Associação Mineira de Reabilitação (AMR), no período de 

agosto de 2016 a setembro de 2018. A AMR é uma instituição filantrópica especializada 

na reabilitação de crianças e adolescentes com transtornos neurológicos e do 

neurodesenvolvimento, localizada em Belo Horizonte/Brasil. A AMR é composta por 

uma experiente equipe multiprofissional, incluindo assistentes sociais, fisioterapeutas, 

fonoaudiólogos, neurologista, ortopedistas, psicólogos e terapeutas ocupacionais. 

 

5.4 POPULAÇÃO PARTICIPANTE 

O cálculo amostral foi baseado em um estudo anterior que investigou a associação da 

função cerebral com o DNPM em crianças com risco de desenvolvimento atípico1. 

Considerando erro amostral de 5% e 95% de confiabilidade, obtivemos o total de 60 

crianças com PC submetidas ao programa de reabilitação e 30 crianças com PC não 

submetidas ao programa de reabilitação no grupo controle. 

Participaram desse estudo um total de 90 crianças com o diagnóstico de PC, com menos 

de 18 meses de vida, de acordo com os critérios de inclusão e exclusão descritos abaixo. 

Todas as crianças foram avaliadas por neurologista pediátrico que diagnosticou o tipo de 
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PC de acordo com a Força Tarefa Internacional para CP2. Esse neurologista também 

classificou a gravidade do comprometimento motor pelo Sistema de Classificação da 

Função Motora Grossa (GMFCS)3. Os resultados de tomografia computadorizada (TC) 

foram utilizados para avaliar a topografia e extensão das lesões cerebrais. 

As crianças foram divididas em dois grupos: reabilitação e sem-reabilitação. O grupo 

reabilitação consistiu de crianças com o diagnóstico de PC que realizaram programa de 

reabilitação sistemática, enquanto o grupo sem-reabilitação foi composto por crianças 

com o diagnóstico de PC que não foram submetidas à intervenção de reabilitação 

sistemática e que estavam em fila de espera para atendimento especializado. Para tanto, 

todas as crianças em atendimento na AMR, que atendiam ao critério de inclusão, foram 

convidadas a participar do estudo e os pais ou responsáveis assinaram o TCLE e 

constituíram o grupo reabilitação. De acordo com a inclusão das crianças no grupo 

reabilitação, foi feito contato telefônico com os responsáveis de crianças com PC que 

estavam inscritos em fila de espera. Após confirmar o diagnóstico de PC e a ausência de 

reabilitação foram convidados a participar do estudo, conforme o pareamento de idade e 

sexo. 

5.4.1 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

As crianças incluídas nesse estudo no grupo reabilitação possuíam menos de 18 meses 

idade cronológica, com diagnóstico de PC, em acompanhamento no serviço de 

reabilitação de instituição filantrópica especializada no atendimento de reabilitação para 

crianças e adolescentes com disfunções neurológicas em Belo Horizonte – MG. Para o 

grupo sem-reabilitação utilizaram-se os mesmos critérios para a inclusão no estudo, 

exceto por não estarem em programa reabilitação. As crianças no grupo sem-reabilitação 

encontravam-se em fila de espera para atendimento de reabilitação e não estavam 

submetidas a acompanhamento sistemático. Houve concordância de todos os 

responsáveis em participar do estudo e assinatura do TCLE. 

5.4.2 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Foram excluídas as crianças que apresentaram alguma das situações/condições descritas 

abaixo: 

• Diagnóstico de síndromes genéticas ou outras doenças associadas, tais como 

artogripose, miopatias e doenças metabólicas; 
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• Quadros infecciosos ou inflamatórios agudos no momento da coleta ou nos 15 

dias que a antecederam; 

• Uso atual ou nas 4 semanas anteriores à coleta de antibióticos, anti-

inflamatórios ou corticoides. 

 

5.5 PROCEDIMENTO/PROTOCOLO: 

5.5.1 PROGRAMA DE REABILITAÇÃO 

As crianças do grupo reabilitação foram submetidas a cinco sessões de reabilitação por 

semana. O programa de reabilitação incluiu sessões individualizadas de fisioterapia, 

terapia ocupacional e fonoaudiologia, com duração de 45 minutos cada, conduzidas por 

profissional especializado. O programa de reabilitação teve a seguinte estrutura de sessões 

semanais: primeiro fisioterapia, em seguida terapia ocupacional e depois fonoaudiologia. 

As estratégias terapêuticas utilizadas nas sessões de reabilitação foram: (i) tratamento 

neuroevolutivo, (ii) treinamento funcional e (iii) programas domiciliares visando 

melhorar o repertório de habilidades e o DNPM4, com base no cuidado centrado na 

família5. O grupo de não reabilitação não foi submetido a nenhum programa de 

reabilitação. 

 

5.5.2 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS 

As coletas de sangue foram realizadas no período da manhã, no mesmo dia da avaliação 

do desenvolvimento.  As amostras de sangue periférico foram obtidas por meio de punção 

venosa periférica, com assepsia prévia, em tubos individualizados de 3 mL contendo 

EDTA. As amostras foram armazenadas e transportadas para o laboratório e processadas 

em seguida. O protocolo para separação do plasma consistiu em centrifugação a 5000 

rpm, por 10 minutos, a 4oC. As amostras de plasma, então, obtidas foram transferidas 

para microtubos de 1,5 mL e armazenadas em freezer a -80ºC até o momento das análises. 

5.5.3 DOSAGEM DE CITOCINAS E FATORES NEUROTRÓFICOS 

- Cytometric Bead Array – CBA 

As dosagens de citocinas no plasma dessas crianças foram realizadas pelo método de 

CBA, utilizando-se os kits da R& D Systems (BD Biosciece, San Diego, CA, USA): 

Human Inflammation (IL-1β, IL-6, IL-10, TNFα e IL-12p70) e Chemokines (CXCL8/IL-
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8, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG) e seguindo as 

recomendações do fabricante. As amostras foram lidas em citômetro de fluxo da marca 

BD FACS Calibur (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Os resultados foram gerados 

em resultado gráfico e tabulados utilizando o programa BD CBA Analysis Software (BD 

Biosciece, San Diego, CA, USA). Os limites mínimos de detecção para estes ensaios 

foram: IL-1β = 7,2 pg/mL, IL-6 = 2,5 pg/mL, IL-10 = 3,3 pg/mL, TNF = 3,7 pg/mL, IL-

12p70 = 1,9 pg/mL, CXCL8/IL-8 = 0,2 pg/mL, CCL2/MCP-1 = 2,7 pg/mL, 

CCL5/RANTES = 1,0 pg/mL, CXCL10/IP-10 = 2,8 pg/mL and CXCL9/MIG = 2,5 

pg/mL. 

Ensaio imuno-enzimático (ELISA) para fatores neurotróficos 

A determinação dos fatores neurotróficos no plasma foi realizada por ensaio 

imunoenzimático (ELISA), utilizando Kits da R&D systems (BD Bioscience, 

Minneapolis, MN, USA), específicos para cada componente avaliado (BDNF e GDNF).  

O protocolo de ELISA utilizou um anticorpo monoclonal específico para determinação 

de cada fator neurotrófico de interesse, conforme recomendações do fabricante.  As placas 

foram lidas a 492 nm em espectofotômetro  modelo E max (Molecular Devices, San Jose, 

CA, USA). Os limites inferiores de detecção foram definidos como 5 pg/mL para ambas 

moléculas.  

Todas as amostras foram analisadas em duplicata num único ensaio e os resultados foram 

expressos como picogramas por mililitro6. 

5.5.4 AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO 

Para a avaliação do desenvolvimento foi utilizada a Bayley Scales of Infant and Toddler 

Development – Third Edition (Bayley–III), 20067 - aplicada por profissional capacitado 

e treinado na utilização dessas escalas. A avaliação foi realizada em dois momentos 

distintos: no momento da inscrição, quando as crianças tinham cerca de 18 meses de idade 

e após 6 meses de intervenção, quando tinham 24 meses de idade. As crianças do grupo 

sem-reabilitação foram avaliadas nas mesmas idades. Para as crianças com nascimento 

pré-termo foi utilizada a correção da idade cronológica. 

A escala de Bayley–III consiste em uma escala padronizada para avaliar o 

desenvolvimento infantil de crianças entre um e 42 meses, possuindo uma margem de 

erro na avaliação de 15 dias a mais ou a menos. O objetivo principal do instrumento é 

identificar crianças com atraso no desenvolvimento e fornecer informação para o 
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planejamento da intervenção7. A Bayley–III é composta por cinco escalas padronizadas: 

Escala Cognitiva; Escala Motora (subdivida em Escala Motora Fina e Escala Motora 

Grossa); Escala de Linguagem (composta pela Linguagem Receptiva e Linguagem 

Expressiva); Questionário Comportamental Adaptativo e Questionário Social-emocional. 

Cada escala é composta por diferentes números de itens, sendo alguns aplicados em 

situação de teste, mediante manobras, materiais específicos e tempo pré-determinado, e 

outros de observação de movimentos/atitudes realizados espontaneamente pela criança 

durante a avaliação7. Para o presente estudo foram aplicadas as escalas motora, de 

linguagem e cognitiva. 

A Escala Motora, subdividida em Escala Motora Fina e Escala Motora Grossa, com 66 e 

72 itens, respectivamente, totalizando 138 itens, avalia minuciosamente o comportamento 

motor infantil. A Escala Motora Fina investiga habilidades relacionadas à preensão, 

integração perceptivo-motora, planejamento motor e atividades que incluem velocidade 

manual. A Escala Motora Grossa mensura os movimentos dos membros superiores, 

inferiores e tronco, por meio da avaliação do posicionamento estático, movimentação 

dinâmica, incluindo locomoção e coordenação, equilíbrio e planejamento motor7.  

A Escala de Linguagem é composta por Linguagem Receptiva e Linguagem Expressiva, 

totalizando 97 itens. A Escala de Linguagem Receptiva possui 49 itens que investigam os 

comportamentos pré-verbais, o desenvolvimento do vocabulário ao verificar se a criança 

é capaz de identificar objetos e figuras relacionadas, pronomes possessivos, preposições, 

plural, tempos verbais, além de itens que investigam a referência social e compreensão 

verbal. Já a Escala de Linguagem Expressiva, avalia, em 48 itens, a comunicação verbal, 

como balbucio, risos, grunhidos e fala, o desenvolvimento do vocabulário ao verificar se 

a criança nomeia objetos, figuras, cores, tamanhos e se é capaz de formar sentenças de 2 

ou mais palavras7. 

A Escala Cognitiva inclui 91 itens que avaliam o desenvolvimento sensório motor, 

exploração e manipulação de objetos, formação de conceitos, memória e outros aspectos 

do processamento cognitivo7.  

Em estudo de validação e investigação de confiabilidade da escala de Bayley–III, foram 

obtidos coeficientes elevados, indicando se tratar de instrumento válido e fidedigno para 

avaliação do neurodesenvolvimento7. É reconhecido internacionalmente como uma das 

ferramentas mais abrangentes para a avaliação de crianças pequenas, amplamente 

utilizado em pesquisas e em práticas clinicas para avaliar as intervenções8. Foi traduzida, 
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adaptada para o português e testada em crianças brasileiras. Dessa forma o Bayley III 

pode contribuir para o avanço nas pesquisas em contexto nacional na área de avaliação 

do desenvolvimento infantil, por apresentar adequadas propriedades psicométricas a essa 

popilação8.  

Para interpretação da avaliação e análise dos dados, foram seguidas as padronizações 

definidas no manual, de acordo com o Index Score, no qual foram considerados os escores 

escalonados para as análises estatísticas. 

5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As variáveis qualitativas foram expressas em frequências absolutas e porcentagens. A 

distribuição gaussiana das variáveis quantitativas foi verificada pelo teste de Shapiro 

Wilk. As variáveis não paramétricas foram apresentadas como mediana e intervalo 

interquartílico (1º quartil - percentil 25 e 3º quartil - percentil 75). O teste t de Student 

não pareado ou Mann-Whitney foram usados para comparar dois grupos independentes, 

de acordo com a distribuição. O teste t de Student pareado ou o teste de Wilcoxon foram 

usados para comparar pré e pós-tratamento dentro do mesmo grupo. As variáveis 

qualitativas dos dois grupos foram comparadas pelo teste do qui-quadrado de Pearson e 

pelo teste qui-quadrado assintótico de Pearson Exato, de acordo com a distribuição 

paramétrica ou não paramétrica. O coeficiente de correlação de Spearman foi utilizado 

para análise de correlação.  

A regressão logística foi utilizada para determinar o efeito independente de cada variável 

associada ao DNPM. O modelo multivariado inicial incluiu todas as variáveis 

potencialmente associadas ao desfecho (p <0,20 na análise univariada). As variáveis com 

maior valor de p foram removidas do modelo. O modelo final incluiu apenas as variáveis 

que foram estatisticamente significativas com p <0,05. O ajuste do modelo na regressão 

logística foi avaliado pelo teste de Hosmer & Lemeshow.  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando os softwares IBM SPSS Statistics® 

versão 20.0 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, USA)  e o Prism® versão 5.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). 
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6 MANUSCRITO ORIGINAL 

 

Rehabilitation intervention improves neurodevelopment and modulates 

inflammatory molecules in children with cerebral palsy. 

 

Short title: Rehabilitation in children with cerebral palsy 

 

Rafael Coelho Magalhães1, et al. 

1- Laboratório Interdisciplinar de Investigação Médica, Faculdade de Medicina da UFMG, Belo Horizonte, MG  

 

ABSTRACT: 

Objective: Objective: To evaluate whether structured rehabilitation care improves 

neuropsychomotor development of children with cerebral palsy (CP) and influences 

peripheral markers of inflammatory/immune response and brain plasticity. Study Design: 

Sixty children were submitted to rehabilitation for six months. A comparison group 

consisted of 30 children waiting for rehabilitation enrollment. Peripheral biomarkers and 

neuropsychomotor parameters (Bayley III) were compared between intervention vs. 

control groups at baseline and six months later. Results: The groups were matched for 

age, sex and type of CP. After six months of rehabilitation, children in the intervention 

group exhibited higher scores on the Bayley III. Control children did not change their 

scores during the follow-up. Lower levels of IL-12p70, IL-6, IL-1β, CXCL8 IL-8 and 

CXCL9/MIG, and higher levels of BDNF and GDNF were detected in the intervention 

group when comparing pre- and post-treatment time points. In the non-intervention 

group, the levels of immune molecules did not change overtime, but BDNF levels 

reduced. Conclusion: Rehabilitation improved neurodevelopment parameters, reduced 

the levels of inflammatory molecules and increased neurotrophic factors in children with 

CP. 

 

Key words: cerebral palsy, brain injury, cytokines, neurotrophic factors, rehabilitation, 

neuropsychomotor development 
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1- INTRODUCTION 

Cerebral palsy (CP) refers to a heterogeneous group of disorders related to non-

progressive conditions that affect fetal neurodevelopment. They are characterized by 

impaired movement and/or posture with different levels of disability1-3. Based on the 

predominant neuromotor impairment, CP can be categorized into spastic, dyskinetic or 

ataxic4. The spastic form is also further classified as unilateral or bilateral according to 

the extension of motor involvement4. Frequently there are associated impairments in 

cognition, communication, perception, behavior, and seizures2,4.  

The mechanisms of brain injury related to CP are complex and multifactorial, involving 

the interaction among different pathophysiological and developmental processes. Several 

antenatal and postnatal stimuli, including placental dysfunction, fetal inflammatory 

response syndrome (FIRS), preterm birth5,6 and hypoxia-ischemia (HI)7-9 may trigger 

systemic perinatal inflammation and, as a consequence, contribute to brain damage and/or 

dysfunction10. Furthermore, a complex and dynamic balance between damage vs. 

protective responses influences the severity of brain injury11. The protective response 

involves cell and molecular mechanisms that stimulate neuroplasticity12-14, a dynamic 

adaptive response of the central nervous system to environmental stimuli and demands15.   

Rehabilitation programs aim to promote effective interventions to increase the functional 

level of the child with CP and to stimulate environmental enrichment. It has been 

described that rehabilitation interventions have the potential to improve motor function, 

and neuropsychomotor development (NPMD)16. Therefore, pediatric rehabilitation 

programs may play an important role in the management of CP potentially through 

neurolasticity15,17-19. However, the pathways by which rehabilitation might contribute to 

neuroplasticity are still unclear. In this study, we hypothesize that a structured 

rehabilitation program might positively affect NPMD of children with CP and that this 

effect might be associated with changes in circulating levels of inflammatory markers and 

neurotrophic factors.  
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2- PATIENTS AND METHODS 

2.1- Study Design and Ethics. 

This is a prospective cohort study that occurred at Associação Mineira de Reabilitação 

(AMR) from August 2016 to September 2018. AMR is a philanthropic institution 

specialized in the rehabilitation of children and adolescents with neurological and 

neurodevelopmental disorders located in Belo Horizonte/Brazil. AMR comprises a multi-

professional and patient-centered team with expertise in complimentary areas, including 

rehabilitation medicine, occupational therapy, physiotherapy, speech therapy, psychology 

and social service. 

The study was approved by the Ethics Committee of UFMG (COEP) under the protocol 

CAAE 56771316.7.0000.5149. Parents or legal guardians of all children signed a written 

informed consent document. 

2.2- Subjects. 

Sample size calculations were based on a previous study investigating the association of 

brain function with NPMD in children at risk of abnormal development20. Considering a 

sample error of 5% and 95% of reliability, we obtained a number of 60 children with CP 

in the rehabilitation program and 30 children with CP out of a rehabilitation program in 

the control group. 

A total of 90 children with diagnosis of CP and with almost 18 months of age participated 

in this study. All children were evaluated by a pediatric neurologist who diagnosed the 

type of CP according to the International Task Force for CP21. The neurologist also 

classified the motor severity by the Gross Motor Function Classification System 

(GMFCS)22. Computed tomography (CT) neuroimaging was used to evaluate the 

topography and extension of brain lesions.  

Children with CP undergoing rehabilitation (rehab group) were compared to children with 

CP in the waiting list to be included in the rehabilitation program (non-rehab group). 

Children who had one or more of the following conditions were excluded: (i) established 

diagnosis of genetic syndromes or other associated diseases, such as arthrogryposis, 

myopathy, metabolic anomalies; (ii) acute infectious or inflammatory diseases at the time 

or 15 days prior to evaluation; (iii) current or within 4 weeks prior to evaluation, use of 

antibiotics, anti-inflammatories or corticosteroids. 
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2.3- Study Protocol. 

2.3.1- Intervention Procedures 

Children in the rehab group were submitted to five sessions of rehabilitation per week. 

The rehabilitation program included physical, occupational and speech therapies 

individualized sessions, lasting 45 minutes each, conducted by an expert clinician.  The 

rehabilitation program had the following structure: first physiotherapy, second 

occupational therapy and then speech therapy sessions every week. The suite of 

interventions options were: (i) neurodevelopmental treatment, (ii) functional training and 

(iii) home programs to improve developmental skills23 based in family-centered care24. 

The non-rehab group did not engage in any rehabilitation program. 

2.3.2- Blood Samples. 

Blood sample collection occurred in the mornings (8 – 10 am) of the clinical assessment. 

Blood samples were obtained through peripheral venous puncture with all aseptic care in 

sterile EDTA tubes of 3mL. After blood collection, samples were centrifuged at 5,000 

rpm for 10 minutes at 4oC to obtain plasma. Plasma samples were then transferred to 

1.5mL microtubes and stored at -80°C until analysis. 

2.3.3- Measurement of Plasma Concentrations of Molecular Markers 

Plasma levels of tumor necrosis factor (TNF), interleukins (IL)-IL-1β, IL-6, IL-10IL-

12p70, CXCL8/IL-8, CCL2/monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), 

CCL5/regulated on activation, normal T expressed and secreted (RANTES), 

CXCL10/interferon-γ-induced protein-10 (IP-10), CXCL9/monokine-induced by 

interferon-γ (MIG) were measured by cytometric bead arrays (CBAs), Human 

Inflammatory and Chemokines Kits, according to manufacturer’s instructions (BD 

Biosciences). Quantitative results were generated using FCAP Array v1.0.1 software 

(Soft Flow Inc., Pecs,Hungary), as previously described22. The minimum detection limits 

for these assays were: IL-1β = 7.2 pg/mL, IL-6 = 2.5 pg/mL, IL-10 = 3.3 pg/mL, TNF = 

3.7 pg/mL, IL-12p70 = 1.9 pg/mL, CXCL8/IL-8 = 0.2 pg/mL, CCL2/MCP-1 = 2.7 

pg/mL, CCL5/RANTES = 1.0 pg/mL, CXCL10/IP-10 = 2.8 pg/mL and CXCL9/MIG = 

2.5 pg/mL. The determination of neurotrophic factors (BDNF and GDNF) was performed 

by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using R&D systems kits specific for 

each molecule, following the manufacturer’s instructions (R&D Systems, MN, USA). All 
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samples were assayed in duplicate in a single assay and the results are expressed as 

picogram per mililiter25. The lower detection limits were defined as 5 pg/mL. 

2.3.4- Neuropsychomotor Development (NPMD) assessment. 

Bayley Scales of Infant and Toddler Development - Third Edition (BSID-III)26 applied 

by a trained professional was used to evaluate development. The evaluation was 

performed at two different time-points: at enrollment, when children had around 18 

months of age (baseline), and after 6 months of follow-up, when they had 24 months of 

age. For preterm birth children, corrected gestational age was used. 

BSID-III consists of a standardized scale for assessing the development of children 

between 1 and 42 months26. For the present study, only motor, language and cognitive 

scales were applied. The scale scores were considered for the interpretation of the 

evaluation and statistical analysis of the data, following the standardizations defined in 

the manual, according to the Index Score. 

2.4- Statistical Analysis. 

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics® version 20.0 and Prism® 

version 5.0. Qualitative variables were expressed in absolute frequencies and percentages. 

Gaussian distribution of quantitative variables was verified using the Shapiro Wilk test. 

Non-parametric variables were shown as median and interquartile range (1st quartile – 

percentile 25 and 3rd quartile – percentile 75). Unpaired Student t test or Mann-Whitney 

was used to compare two independent groups, according to distribution. Paired Student t 

test or Wilcoxon test were used to compare pre and post-treatment within the same group. 

Qualitative variables of both groups were compared using chi-square test of Pearson and 

asymptotic chi-square test of Pearson Exact, according to parametric or non-parametric 

distribution. The Spearman correlation coefficient was used for correlation analysis. 

Logistic regression was used to determine the independent effect of each covariate 

associated with Neuropsychomotor Development (NPMD). The initial multivariate 

model included all covariates potentially associated with outcome (p< 0.20 in univariate 

analysis). The covariates with higher p-value were removed from the model through 

backward elimination and the final model included only those covariates that were 

statistically significant at p<0.05. Model fit in the logistic regression was evaluated with 

Hosmer & Lemeshow test.  
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3- RESULTS 

3.1- Clinical Characteristics 

This study enrolled 90 children with a diagnosis of CP, 40 (44.4%) girls and 50 (55.6%) 

boys, being 60 in rehabilitation program (rehab) and 30 in the waiting list (non-rehab). 

Both groups were matched by age and sex, as shown in Table 1. There was no difference 

between the groups regarding diagnosis, CP classification, and type of injury (Table 1). 

In addition, both groups did not differ in relation to gestational age, birth weight and 

weight classifications at baseline and end of study Table 2. 

3.2- Neuropsychomotor development. 

After six months of rehabilitation, CP patients significantly improved their NPMD as 

shown by the increase of the scores obtained at Time-point 2 (in comparison to Time-

point 1 (baseline). Non-rehab group scores in BSID-III at the two time-points did not 

vary. The frequency of rehabilitation care was positively correlated with Motor (Gross 

and Fine), Receptive Communication and Cognitive scales of BSID-III.  

 3.3- Cytokines, chemokines, and neurotrophic factors at two time points (18 and 24 

months of corrected gestational age). 

Blood sampling occurred at baseline (18 months of age) and after 6 months of 

intervention (24 months of age). 

At baseline (time point 1), there was no difference between both groups in relation to 

plasma concentrations of the measured molecules. 

After intervention, rehab group decreased the concentrations of IL-12p70, TNF, IL-10, 

IL-6, IL-1β, CXCL8/IL-8 and CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG (table 3). Furthermore, both 

neurotrophic factors (BDNF and GDNF) levels increased after intervention (table 3). In 

sharp contrast, non-rehab group had stable levels of all molecules, except BDNF, on the 

follow-up (table 3). BDNF levels were significantly lower at time-point 2 in comparison 

to time-point 1 (Figure 1).  

Six months after the rehabilitation program (time-point 2) there were significant 

differences in the values of cytokines, chemokines and neurotrophic factors between both 

groups. The non-rehab group had higher concentrations of IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, 

IL-1β, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG and CXCL8/IL-8 than the rehab group (Figures 2 

and 3). Conversely, the rehab group had higher concentration of BDNF and GDNF in 
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comparison to the non-rehab group at the end of the study (Figure 4). IL-1β concentrations 

negatively correlated with GDNF, while CCL2/MCP-1 negatively correlated with BDNF 

and GDNF. 

3.4 - Cytokines, chemokines, neurotrophic factors, NPMD, and rehabilitation. 

There was a positive correlation of BDNF (Time-point 2) with all domains or subscales 

of the BDSI-III. Conversely, inflammatory molecules correlated negatively with NPMD. 

There was a negative correlation of TNF with fine motor, receptive communication and 

cognitive BSID-III scales. IL-1β correlated negatively with fine motor BSID-III scale. 

(Table 4) 

A negative correlation was also found between the frequency of rehabilitation and levels 

of IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-1β and CXCL8/IL-8. In contrast, a positive correlation 

was detected between frequency of rehabilitation and levels of BDNF.  

In univariate regression analysis, the variables sex, gestational age, GMFCS, Apgar 5', 

IL-1β, TNF, BDNF, GDNF and rehabilitation showed significant association with 

NPMD. In the multivariate logistic regression, levels of BDNF and rehabilitation were 

independent predictors of better NPMD, while concentrations of IL-1β negatively 

influenced NPMD. The rehabilitation program resulted in significant reduction of IL-1β 

levels and increase of BDNF concentrations. 
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4- DISCUSSION  

Inflammatory profile and neurotrophic factors levels differed significantly between 

children with CP after being enrolled in rehabilitation program for 6 months when 

compared to CP children in a waiting list and not receiving rehabilitation intervention. 

Reduction of the levels of IL-12p70, IL-6, IL-1β, CXCL8 IL-8 and CXCL9/MIG and 

increase of the levels of BDNF and GDNF were observed in children with CP after the 

intervention. Conversely, after six months inflammatory molecules levels remained 

stable, while BDNF concentrations decreased in those children in the waiting list (non-

rehab group). The rehab group improved NPMD, as revealed by higher scores on BSID-

III, and high levels of BDNF and participation in the rehabilitation program were 

independent predictors of improved NPMD. 

In our study, children in rehabilitation care were submitted to an intensive program 

involving physical, occupational and speech therapy activities, five times per week. We 

observed that the higher the frequency, the better the NPMD outcome. In line with our 

findings, previous studies reported the effectiveness and benefits of rehabilitation 

strategies on recovery of motor and cognitive functions17,27-30,31. In addition to improving 

neuroplasticity, early intervention might theoretically minimize deleterious modifications 

to muscles and bone growth and to NPMD31. Thus, early intervention seems to be highly 

recommended and should be the standard of care to optimize motor, cognition, and 

communication outcomes, which may improve infant neuroplasticity, prevent 

complications, and enhance parent/caregiver well-being and quality of life31,32. 

Brain development after injury is neither static nor a single event, but a dynamic process 

encompassing multiple cellular and molecular cascades in the central nervous system 

throughout life25. In response to rehabilitation and/or positive environmental stimulation, 

neuroplasticity enables the reorganization of the neural network, with the emergence of 

new synapses, dendritic spines and neuronal circuits33. Neuroimaging studies have shown 

structural changes in brain regions of children undergoing rehabilitation compared to 

control subjects34. Besides improving NPMD outcomes by the acquisition of new 

abilities33,35-36, rehabilitation intervention may promote functional and structural 

modifications in the brain associated with a greater release of neurotrophic factors33,35-36. 

Our finding of increased BDNF after intervention and its association with better NPMD 

outcome corroborate this assumption.  
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Previous studies in humans have also proposed that the inflammatory markers are critical 

in brain injury, thus probably interfering in the neuropsychomotor outcome37-44. 

Cytokines, such as IL-1β, IL-6, TNF and chemokines, as CXCL8/IL-8, have been 

associated with worst NPMD outcomes39-42,44. In our study, increased levels of TNF 

correlated with worse fine motor skills, cognitive score and scores of receptive 

communication, according to BSID-III. In addition, higher levels of IL-8/CXCL8 

correlated with lower cognitive score, while increase concentrations of IL-1β correlated 

with lower fine motor skills. Conversely, the neurotrophic factors BDNF and GDNF have 

been described as endogenous protective agents, capable of improving NPMD33 and 

reducing the extent of injury caused by the inflammatory process25,32,45,46. Our results 

support this hypothesis since BDNF levels positively correlated with higher scores in all 

BSID-III scales. Furthermore, in multivariate analysis, levels of BDNF and rehabilitation 

were independent predictors of better NPMD, while concentrations of IL-1β negatively 

influenced NPMD. Indeed, the rehabilitation program led to significant decrease of IL-

1β levels and other inflammatory molecules, while increased BDNF concentrations. In 

contrast, non-rehab CP patients exhibited unaltered levels of cytokines on the follow-up, 

but reduced BDNF concentrations. These findings further support the modulatory role of 

rehabilitation on inflammation and neuroplasticity.  

The originality and strength of this study is the longitudinal evaluation of circulating 

levels of inflammatory markers and neurotrophic factors in children with CP 

simultaneously to the evaluation of the NPMD. Moreover, in order to control the 

influence of confounding factors, children presenting acute disorders were excluded from 

the study.  Also, all CP children had controlled seizures at both time-points. It is well 

known that CP children are prone to many types of seizures and epileptic syndromes, 

which can be treated with antiepileptic drugs and other strategies47. Since children 

enrolled in our study had controlled seizures, the changes detected in the inflammatory 

profile and NPMD were unlikely to be related to this comorbidity.  

This study has limitations that must be acknowledged. First, the molecular changes 

reported in the periphery (i.e. blood) may not reflect reciprocal changes in the CNS. 

Cerebrospinal fluid and neuroimaging analyses could have added meaningful information 

in this regard. Second, socioeconomic factors might interfere in NPMD. It would be 

necessary multicentric or translational approaches to better understand the mechanisms 

beyond these associations between inflammatory molecules, neurotrophic factors, 
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rehabilitation and NPMD in different socioeconomic conditions. However, we controlled 

the study for the main factors (diagnoses, age and sex) that have been described to 

influence NPMD, immune mediators and neurotrophic factors. Other limitation is the 

non-blinded assessment of the children. However, the BSID-III is a standardized test that 

requires professional training which might reduce bias. There are also other molecules 

that can reflect neuronal death and plasticity. We assembled this panel due to the 

relevance of these molecules in the development and maturation of the brain, and also by 

the association with NPMD. 

 

5- CONCLUSION 

The management of CP involves a multidisciplinary approach that aims to improve 

NPMD by helping children and their families to acquire new skills and to increase quality 

of life. In our study, an intensive rehabilitation program significantly improved NPMD 

and modulated cytokines and neurotrophic factors, and may play a critical role in long-

term neurodevelopmental outcomes. 
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Table 1 – Clinical characteristics of children with cerebral palsy submitted to early 

intervention of rehabilitation program (rehab group) and not submitted (non-rehab group) 

to the rehabilitation intervention. 

CP = Cerebral Palsy; SCP = Spastic Cerebral Palsy; GMFCS = Gross Motor Function Classification 

System. Values are expressed in numbers of individuals and percentage for categorical variables. Chi-

square test of Pearson or asymptotic chi-square test of Pearson Exact were used for comparisons. 

Characteristics  n(%) Rehab group (n= 60) Non-rehab group (n = 30) p value 

Sex    0.5517 

     Female 24 (40,0) 14 (46,7)  

     Male 36 (60,0) 16 (53,3)  

Diagnostic   0.6955 

     SCP Bilateral 30 (51,0) 15 (50,0)  

     SCP Unilateral 6 (10,0) 7 (23,3)  

     CP Dyskinetic 22 (36,7) 7 (23,4)  

     CP Ataxic 2 (3,3) 1 (3,3)  

Cause   0.3121 

     Hypoxia 35 (58,4) 17 (56,7)  

     Preterm birth 25 (41,6) 13 (43,3)  

GMFCS   0.9600 

     I 4 (6,7) 5 (16,7)  

     II 4 (6,7) 2 (6,7)  

     III 6 (10,0) 5 (16,7)  

     IV 15 (25,0) 7 (23,3)  

     V 31 (51,7) 11 (36,7)  

Medication   0.2871 

     None 15 (25,0) 14 (46,7)  

     Anti-spastic 6 (10,0) 1 (3,3)  

     Antiepileptic 15 (25,0) 3 (10,0)  

     Antiepileptic polypharmacy 19 (31,7) 8 (26,7)  

     Anti-spastic + Antiepileptic polypharmacy 5 (8,3) 4 (13,4)  

Computed Tomography   0.1232 

     Occipital encephalomalacia  3 (5,0) 2 (6,7)  

     Parietal encephalomalacia 4 (6,7) 3 (10,0)  

     Frontal encephalomalacia 0 (0,0) 4 (13,3)  

     Bilateral encephalomalacia 16 (26,7) 3 (10,0)  

     Cortical hypotrophy 16 (26,7) 7 (23,3)  

     Ventricular system dilatation 10 (16,7) 6 (20,0)  

     Leukomalacia 10 (16,7) 3 (10,0)  

     Cerebellar atrophy 1 (1,7) 2 (6,7)  
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Table 2 – Characteristics at birth and at two time-points for collection of biological 

samples and evaluation of neuropsychomotor development in children with cerebral palsy 

submitted to early intervention of rehabilitation program (rehab group) and not submitted 

(non-rehab group) to rehabilitation intervention. 
 

Characteristics Rehab group (n= 60) Non-rehab group (n = 30) p value 

At birth 
   

     Birth weight  2755 (1779;3100) 2828 (2466;3251) 0.1705 

     Gestational age 38 (32;39) 39 (36;40) 0.0754 

     Apgar 1' 6 (3;8) 6 (5;8) 0.2605 

     Apgar 5' 8 (5;9) 7 (6;9) 0.4858 

First time point 
   

     Age 18 (18;18) 18 (18;18) 1.0000 

     Body weight 9600  (8500;11030) 9900 (8575;10250) 0.6454 

         Adequate weight 36 (60,0) 22 (73,3) 
 

          Low weight 18 (30,0) 3 (10,0) 
 

          Very low weight 6 (10,0) 5 (6,7) 
 

     Rehabilitation frequency 5  (4;5) 0 (0;0) <0.0001 

Second time point 
   

     Age 24 (24;24) 24 (24;24) 1.0000 

     Body weight 9800  (8800;11300) 10400 (9050;10850) 1.0000 

          Adequate weight 34 (56,7) 23 (76,6) 
 

          Low weight 21 (35,0) 3 (10,0) 
 

          Very low weight 5 (8,3) 4 (13,3) 
 

     Rehabilitation frequency 5  (4;5) 0 (0;0) <0.0001 

Numerical variables are expressed as medians followed by (percentile 25 – percentile 75). Values for 

classification of body weight are expressed in numbers and percentages. Mann-Whitney test was used for 

median comparisons. 
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Table 3 – Comparison between plasma levels of the molecules at time-point 1 (baseline) 

and time-point 2 (after six months of intervention) in children with cerebral palsy 

submitted to early intervention of rehabilitation (rehab group) and not submitted (non-

rehab group) to early intervention on rehabilitation program. 
 

Values are expressed as medians and (percentile 25; percentile 75).  Wilcoxon test was used for 

comparisons between values of the same individual at both time-points. 

 

 

 

 

 

 

 

 Rehab group  Non-rehab group  

Molecules Time-point 1 Time-point 2 p value Time-point 1 Time-point 2 p value 

IL-12p70 
4.77  

(4.15 ; 5.843) 

2.55  

(1.67 ; 4.10) 
0.0010 

4.32  

(1.21 ; 6.18) 

4.99  

(2.93 ; 6.01) 
0,4590 

TNF 
5.39  

(4.13 ; 6.75) 

2.48  

(1.61 ; 4.02) 
<0.0001 

4.58  

(1.06 ; 8.40) 

5.51  

(3.24 ; 8.27) 
0.4716 

IL-10 
7.78  

(6.07 ; 11.45) 

3.76  

(2.860 ; 5.783) 
<0.0001 

7.19  

(1.63 ; 9.07) 

6.50  

(4.88 ; 10.43) 
0.3441 

IL-6 
12.75  

(6.49 ; 39.33) 

6.740  

(4.400 ; 17.48) 
0.0105 

8.33  

(4.80 ; 25.06) 

15.16  

(8.46 ; 25.76) 
0.2667 

IL-1β 
13.73  

(12.17 ; 16.26) 

7.24  

(4.780 ; 10.62) 
<0.0001 

13.58  

(3.52 ; 17.61) 

13.58  

(9.01 ; 18.65) 
0.3600 

IL-8/CXCL8 
26.80  

(15.53 ; 81.87) 

12.26  

(8.800 ; 21.48) 
0.0002 

20.05  

(10.94 ; 52.62) 

20.76  

(15.39 ; 38.56) 
0.7577 

IP-10/CXCL10 
145.3  

(118.9 ; 215.9) 

153.5  

(134.1 ; 220.4) 
0.4074 

202.6  

(142.8 ; 241.5) 

155.7  

(118.5 ; 191.6) 
0.2120 

MCP-1/CCL2 
47.18  

(34.85 ; 105.5) 

92.47  

(30.96 ; 265.0) 
0.0046 

52.42  

(32.92 ; 131.0) 

172.1  

(35.79 ; 254.5) 
0.4904 

MIG/CXCL9 
54.74  

(49.59 ; 93.70) 

82.68  

(55.76 ; 115.3) 
0.0147 

92.17  

(51.82 ; 127.5) 

80.55  

(60.44 ; 121.3) 
0.7266 

RANTES/CCL5 
0.0  

(0.0 ; 0.0) 

0.0  

(0.0 ; 67.41) 
0.5273 

0.0  

(0.0 ; 0.0) 

0.0  

(0.0 ; 74.06) 
0.8666 

BDNF 
6107  

(1823 ; 14201) 

10503  

(4324 ; 18084) 
0.0049 

8746  

(3556 ; 20921) 

5053  

(5053 ; 10745) 
0.0096 

GDNF 
23.10  

(0.0 ; 206.7) 

214.4  

(42.82 ; 332.9) 
0.0087 

56.97  

(6.57 ; 326.0) 

33.59  

(3.36 ; 133.5) 
0.1247 
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Table 4– Correlation of inflammatory mediators and neuropsychomotor development 

showed as scaled score in the five sub-scales of the BSID-III test used in the assessment 

of the neuropsychomotor development of children with cerebral palsy. 

 

CI = confidence interval. Spearman correlation test was used for analysis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Molecules NPMD Spearman r ICC 95% p value 

BDNF 

Gross Motor 0.2705 -0.06095 - 0.4572 0.005 

Fine Motor 0.2188 -0.006005 - 0.4126 0.0191 

Expressive Communication 0.2215 -0.008819 - 0.4150 0.018 

Receptive Communication 0.2351 -0.02323 - 0.4268 0.0128 

Cognitive 0.1827 -0.03156 - 0.3810 0.0424 

TNF 

Fine Motor 

Receptive Communication 

Cognitive 

-0.2421 

-0.1787 

-0.1758 

- 0.4328 - 0.03059 

-0.3774 - 0.03571 

-0.3749 - 0.03869 

0.0108 

0.0459 

0.0487 

IL-1β Fine Motor -0.1823 -0.3806 - 0.03201 0.0427 

CXCL8/IL-8 Cognitive -0.1839 -0.3820 - 0.03035 0.0413 
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Figure 1 - Plasma BDNF levels at Time-point 1 (baseline) and Time-point 2 (after six 

months of intervention) in children with cerebral palsy (n=90) submitted to early 

intervention of rehabilitation program (rehab group) (A) or not submitted (non-rehab 

group) to the rehabilitation intervention. (B). ELISA was used in ex vivo analysis for 

neurotrophic factors. Wilcoxon test was used for comparisons between medians of both 

groups. The difference was significant with p value < 0.05. 
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Figure 2 - Plasma levels of IL-12p70 (A), TNF (B), IL-10 (C), IL-6 (D) and IL1β (E) in 

children with cerebral palsy (n=90) submitted to early intervention of rehabilitation 

program (rehab group) (A) or not submitted (non-rehab group) to the rehabilitation 

intervention after six months of intervention. Cytometry Bead Array was used in ex vivo 

analysis of cytokines. Mann–Whitney test was used for comparisons between medians of 

both groups. The difference was significant with p value < 0.05.  
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Figure 3- Plasma chemokine levels of CXCL10/IP-10 (A), CXCL9/MIG (B) and 

CXCL8/IL-8 (C) in children with cerebral palsy (n=90) submitted to early intervention 

of rehabilitation program (rehab group) (A) or not submitted (non-rehab group) to the 

rehabilitation intervention after six months of the intervention. Cytometry Bead Array 

was used in ex vivo analysis of chemokines. Mann–Whitney test was used for 

comparisons between medians of both groups. The difference was significant with p value 

< 0.05. 
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Figure 4- Plasma neurotrophic factors levels of BDNF (A) and GDNF (B) in children 

with cerebral palsy (n=90) submitted to early intervention of rehabilitation program 

(rehab group, n=60) (A) or not submitted (non-rehab group, n=30) to the rehabilitation 

intervention after six months of intervention. ELISA was used in ex vivo analysis for 

neurotrophic factors. Mann–Whitney test was used for comparisons between medians of 

both groups. The difference was significant with p value < 0.05. 
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7  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
O trabalho realizado evidencia a importância da assistência multiprofissional à criança 

com paralisia cerebral. Programas de intervenção precoce reduziram as concentrações 

plasmáticas de moléculas inflamatórias e aumentaram os níveis circulantes de fatores 

neurotróficos (BDNF e GDNF). Além disso, a reabilitação ampliou o repertório de 

habilidades da criança e melhorou o DNPM. Tais resultados se deveram provavelmente 

à plasticidade cerebral1,2.  

Os achados desse estudo mostraram que há correlação inversa entre as citocinas pró-

inflamatórias e os fatores neurotróficos. Dessa forma, a imunomodulação ocorrida nas 

crianças submetidas à intervenção precoce favorece a liberação de fatores neurotróficos 

e diminui as concentrações plasmáticas de moléculas inflamatórias. Como esses 

mediadores avaliados atravessam a BHE3, podemos postular que as mudanças nas 

concentrações dessas moléculas podem ter favorecido a plasticidade cerebral e, 

consequente mente, melhorado o DNPM em resposta à intervenção de reabilitação. É 

importante ressaltar que a inflamação sistêmica, mensurada por amostras de sangue 

periférico, pode representar a inflamação no SNC devido a capacidade dessas moléculas 

de atravessarem a BHE3. 

Em todas as crianças incluídas nesse estudo, a melhora do DNPM ocorreu 

concomitantemente à redução da resposta inflamatória e aumento na liberação de fatores 

neurotróficos. Quando essa resposta inflamatória elevada é mantida não há melhora no 

DNPM, conforme observamos nas crianças que não foram submetidas a reabilitação. 

Em nosso estudo, as intervenções de reabilitação foram capazes de promover o DNPM 

de crianças com PC. Por outro lado, a ausência de programas sistemáticos de reabilitação 

foi um fator que impediu que houvesse melhora no DNPM, o que foi claramente mostrado 

no grupo sem-reabilitação. Nas crianças com PC que não realizaram a reabilitação não 

houve modificação dos escores da escala de Bayley-III no intervalo de tempo desse 

estudo. 

Todavia, este estudo tem limitações que devem ser reconhecidas. Primeiro, as alterações 

moleculares relatadas na periferia (ou seja, sangue) podem não refletir com exatidão 

mudanças recíprocas no SNC. As análises do líquido cefalorraquidiano e da neuroimagem 

poderiam ter acrescentado informações significativas a esse respeito4. Segundo, fatores 
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socioeconômicos podem ter interferido no DNPM, apesar de termos incluído nos dois 

grupos crianças provenientes de famílias com níveis socioeconômicos bem semelhantes. 

Seriam necessárias abordagens multicêntricas para melhor compreender as associações 

entre moléculas inflamatórias, fatores neurotróficos, reabilitação e DNPM em diferentes 

condições socioeconômicas5. No entanto, nosso estudo foi controlado para os principais 

fatores (diagnósticos, idade e sexo), os quais poderiam influenciar o DNPM e as 

mensurações dos mediadores imunológicos e fatores neurotróficos. Outra limitação é a 

avaliação não cega das crianças incluídas nesse estudo. No entanto, o Bayley-III é um 

teste padronizado que requer treinamento profissional, o que pode reduzir o viés do 

examinador6. Obviamente, poderíamos ter mensurado outras moléculas que podem 

refletir a morte e a plasticidade neuronal7-9. No entanto, optamos por este painel de 

marcadores devido à relevância dessas moléculas no desenvolvimento e maturação do 

cérebro, bem como por sua associação em estudos prévios com DNPM10-15. 

Entretanto, há que se ressaltar as contribuições trazidas pelo presente estudo. Pela 

primeira vez, foi comprovado, por meio de estudo prospectivo e de intervenção, o efeito 

benéfico da intervenção de reabilitação no DNPM de crianças com PC. Além disso, ficou 

evidente que tal intervenção modifica as concentrações plasmáticas de moléculas 

inflamatórias e fatores neurotróficos, que foram mensurado por meio de técnicas 

padronizadas, com todo rigor científico e metodológico. Dessa forma, torna-se necessário 

ampliar a investigação do processo inflamatório nas crianças com PC para determinar os 

fatores de risco e os mecanismos que interferem no neurodesenvolvimento e no processo 

de maturação do SNC após lesão cerebral. 
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ANEXO II - PARECER COEP/UFMG 
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ANEXO III – CARTA DE ANUÊNCIA DA AMR 
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ANEXO IV – FOLHA DE APROVAÇÃO 
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APÊNDICE – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(para o responsável legal) 

“Relação da resposta imuno-inflamatória com o desenvolvimento neuropsicomotor 

em crianças com paralisia cerebral na primeira infância” 

Prezado, você e sua criança estão sendo convidados(as) a participar da pesquisa chamada 

“Relação da resposta imuno-inflamatória com o desenvolvimento neuropsicomotor 

em crianças com paralisia cerebral na primeira infância”. Antes de aceitar participar 

desta pesquisa, é importante que você leia e entenda a explicação a seguir. Esta descreve 

o objetivo, procedimentos, benefícios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do estudo 

a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre o resultado do 

estudo. Estas informações estão sendo dadas para esclarecer quaisquer dúvidas sobre a 

pesquisa proposta, antes de obtermos o seu consentimento. 

Objetivo: Este estudo irá avaliar o desenvolvimento e medir algumas substâncias que 

podem estar no sangue de sua criança. Estas podem se associar à inflamação ou à proteção 

do sistema nervoso e podem ter relação com problemas do desenvolvimento do cérebro 

na primeira infância. Vocês foram convidados(as) a participar dessa pesquisa porque sua 

criança possui diagnóstico de paralisia cerebral, possui menos de três anos de idade, e 

está em acompanhamento na Associação Mineira de Reabilitação (AMR). 

Procedimentos: Caso você aceite que sua criança participe deste estudo, serão feitos os 

seguintes procedimentos: 

- Serão realizadas duas avaliações do desenvolvimento global de sua criança, através da 

avaliação Bayley III, com um intervalo de tempo de seis meses entre elas. A escala de 

Bayley é um instrumento de avaliação internacional, que identifica alterações do 

desenvolvimento em várias áreas (como motora, linguagem, social, emocional, de 

adaptação). Ela é composta por vários itens, sendo alguns testados pelo pesquisador, em 

outros o comportamento da criança será observado, e algumas perguntas serão feitas 

diretamente a você. O tempo gasto varia para cada criança, de 30 a 90 minutos. 

- Serão coletadas amostras de 3 ml de sangue da veia de sua criança, em dois momentos, 

com intervalo de tempo de seis meses entre eles. Estas amostras servirão para tentar 

identificar possíveis substâncias que se modificam no sangue em crianças que sofreram 
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paralisia cerebral e sua possível relação com o seu desenvolvimento. Estas amostras serão 

coletadas na AMR e enviadas para o laboratório na faculdade de Medicina da UFMG, 

onde serão processadas e avaliadas em conjunto com as das outras crianças participantes. 

Como estes exames ainda estão em fase de pesquisa, estes resultados não serão liberados 

individualmente. 

Riscos: A avaliação do desenvolvimento vai ocupar algum tempo seu e de sua criança, 

mas você é livre para parar a qualquer momento, se vocês estiverem incomodados. A 

interrupção não vai influenciar os cuidados oferecidos ao seu filho. Se algum item ou 

pergunta causar desconforto, por favor, informe o pesquisador, que estará disponível para 

fornecer as informações que você precisar. Se não for possível continuar a avaliação, esta 

será remarcada para uma data posterior. O procedimento de coleta de sangue pode, 

raramente, causar dor no local, formação de hematoma, infecção, lesão de uma artéria ou 

nervo. É importante ressaltar que esses riscos serão diminuídos pelo fato de as coletas 

serem realizadas por profissionais altamente capacitados, durante procedimentos 

programados para as crianças e com todos os cuidados necessários.  

Benefícios: A avaliação detalhada do desenvolvimento, realizada através do questionário 

Bayley, trará informações importantes que podem auxiliar na identificação de áreas de 

melhora ou necessidades específicas de sua criança, e podem ser utilizadas pela equipe 

de reabilitação. Os resultados desta avaliação serão entregues a você após o teste pelo 

pesquisador, e suas dúvidas em relação a estes resultados poderão ser tiradas a qualquer 

momento. Em relação aos exames laboratoriais, como estas substâncias ainda estão em 

estudo, estes resultados só serão avaliados em conjunto com os das outras crianças, e não 

haverá entrega destes resultados. Mas eles poderão ajudar a avaliar e promover o 

desenvolvimento de outras crianças no futuro. Se percebermos uma alteração 

significativa para a saúde do seu filho, ele será encaminhado para uma avaliação pela 

equipe de saúde.  

Confidencialidade: Os registros de participação neste estudo serão mantidos em segredo 

até onde é permitido por lei e todas as informações estarão restritas à equipe responsável 

pelo projeto. O pesquisador e, em certas, circunstâncias, o Comitê de Ética em 

Pesquisa/UFMG, poderão verificar e ter acesso aos dados confidenciais que identificam 

seu filho. Após o estudo, os resultados serão divulgados apenas para fins científicos, mas 

qualquer publicação dos dados não o identificará.  
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Desligamento: Você tem o direito de recusar ou deixar de participar deste estudo, em 

qualquer momento, sem nenhum prejuízo para você e/ou para sua criança, junto à 

Associação Mineira de Reabilitação. A participação no estudo não irá modificar o 

planejamento do acompanhamento de sua criança nesta unidade. 

Compensação: Você não receberá qualquer compensação financeira por sua participação 

no estudo.   

Contato com a Comissão de Ética: Durante o estudo, se você tiver qualquer dúvida em 

relação aos aspectos éticos da pesquisa, você pode entrar em contato com o pesquisador 

Rafael Magalhães (celular 98455-1767) ou com a Comissão de Ética, no telefone 3409-

4592, ou no endereço abaixo.  

Consentimento: Li e entendi as informações acima. Tive a oportunidade de fazer 

perguntas e todas as minhas dúvidas foram respondidas.  Este formulário está sendo 

assinado por mim de livre vontade, indicando que meu filho poderá participar do estudo 

até que eu decida o contrário, e recebi uma via desta autorização.   

Belo Horizonte, _____ de ___________________ de ______. 

Assinatura do responsável: _____________________________________ 

Assinatura do pesquisador: _____________________________________ 

Em caso de qualquer dúvida ou complicação, você poderá entrar em contato com os 

pesquisadores nos telefones informados a seguir. 

Pesquisadores responsáveis:  

Ana Cristina Simões e Silva – Médica: Fone: 3409-8073. Avenida Professor Alfredo 

Balena, 190/sala 281 - Centro, Belo Horizonte - MG, 30130-100 – acssilva@hotmail.com 

Janaina Matos Moreira – Médica: Fone: 3409-8073. Avenida Professor Alfredo Balena, 

190/sala 281 - Centro, Belo Horizonte - MG, 30130-100 – jajammoreira@gmail.com  

Rafael Coelho Magalhães – Terapeuta Ocupacional – Fone: 3304-1312/98455-1767. Rua 

Professor Otávio Coelho de Magalhães, 111. Belo Horizonte – MG, 30210-300. E-mail: 

rafa_to@hotmail.com 

COEP - Comitê de Ética em Pesquisa (UFMG) Fone: (31) 3409-4592; Endereço: Av. 

Antônio Carlos, 6627, Unidade Administrativa II - 2º andar - Sala 2005, Campus 

Pampulha Belo Horizonte, MG – Brasil, CEP 31270-901. E-mail: coep@prpq.ufmg.br 
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