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“E uma maneira completamente nova de pensar, observar e
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que é necessario e possivel para que ele possa ser funcional.
Nos ndao ensinamos o movimento, nés o tornamos possivel.”
(Bobath; Bobath, 1984).



RESUMO

A prematuridade constitui importante problema de saude publica, associada a maior
risco de alteragdes neuroldgicas, motoras e funcionais ao longo do desenvolvimento
infantil. Bebés prematuros apresentam maior vulnerabilidade a neuroinflamacéo e a
imaturidade do sistema nervoso central (SNC), impactando negativamente a
maturagcao cerebral. Nesse contexto, o acompanhamento precoce aliado a
intervengao terapéutica adequada torna-se essencial. O Conceito Neuroevolutivo
Bobath é amplamente utilizado na fisioterapia pediatrica para favorecer o
desenvolvimento motor e funcional, contudo, seus efeitos sobre marcadores
bioldgicos e sua interface com a fungdo neuroldégica em prematuros ainda sdo pouco
explorados. O objetivo foi analisar os efeitos do Conceito Neuroevolutivo Bobath sobre
marcadores inflamatorios, fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF),
componentes da sinalizagao purinérgica e fungao neuroldégica em bebés prematuros.
Este trabalho foi estruturado em dois manuscritos metodolégicos. O Manuscrito 1
corresponde a uma revisdo da literatura abordando a relacdo entre inflamacao,
sinalizagdo purinérgica e neurodesenvolvimento na prematuridade, destacando a
liberacdo de ATP extracelular, ativagdo do receptor P2X7, deficiéncia de acidos
graxos essenciais, aumento de citocinas pro-inflamatérias e reducdo da via
adenosinérgica mediada pelo receptor A2A, associadas a prejuizos na mielinizagéo e
conectividade neural. O Manuscrito 2 consiste em estudo piloto, prospectivo, de
braco unico, com delineamento quase experimental pré e pos-teste, realizado com 18
bebés prematuros com até 18 meses de idade. A fungao neurolégica foi avaliada por
meio do Exame Neuroldgico Infantil de Hammersmith (HINE) e amostras sanguineas
foram coletadas antes e apds a intervencado para analise de citocinas pré e anti-
inflamatorias, BDNF e componentes da sinalizagdo purinérgica. A intervengao
baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath foi conduzida ao longo de 12 semanas,
com duas sessbes semanais de 45 minutos. O periodo de coletas ocorreu de maio de
2025 a margo de 2026. Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk. As comparacdes entre os momentos pré e pds-intervencao foram
realizadas pelo teste t de Student pareado, e as associagdes entre as variaveis
clinicas e laboratoriais foram investigadas pela correlagdo de Pearson. Adotou-se
nivel de significancia de p<0,05. As analises foram realizadas no software GraphPad
Prism. A predominancia foi do sexo feminino, idade gestacional média de 31 semanas
e idade dos bebés na avaliacdo inicial de 5 meses. Os resultados demonstraram
aumento estatisticamente significativo do escore global do HINE apds a intervengao
(p<0,0001), acompanhado por melhora significativa em todas as se¢des avaliadas e
resolucdo completa das assimetrias neuromotoras observadas no periodo pré-
intervencao (p<0,0001). Em relagdo aos biomarcadores, verificou-se redugao
significativa da atividade da ADA (p=0,0004) e dos niveis de ATPe (p=0,0002).
Adicionalmente, foi identificada uma correlagao negativa significativa entre os escores
do HINE e os niveis de ATPe (r=-0,623; p=0,049), demonstrando que melhores
desfechos neuroldgicos estiveram associados a menores concentragoes de ATP
extracelular, estabelecendo uma relagao entre a recuperacéo funcional e a modulacao
da sinalizacdo purinérgica. A intervencao fisioterapéutica precoce baseada no
Conceito Neuroevolutivo Bobath promoveu melhora significativa da funcéo
neuroldégica em bebés prematuros, concomitante a redugdo da atividade da ADA e
dos niveis de ATPe. A associagao entre a melhora clinica e a modulagado desses
biomarcadores, especialmente a correlacdo negativa entre os escores do HINE e os
niveis de ATPe, fornece evidéncias de que a sinalizagdo purinérgica esta envolvida



nas adaptag¢des neurobiolégicas decorrentes da intervengéo precoce. Esses achados
ampliam a compreensdao dos mecanismos biolégicos associados a fisioterapia
neuroevolutiva e, de forma inédita, integram desfechos funcionais e biomarcadores
moleculares em bebés prematuros, destacando a ADA e o ATPe como potenciais
biomarcadores para o monitoramento da resposta terapéutica e abrindo novas
perspectivas para pesquisas translacionais na area do neurodesenvolvimento.

Palavras-chave: Prematuridade; Bobath; Marcadores Inflamatérios, Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro, Componentes da Sinalizagao Purinégica; Fungao
Neuroldgica Infantil.



ABSTRACT

Prematurity is a major public health concern and is associated with an increased risk
of neurological, motor, and functional impairments throughout child development.
Preterm infants are more vulnerable to neuroinflammation and central nervous system
(CNS) immaturity, which negatively affects brain maturation. In this context, early
follow-up combined with appropriate therapeutic intervention is essential. The Bobath
Neurodevelopmental Concept is widely used in pediatric physical therapy to promote
motor and functional development; however, its effects on biological markers and their
relationship with neurological function in preterm infants remain poorly understood.
The aim of this study was to analyze the effects of the Bobath Neurodevelopmental
Concept on inflammatory markers, brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
components of purinergic signaling, and neurological function in preterm infants. This
dissertation was structured into two methodological manuscripts. Manuscript 1
consists of a literature review addressing the relationship between inflammation,
purinergic signaling, and neurodevelopment in prematurity, highlighting extracellular
ATP release, P2X7 receptor activation, deficiency of essential fatty acids, increased
pro-inflammatory cytokine levels, and reduced adenosinergic signaling mediated by
the A2A receptor, all of which are associated with impaired myelination and neural
connectivity. Manuscript 2 consists of a prospective, single-arm pilot study with a
quasi-experimental pre—post design conducted in 18 preterm infants up to 18 months
of age. Neurological function was assessed using the Hammersmith Infant
Neurological Examination (HINE), and blood samples were collected before and after
the intervention to analyze pro- and anti-inflammatory cytokines, BDNF, and purinergic
system enzymes. The intervention based on the Bobath Neurodevelopmental Concept
was carried out over a 12-week period, with two 45-minute sessions per week. Data
collection took place from May 2025 to March 2026. Data normality was assessed
using the Shapiro—Wilk test. Pre- and post-intervention comparisons were performed
using the paired Student’s t-test, while associations between clinical and laboratory
variables were investigated using Pearson’s correlation. Statistical significance was
set at p<0.05. All analyses were performed using GraphPad Prism software. The
majority of participants were female, with a mean gestational age of 31 weeks and a
mean age of 5 months at the initial assessment. The results demonstrated a
statistically significant increase in the global HINE score following the intervention
(p<0.0001), accompanied by significant improvements across all assessed sections
and complete resolution of the neuromotor asymmetries observed during the pre-
intervention period (p<0.0001). Regarding the biomarkers, a significant reduction in
ADA activity (p=0.0004) and extracellular ATP (eATP) levels (p=0.0002) was
observed. Additionally, a significant negative correlation was identified between HINE
scores and eATP levels (r=-0.623; p=0.049), demonstrating that better neurological
outcomes were associated with lower extracellular ATP concentrations and
establishing a relationship between functional recovery and modulation of purinergic
signaling. Early physiotherapeutic intervention based on the Neurodevelopmental
Treatment (NDT) Bobath Concept significantly improved neurological function in
preterm infants, concomitantly with reductions in ADA activity and eATP levels. The
association between clinical improvement and modulation of these biomarkers,
particularly the negative correlation between HINE scores and eATP levels, provides
evidence that purinergic signaling is involved in the neurobiological adaptations
resulting from early intervention. These findings broaden the understanding of the
biological mechanisms associated with neurodevelopmental physiotherapy and, for



the first time, integrate functional outcomes and molecular biomarkers in preterm
infants, highlighting ADA and eATP as potential biomarkers for monitoring therapeutic
response and opening new perspectives for translational research in the field of
neurodevelopment. Early physiotherapeutic intervention based on the
Neurodevelopmental Bobath Concept promoted significant improvements in
neurological function in preterm infants, concomitant with reductions in ADA activity
and eATP levels. The association between clinical improvement and the modulation of
these biomarkers, particularly the negative correlation between HINE scores and eATP
levels, represents an innovative finding and provides evidence that purinergic signaling
is involved in the neurobiological mechanisms underlying functional recovery induced
by early intervention. To the best of our knowledge, this is the first study to integrate
clinical outcomes and molecular biomarkers in preterm infants, strengthening the
hypothesis that ADA and, especially, eATP are promising biomarkers for monitoring
therapeutic response. These findings expand the current understanding of the
biological mechanisms underlying early neuroplasticity and open new perspectives for
translational research aimed at developing biomarker-guided therapeutic strategies in
the field of neurodevelopment.

Keywords: Prematurity; Bobath; Inflammatory Markers, Brain-Derived Neurotrophic
Factor, Purinergic Signaling Components; Infant Neurological Function.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1 — Integracdo entre estimulo sensorio-motor, modulagdo autonémica e
neuroplasticidade em bebés nascidos prematuros: modelo conceitual aplicado ao
Conceito Neuroevolutivo Bobath ..............uueeiiiiiiii i 6

Figura 2 — Fluxograma da Composicado da Amostra ............cooevvviiiiiiiiciiieee e 39



ABCD'’s
ADP
ATP
ATPe
AMP
ADO
ADA
AVC
BDNF
CBA
EDTA
ENPPs
ENDases
GMFCS
HINE

IFN-y
OMS
nM
ng/mi
nmol
PC
pg/ml
pH
PRP
RNM
SNC
SNP
SC
TCA
TCLE
TNF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alinhamento; Base de Suporte; Centro de Massa; Dissociagao e Simetria
Adenosina Difosfato

Adenosina Trifosfato

Adenosina Trifosfato Extracelular

Adenosina Monofosfato

Adenosina

Adenosina Deaminase

Acidente Vascular Cerebral

Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro
Cytometric Bead Attay

Acido Etilenodiaminotetracético
Ectonucleotideo Pirofosfato/Fosfodiesterases
Ectonucleotideo Disfosdiesterases

Escala de Classificacdo da Funcao Motora Grossa
Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith
Interleucinas

Interferon Gama

Organizagao Mundial da Saude

Nanémetro

Nanogramas por Milimetro

Nanomol

Paralisia Cerebral

Picograma por Milimetros

Potencial Hidrogenidnico

Preparacao do Plasma Rico em Plaquetas
Ressonancia Nuclear Magnética

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico

Santa Catarina

Acido Triclorocético

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Fator de Necrose Tumoral



UFFS Universidade Federal da Fronteira Sul
U Unidade Internacional
U/mg Unidade Internacional por Miligrama

ML Microlitro



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.2

4.3

4.3.1
4.4

4.4.1
4.4.2
4.5

4.5.1
4.5.2
4.5.3

4.5.3.1
4.5.3.2
4.5.4
4.5.5

SUMARIO

INTRODUGAO.........coiiririrereeesesessessessessessessessessessssasssssssssssssssssssssesssnes 1
(01 1 I Y0 5
OBUETIVO GERAL ... 5
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiie e, 5
FUNDAMENTAGAOQ TEORICA........coeeeerirreneirrees e e sss s sse s e sssnsnes 6
PREMATURIDADE .......ooutttiiiiiiiiiiieieiiiiirieseeaeeaaeeeasaesssssaassnsasnensnnssssnnnnsnnnnne 7
ACOMPANHAMENTO DO BEBE NASCIDO PREMATURO..................... 10
EXAME NEUROLOGICO INFANTIL DE HAMMERSMITH.........c..cccoce..... 13
CONCEITO NEUROEVOLUTIVO BOBATH ..o, 17
COMPONENTES DA SINALIZACAO PURINERGICA .......ccocoveveeiennn 24
MARCADORES INFLAMATORIOS ........covoiieeeieeeeeeeeee e 26
FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO..........ccccvevevnee. 29
METODOLOGIA........coooeieeeeeeeieeneeeeeeeeerenesnsessssssssssssssssssssnsssssssnsnnnsssnnnnnnnnns 33
DELINEAMENTO METODOLOGICO DA REVISAO DE LITERATURA ...33
Estratégias de Busca e Fonte dos Dados.............cccmmmrremenncciinninnnnnnennns 33
Critérios de INclus@o € EXCIUSA0.........ccovviiiiiiiiininn s 34
Procedimento de Analise e Integragao dos Dados.......ccc..ccccevrrrreeeeee. 34
DELINEAMENTO METODOLOGICO DO ESTUDO EXPERIMENTAL ....35
CUIDADOS ETICOS......ciioieiiiiieieieiee sttt 38
Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa ...........cceeeereruceesierucsnnanns 38
AMOSTRA ESTUDADA ...ttt e e e 38
Recrutamento e Caracterizagdao da Amostra..........ccccvremencciiiiiinnnnnenns 38
Critérios de Inclusao € EXCIUSE0.......ccceeeeecciiiiiiiiinreeesss e 39
PROCEDIMENTO PARA A COLETA DOS DADOS..........cuuuuiiiiiiiniiinnnnns 40
Coleta e Processamento das Amostras de Sangue...........cccccceeeenneeee. 40
Parametros Analisados ........cccueeeeeeiiiiniiiiinnres s 40

.................................................................................................................. 40
ENSaios ENZIMALICOS..........ccoeeeeeeeee e 40
INIVEIS A ATPE ...ttt a e e e e e eeanaes 41
Citocinas Pro e Anti-inflamatoérias ........ccccccccoiiiimmmmiicccciirrree, 41
Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro..........ccccvmmmmmmmmmmmmnennnnnsnnnnnnnnn 41



4.5.6 Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith..........cccceeeecciiiiiiinnnneee. 42

4.6 INTERVENCOES FISIOTERAPEUTICAS ......coeveeeceeeeeeeeeee e, 44
4.7 ANALISES ESTATISTICAS ...ttt 45
5 RESULTADOS ......cooeiieeieeeeeeeeemmeeeeeesnsssnsssssssssssnnssssssssssssnsssnsssssssssssssnnnnnnns 47
51.1 11 T LU= o2 o R 47
= 25 I - X O 49
1. INTRODUCGTION ... s ssssnsnnns 50
2, PREMATURITY AND NEURODEVELOPMENT ........coovmmmmmmmmmrmmmerenennnnnnns 51
3. NEONATAL SYSTEMIC INFLAMMATION: MECHANISMS AND
BIOMARKERS .........coooiiimiiiimimmninnieneneseensssssssssssssssssssssssssss s s s s s s ssssssnssnnnns 55
PURINERGIC RECEPTORS AND INFLAMMATION.........coevmmmmmmmmmmmmnnnnnns 58
INTERCONNECTIONS BETWEEN PREMATURITY, INFLAMMATION,
AND THE PURINERGIC SYSTEM........ccooiiiiieieeeereeeeeeeeeesesssesesesssssssssssnnne 61
6. CLINICAL IMPLICATIONS AND THERAPEUTIC PERSPECTIVES....... 66
7. CONCLUSION. ... . s e e s e 73
8. REFERENCES ........cooommiieeeieeeeemeeeeeerseneesesessssssnssssssssssssssssssnsssssnssssssnnsnnnnns 74
9. DECLARATION OF GENERATIVE Al AND AI-ASSISTED
TECHNOLOGIES IN THE WRITING PROCESS............ccccciiiiiiiiiiiininnnn, 84
5.1.2 ManUSCIItO 2. 85
RESUMO ... s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnnnnnn 85
= E S I 3 Y O R 86
Graphical ADSEract ...........co oo e e e 87
11 o o 11 o= ' 87
Materiais € MEtodOos ... e 89
Intervengodes através do Conceito Neuroevolutivo Bobath..................ccoevrrnneeee. 90
Exame Neurolégico Infantil de Hammesmith...........cooeeeeceiiiiiiiiinicccceeee e, 91
Enzimas do Sistema PurinérgicCo........cccceemeccciiiiiiicrccceccccc s s s ennnas 92
Niveis de ATP Extracelular.............ciiiiiiiirrress s 93
Citocinas Pro e Anti-inflamatoérias............cccooviimmmiiicccciiirrc s 93
Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro............ccccciiiiiininnnnnnnnnssnnssnnnnns 93
Analises EstatistiCas..........couvvrimiimiiiiiimiiiicicisere e 93
=T W] § 2= Vo Lo 94
Caracterizagao da Amostra.........ccccviiiiiii 94

Exame Neuroldégico Infantil de Hammesmith...........coceeeceiiiiiiiiiiccccceeeeeeeees 94



Enzimas do Sistema PurinérgiCo........cccceeeiiiiiiiiiiisriceccsss s s s sssssssssss s e s s e s snnnnas 96
Niveis de ATP Extracelular..........ccccociiiiiiiniinnnnnnssssssssssses 97

Correlagao das Variaveis. ... 98
[ 1 ST o2 == Lo 99
CONCIUSA0 ... ———— 103
REfEréNCIaS ... ..o s 103
6 CONCLUSAD.........coieeetereecresaesaesaessesaesaessessessessessessessessessesssssssssssssssssens 108

REFERENCIAS ..ottt s s sesesesesesesesesesasanenes 110

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido......... 122

ANEXO A — Parecer Consubstanciado do CEP ........cc.ccoeuvemienirenrnnnen 134



1 INTRODUGAO

A prematuridade € definida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como
0 nascimento ocorrido antes de 37 semanas completas de gestagao ou antes de 259
dias a partir do primeiro dia do ultimo periodo menstrual (Vogel et al., 2018). Do ponto
de vista epidemioldgico, essa condigdo pode ser classificada em prematuridade
extrema (menos de 28 semanas), muito prematura (entre 28 e 32 semanas) e
prematuridade moderada a tardia (entre 32 e 36 semanas de gestagao), categorias
que refletem diferentes graus de imaturidade bioldgica e risco ao desenvolvimento
(Harrison; Goldenberg, 2016; Vogel et al., 2018).

Nesse contexto, a prematuridade consolidou-se como a principal causa de
mortalidade neonatal no mundo e a maior causa de mortalidade infantil até os cinco
anos de idade. Estudos epidemiolégicos recentes estimam que cerca de 13,4 milhdes
de bebés nasceram prematuramente em 2020, correspondendo a aproximadamente
9,9% de todos os nascimentos mundialmente. Esses dados demonstram que, apesar
dos avangos em cuidados neonatais, as taxas de prematuridade ndo apresentaram
reducdo significativa na ultima década (Bradley et al., 2025). Dados recentes
evidenciam ainda importantes desigualdades étnico-raciais e socioecondmicas
associadas as taxas de prematuridade, como observado nos Estados Unidos, onde,
em 2020, a taxa de nascimento prematuro foi de 10,2%, alcangando 13,8% entre
mulheres negras, além de representar um custo estimado de 26 bilhdes de dolares
anuais em cuidados de saude neonatal (Zierden et al., 2021). No contexto brasileiro,
0 pais apresenta taxas de prematuridade superiores a média global (~11-12%), com
estimativas de 340 mil nascimentos prematuros por ano, evidenciando a necessidade
de politicas publicas e intervengdes perinatais mais eficazes (Victor et al., 2025).

Além do impacto sobre mortalidade, a prematuridade impde uma expressiva
carga de morbidade ao longo do ciclo de vida. Conforme destacado por Harrison e
Goldenberg 2016, essa carga ndo se limita a desfechos clinicos objetivos, mas
engloba repercussdes psicossociais, econémicas e funcionais que afetam ndo apenas
o bebé, mas também a familia e a sociedade. Entre os principais fatores associados
ao aumento das taxas de parto prematuro destacam-se a desigualdade
socioecondmica, questdes ético-raciais, 0 aumento da idade materna, o uso de
tecnologias de reproducgéo assistida, gestagées multiplas, além do crescimento das

taxas de indugéo pré-termo e cesarianas (Frey et al., 2006; Oliveira et al., 2013).



Como consequéncia direta dessa condi¢cdo, bebés nascidos prematuros
apresentam maior risco de desfechos adversos ao longo da vida, incluindo paralisia
cerebral, déficits cognitivos e de aprendizagem, disturbios visuais e maior
predisposi¢cao ao desenvolvimento de doengas crénicas na idade adulta (Harrison;
Goldenberg, 2016). Esses riscos sao potencializados pela exposi¢ao precoce a
fatores iatrogénicos inerentes ao cuidado intensivo neonatal, como separagao
materna prolongada, permanéncia em incubadoras, ventilagdo mecéanica, uso de
farmacos e estimulos sensoriais excessivos, os quais podem interferir negativamente
na maturacao neuroldgica (Zerberto; Cortelo; Filho, 2015).

Do ponto de vista funcional, essa populagao tende a apresentar escores globais
mais baixos em instrumentos de avaliacdo do desenvolvimento neuropsicomotor.
Estudos demonstram que bebés prematuros apresentam desempenho inferior em
testes neurolégicos padronizados, como o Exame Neurologico Infantil de
Hammersmith (HINE), reforcando a necessidade de monitoramento sistematico e
intervengao precoce (Cao; Huang, 2022).

Nesse cenario, o HINE destaca-se como uma ferramenta clinica validada,
recomendada por diretrizes internacionais para a detecgcdo precoce de paralisia
cerebral, mesmo na auséncia de achados em exames de neuroimagem,
especialmente em bebés com menos de cinco meses de idade. Sua aplicacido permite
estimar o tipo e a gravidade do comprometimento motor, bem como prever desfechos
funcionais, como a capacidade de sentar e andar de forma independente,
apresentando elevada validade e confiabilidade clinica (Pietruszewski et al., 2021;
Romeo et al., 2020).

Associada a avaliagao precoce, a intervencgao terapéutica assume papel central
na modulagdo do neurodesenvolvimento de bebés nascidos prematuros. Entre as
abordagens amplamente utilizadas na fisioterapia pediatrica, destaca-se o Conceito
Neuroevolutivo Bobath, que parte do pressuposto de que o sistema nervoso central
possui capacidade de reorganizagao e aprendizagem a partir de estimulos sensério-
motores adequados (Bobath; Bobath, 1984). Essa abordagem direciona-se a
facilitagcdo de padrdes motores mais eficientes, a inibicdo de movimentos atipicos e a
promocgao da funcionalidade, respeitando os principios do controle motor e da
neuroplasticidade (Bobath, 1984; Mancini et al., 2002; Pagnussat et al., 2013).

Apesar de sua ampla aplicagao clinica e dos beneficios ja descritos sobre o

desempenho motor e funcional, observa-se que os efeitos do Conceito Neuroevolutivo



Bobath sobre mecanismos biologicos subjacentes ao neurodesenvolvimento ainda
permanecem inexplorados. Evidéncias recentes apontam que bebés prematuros
apresentam um sistema imunolégico imaturo e desregulado, com predominio de
respostas pro-inflamatadrias, liberagao exacerbada de citocinas e menor eficiéncia de
mecanismos imunorregulatorios, fatores que podem contribuir para a neuroinflamacgao
e para prejuizos na maturagdo do sistema nervoso central (Humberg et al., 2020;
Kuban et al., 2017).

Paralelamente, a sinalizagdo purinérgica tem emergido como um importante
modulador das respostas inflamatérias e da comunicagao celular no sistema nervoso.
Alteracoes nesse sistema, caracterizadas pelo aumento da liberacdo extracelular de
adenosina trifosfato (ATP), com efeito pré-inflamatério e reducédo da acédo da
adenosina, de perfil anti-inflamatoério, tém sido associadas a diversos processos
patoldgicos, incluindo aqueles relacionados a prematuridade (Cardoso et al., 2021).
Esses mecanismos tornam-se particularmente relevantes quando analisados em
conjunto com enzimas reguladoras, como a adenosina desaminase (ADA), expressa
em linfocitos, cuja atividade reflete o equilibrio entre inflamagao e imunorregulacao.

Adicionalmente, a modulacéo da resposta inflamatéria, intervengdes baseadas
em estimulos motores também podem favorecer processos de neuroplasticidade
mediados pelo fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Esse neurotrofino
desempenha papel fundamental na sobrevivéncia neuronal, na diferenciagcdo e na
plasticidade sinaptica, contribuindo para o desenvolvimento e a maturagao de circuitos
motores e cognitivos. Alteragdes em seus niveis tém sido associadas tanto a
processos inflamatodrios quanto a intervengdes terapéuticas baseadas em estimulos
motores e ambientais (Petti; Lang; Woo, 2005).

Apesar dos avangos na compreensdo dos mecanismos envolvidos no
neurodesenvolvimento de bebés prematuros e dos beneficios atribuidos as
intervencgdes fisioterapéuticas precoces, permanece uma importante lacuna na
literatura quanto a investigacao integrada de desfechos clinicos e biomarcadores
associados a resposta terapéutica. Até o momento, ndo foram identificados estudos
que tenham avaliado simultaneamente a fungdo neuroldgica, marcadores
inflamatdrios, componentes da sinalizagao purinérgica e o BDNF em bebés nascidos
prematuros submetidos a uma intervengdo baseada no Conceito Neuroevolutivo
Bobath. Nesse contexto, o presente estudo apresenta carater inovador ao integrar a

avaliacdo neurolégica por meio do HINE, instrumento amplamente validado e



reconhecido internacionalmente para a avaliagao neuroldgica de bebés, com a analise
de marcadores bioldgicos relacionados a neuroinflamacgao, neuroplasticidade e
sinalizagao purinérgica. Essa abordagem multidimensional confere maior robustez a
investigacao, ao possibilitar que as mudangas clinicas observadas sejam analisadas
em conjunto com potenciais mecanismos bioldgicos subjacentes a intervencao,
conferindo maior relevancia cientifica ao estudo e contribuindo para o fortalecimento
das evidéncias que sustentam a intervencao fisioterapéutica precoce em bebés

prematuros.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do Conceito Neuroevolutivo Bobath nos marcadores

inflamatorios, BDNF, componentes da sinalizagéo purinérgica e fungdo neuroldgica

de bebés nascidos prematuros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Avaliar a funcéo neuroldgica infantil pré e pés-intervencao de bebés nascidos
prematuros;

Avaliar a atividade das enzimas linfocitarias envolvidas na sinalizagao
purinérgica, relacionadas ao metabolismo de ATP, ADP e AMP, bem como a
ADA e os niveis de ATPe, nos periodos pré e pos-intervengdo em bebés
nascidos prematuros;

Mensurar a concentracao dos marcadores inflamatérios IL-10, IL-4, IL-6, IL-2,
TNF e IFN-y pré e pos-intervencgao de bebés nascidos prematuros;

Analisar o BDNF pré e pos-intervencéo de bebés nascidos prematuros;
Correlacionar o perfii dos mediadores imuno-inflamatérios, BDNF,
componentes da sinalizagdo purinérgica e a fungdo neurolégica infantil de
bebés nascidos prematuros pré e pos-intervengao;

Compreender sobre a relacdo entre prematuridade, inflamacao sistémica

neonatal e o papel do sistema purinérgico no neurodesenvolvimento.



3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Ao longo desta dissertagao foi construida uma sequéncia légica que integra os
conhecimentos apresentados na revisdo da literatura com a investigagao
experimental desenvolvida. A Figura 1 sintetiza e integra os principais processos
biolégicos envolvidos no desenvolvimento neuroldgico de bebés nascidos prematuros
e o0s potenciais mecanismos de acao do Conceito Neuroevolutivo Bobath.
Considerando que a prematuridade esta associada a imaturidade do sistema nervoso
central, a desregulacido da resposta inflamatoria e a alteragbes nos mecanismos de
neuroplasticidade, propde-se que o estimulo sensério-motor promovido pelo
manuseio terapéutico seja capaz de desencadear respostas neurofisioldgicas desde
a ativacao de mecanorreceptores periféricos até a modulagdo do sistema nervoso
autdbnomo, especialmente por meio da via vagal. Essa integracdo pode influenciar
mecanismos relacionados a sinalizagdo purinérgica, a resposta inflamatéria e aos
processos de plasticidade neuronal, envolvendo biomarcadores como ATP
extracelular (ATPe), adenosina desaminase (ADA), citocinas inflamatérias e fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). Em conjunto, esses eventos podem
contribuir para a organizagao funcional do sistema nervoso em um periodo de elevada
plasticidade cerebral, refletindo-se no desenvolvimento neuroldgico e motor, avaliado
por instrumentos padronizados, como o Hammersmith Infant Neurological
Examination (HINE). Dessa forma, o modelo apresentado reune os principais eixos
tedricos explorados ao longo desta dissertacéo e ilustra as possiveis interagdes entre
a intervencao fisioterapéutica precoce, os mecanismos bioldgicos e os desfechos
funcionais investigados, constituindo a base conceitual para as hipoteses testadas

neste estudo.



Atuacao do Conceito Bobath na Modulagdo da Neuroplasticidade
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Figura 1 - Integracéo entre estimulo sensoério-motor, modulagdo autonémica e neuroplasticidade em
bebés nascidos prematuros: modelo conceitual aplicado ao Conceito Neuroevolutivo Bobath — O
manuseio terapéutico baseado no Conceito Neuroevolutivo Bobath atua como estimulo sensério-motor
capaz de ativar mecanorreceptores periféricos e modular o sistema nervoso autdnomo via nervo vago.
Esse processo pode influenciar a sinalizagdo purinérgica e a resposta inflamatéria, reduzindo ATP
extracelular e citocinas pro-inflamatodrias, refletindo-se na diminuicdo da ADA, niveis de ATPe e
aumento do BDNF. Como consequéncia, observa-se potencial efeito neuroprotetor e melhora do
desempenho motor avaliado pelo HINE. Fonte: Elaborado pelos autores, com base no Biorender, 2026.

3.1 PREMATURIDADE

O nascimento (ou seja, o nascimento antes de 37 semanas de gestacionais)
representa um grande problema de saude global com uma prevaléncia de 11% em
todo o mundo (Chawanpaiboon et al., 2019; Howson et al., 2013). Cerca de 10% das
gestacdes envolvem parto prematuro e sua incidéncia esta aumentando nos paises
desenvolvidos (Blencowe et al., 2012; Vogel et al., 2018).

Na Valénia (regiao meridional da Bélgica), por exemplo, em 2022, 8% dos
nascimentos foram prematuros (< 37 semanas de gestacionais), incluindo 1% de
prematuridade precoce (< 32 semanas de gestacionais) e extrema (< 28 semanas de
gestacionais) (Schinz et al., 2023; Warnier et al., 2024). As complicagdes relacionadas
ao parto prematuro configuram-se como a principal causa de morte em criancas
menores de cinco anos, sendo responsaveis por cerca de 1 milhdo de &bitos
neonatais anuais, com impacto expressivo na mortalidade neonatal e na carga global
de doenca. Apesar dos avangos em politicas globais e maior visibilidade do tema na

ultima década, as taxas globais de prematuridade permaneceram praticamente



inalteradas entre 2010 e 2020, evidenciando estagnagdo na prevengao e no
enfrentamento do problema (World Health Organization, 2023).

Além da elevada mortalidade, a prematuridade esta associada a repercussdes
em longo prazo, incluindo déficits no neurodesenvolvimento, alteragdes respiratorias
e maior risco de incapacidades ao longo da vida, impactando individuos, familias e
sistemas de saude Eves et al., 2021; Wolke et al., 2019). Esse risco aumenta com a
idade gestacional precoce ou menor peso ao nascer (D'Onofrio et al., 2013; Nosarti et
al., 2012; Saigal; Doyle, 2008). O World Health Organization 2023 destaca ainda a
necessidade de fortalecer os sistemas de informacao, qualificar o cuidado pré-natal,
o parto e a assisténcia ao recém-nascido pequeno e doente, bem como integrar agoes
intersetoriais alinhadas aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, visando
reduzir a carga da prematuridade e promover melhores desfechos ao longo do curso
de vida.

A prematuridade afeta cerca de 1 em cada 10 pessoas em todo o mundo. Na
Valbnia (regidao meridional da Bélgica), por exemplo, em 2022, 8% dos nascimentos
foram prematuros (< 37 semanas de gestacionais), incluindo 1% de prematuridade
moderada (< 32 semanas de gestacionais) e extrema (< 28 semanas de gestacionais)
(Schinz et al., 2023; Warnier et al., 2024). Esta associado a um risco maior de efeitos
adversos a longo prazo, especialmente déficits neurocognitivos duradouros (Eves et
al., 2021; Wolke et al., 2019). Esse risco aumenta com a idade gestacional precoce
ou menor peso ao nascer (D'Onofrio et al., 2013; Nosarti et al., 2012; Saigal; Doyle,
2008).

Os cérebros de recém-nascidos prematuros sao particularmente vulneraveis a
eventos adversos relacionados ao parto prematuro, como hipdxia-isquemia,
neuroinflamacdo, hemorragia cerebral e/ou estresse perinatal, que podem causar
desenvolvimento cerebral inadequado. Esse desenvolvimento cerebral aberrante
persistente &, por exemplo, demonstrado por achados de estrutura e fungao cerebral
alteradas durante a infancia, adolescéncia e inicio da idade adulta (Back et al., 2002;
Hasle et al., 2019; Hedderich et al., 2020; McClendon et al., 2017).

O unico estudo de imagem molecular de neurotransmissao na pré-maturagao
humana até agora, um estudo em adultos nascidos prematuros, encontrou uma
reducdo na sintese e armazenamento de dopamina estriatal associado a leséo
cerebral perinatal (Froudist-Walsh et al., 2017). Esses resultados sugerem que a

neurotransmissao dopaminérgica pode ser alterada na prematuridade humana. Como



o sistema dopaminérgico € um fator importante para o funcionamento e desempenho
cognitivo individual, desvios de um nivel ideal podem levar a déficits cognitivos, a
neurotransmissdo dopaminérgica alterada induzida pela prematuridade pode estar
associada a deficiéncias neurocognitivas em individuos prematuros (Cools et al.,
2008).

A prematuridade é a principal causa de mortalidade neonatal e continua
associada a um risco aumentado de mortalidade e morbidade (especialmente
respiratoria e neurolégica) na infancia, constituindo uma grande questdo de saude
publica. Os confinamentos associados a epidemia de COVID-19 foram associados a
uma reducao na natalidade, mas também na prematuridade. A causa é certamente
multifatorial: redug¢ao do trabalho pesado e do deslocamento, redugcao da circulacéo
de virus comuns e da polui¢gao do ar (Warnier et al., 2024).

Bebés nascidos muito prematuros (nascidos < 32 semanas) correm maior risco
de desenvolver déficits motores em comparagdo com seus pares nascidos a termo.
Aproximadamente 4% dos bebés nascidos muito prematuros desenvolvem Paralisia
Cerebral (PC) mais tarde na infancia, enquanto déficits motores leves a moderados
ocorrem em outros 40% a 50% das criangas (George et al., 2021; Howard et al., 2023).

Estudos sobre a identificacdo precoce de déficits motores em bebés com
diferentes idades gestacionais ao nascer, de bebés nascidos muito prematuros a
bebés nascidos moderados a prematuros tardios, concentraram-se principalmente na
avaliacdo de anormalidades cerebrais usando ultrassom craniano ou ressonancia
nuclear magnética (George et al., 2018; Ricci et al., 2008).

A associacado frequente com sequelas, como PC, déficits sensoriais e
deficiéncia intelectual destaca a necessidade de identificagdo precoce de bebés com
0 maior risco para um resultado adverso do neurodesenvolvimento ou para aqueles
que podem nao desenvolver grandes sequelas do neurodesenvolvimento, mas ainda
podem mostrar trajetérias precoces do neurodesenvolvimento sutiimente diferentes
(Younge; Goldstein; Cotten, 2017; Romeo et al., 2016; Spittle et al, 2018).

O desenvolvimento neurolégico de bebés nascidos prematuros durante os
primeiros meses de vida tem sido amplamente estudado em bebés com lesbdes
cerebrais ou, mais geralmente, com maior risco de desenvolver um resultado atipico
(Romeo et al., 2016; Romeo et al., 2020). Bebés nascidos prematuros podem ter

problemas de neurodesenvolvimento a longo prazo, principalmente apdés



encefalopatia hipoxica-isquémica, leucomalacia periventricular cistica e hemorragia
intraventricular (Hadders-Algra et al., 2017).

Dessa forma, os desfechos neuroldgicos adversos associados a prematuridade
nao podem ser compreendidos isoladamente, uma vez que estao intrinsecamente
relacionados a um ambiente inflamatoério sistémico e cerebral persistente. A
imaturidade imunolégica do recém-nascido prematuro favorece respostas pro-
inflamatdrias exacerbadas, caracterizadas pelo aumento da liberagdo de citocinas
como Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucina (IL-1B) e Interleucina (IL-6),
associadas a ativagao da microglia e a lesdo da substancia branca, comprometendo
processos essenciais como a mielinizagdo e a conectividade neural (Kuban et al.,
2017; Galinsky et al., 2018; Paton et al., 2018).

Nesse cenario, evidéncias indicam que a inflamagao neonatal esta intimamente
ligada a alteragdes nos componentes da sinalizacdo purinérgica, uma vez que o
aumento da liberacdo de ATP extracelular em situagdes de estresse celular e hipdxia
atua como potente sinal pro-inflamatério, amplificando a resposta imune, enquanto a
reducdo da via adenosinérgica compromete mecanismos regulatorios e anti-
inflamatorios (Burnstock; Arnett; Orriss, 2013). Assim, o desequilibrio entre os eixos
inflamatorio e purinérgico emerge como um mecanismo central na fisiopatologia da
prematuridade, estabelecendo a base tedrica para a compreensao dos marcadores
inflamatorios e dos componentes da sinalizagao purinérgica como alvos relevantes na

investigacado do neurodesenvolvimento e das intervengdes terapéuticas precoces.

3.2 ACOMPANHAMENTO DO BEBE NASCIDO PREMATURO

O prognostico do neurodesenvolvimento é influenciado por muitos fatores,
incluindo sexo, origem étnica, hipotrofia, morbidade neonatal (displasia
broncopulmonar, sepse, enterocolite)) mas também fatores ambientais
(socioecondémicos, educacgao parental). Estes sdo cada vez mais destacados como
determinantes do progndstico a longo prazo e devem ser incluidos no estabelecimento
do perfil de vulnerabilidade (Linsell et al., 2015; McGowan; Vohr, 2019).

Em combinagdo com a otimizagdo dos cuidados gerais, os programas de
cuidados de desenvolvimento demonstraram beneficios na estabilidade fisioldgica
imediata, no ganho de peso, na duracdo da estadia em neonatologia e no

neurodesenvolvimento a curto e médio prazo. Esses programas visam proteger os
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bebés prematuros de estimulos sensoriais inadequados, alterando o ambiente das
unidades de terapia intensiva neonatal e a organizagdo dos cuidados, a fim de
respeitar o ritmo de sono e a tolerancia ao cuidado da crianca (Warnier et al., 2024).

O envolvimento ativo dos pais no cuidado (visitas 24 horas por dia, contato pele
a pele, participagcao nos cuidados) traz beneficios no desenvolvimento da crianga, no
estabelecimento do vinculo pai-filho e no estado emocional dos pais (Soleimani et al.,
2020).

Diferentes abordagens terapéuticas também preconizam um enriquecimento
sensorial adaptado (musica, canto, leitura), com possiveis beneficios na estabilidade
dos parametros fisioldgicos, o neurodesenvolvimento da crianga e o estresse parental
(Carvalho et al., 2019).

Apos a saida da neonatologia, atencdo especial deve ser dada ao
desenvolvimento (motor, cognitivo, linguistico). Na Bélgica por exemplo, o
acompanhamento multidisciplinar é oferecido a criangas nascidas menos de 32
semanas gestacionais e/ou menor de 1.500 g. Este programa permite a triagem
sistematica de disturbios do desenvolvimento por até 6 anos, a fim de apoiar as
aquisicdes dessas criangas vulneraveis e lidar com as dificuldades existentes para
limitar ao maximo o impacto funcional (Warnier et al., 2024).

No Brasil, 0 acompanhamento do bebé nascido prematuro é estruturado apos
a alta hospitalar, com seguimento sistematico e multiprofissional na Atengao Primaria
a Saude e, quando necessario, em ambulatoérios especializados de recém-nascidos
de risco. O acompanhamento envolve monitoramento do crescimento com uso da
idade corrigida, avaliagao periédica do desenvolvimento, vigilancia nutricional, suporte
ao aleitamento materno, atualizacdo do calendario vacinal e realizagdo de triagens
auditiva e visual. Documentos mais recentes reforcam ainda a importancia da
estratificacao de risco, da continuidade do cuidado em rede e da identificagao precoce
de sinais de atraso para encaminhamento oportuno as intervengdes especializadas,
incluindo a fisioterapia, favorecendo a plasticidade neural e melhores desfechos
funcionais ao longo da infancia, porém ainda sem especificacbes de instrumentos
padronizados (BRASIL, 2023; SBP, 2024).

A avaliagdo neuroldgica € uma das ferramentas clinicas mais utilizadas para
monitorar o desenvolvimento de bebés nascidos prematuros de deficiéncias
neurolégicas (Novak et al., 2017; Romeo et al., 2016). A maioria dos estudos

cientificos esta ligada a avaliagdo do desenvolvimento global e a aquisicdo de
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habilidades motoras, cognitivas, linguisticas e socioemocionais (Bodeau-Livinec et al.,
2013). No entanto, estudos sobre avaliagdes neurologicas que levam ao diagnostico
precoce sao essenciais, permitem o acesso oportuno a intervengao em um periodo
em que os maiores ganhos sao possiveis devido a neuroplasticidade (Bosanquet et
al., 2013).

O procedimento de acompanhamento de bebés nascidos prematuros, requer
uma abordagem ampla para detectar problemas de neurodesenvolvimento
precocemente (Cheong et al., 2012). Um dos principais problema que requer detec¢ao
precoce € a PC, que esta associada a dificuldades de neurodesenvolvimento (Stittle
et al., 2015). Uma combinacdo de métodos mostrou altas taxas de validade preditiva
para o diagnéstico precoce de PC, como a ressonancia nuclear magnética (RNM),
Avaliacdo Geral Qualitativa de Movimento de Prechtl e o HINE (Byrne et al., 2017;
Novak et al., 2017).

Programas de acompanhamento infantili de bebés nascidos prematuros,
fornecem orientagao para o encaminhamento de bebés para intervencdes precoces
(Fjortoft et al., 2017; Romeo et al., 2016). Em tais programas, o HINE provou ser bem-
sucedido na previsdo de fungbes locomotivas/motoras grossas em pré-termos com
um provavel diagnostico de PC, ou em bebés de 3 a 14 meses diagnosticados com
encefalopatia hipdxica-isquémica (Novak et al., 2017). No estudo de Adiguzel e seus
colaboradores 2022, identificou-se uma pontuagédo do HINE de menos 73 aos 6, 9 e
12 meses como um risco para o desenvolvimento de PC. Frisone e seus
colaboradores 2002, que descobriram que as pontuag¢des do HINE menores de 64 de
9 a 18 meses de idade em bebés nascidos prematuros eram preditivas de caminhada
independente, e as pontuagées menores de 52 eram preditivas de sentar de forma
independente, mas ndo caminhar até o ano 2.

Em um estudo posterior de Romeo e seus colaboradores 2008, mostrou que
as pontuacdes do HINE aos 9 e 12 meses cairam acentuadamente com o aumento
da gravidade da PC, e todas as criangas com niveis de PC II-V na Escala de
Classificagao de Fung¢ao Motora Grossa (GMFCS) tiveram uma pontuagcao no HINE
menor de 64.

Nesse contexto, 0 acompanhamento longitudinal do bebé nascido prematuro
demanda o uso de instrumentos clinicos sensiveis, padronizados e validados,
capazes de identificar precocemente alteragbes neurologicas e subsidiar decisdes

terapéuticas oportunas. Considerando que bebés prematuros apresentam maior risco
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para desfechos adversos do neurodesenvolvimento, como atrasos motores e PC, a
avaliacao neuroldgica sistematica torna-se um componente central dos programas de
seguimento neonatal (Romeo et al., 2016; Novak et al., 2017).

Evidéncias demonstram que a deteccdo precoce de sinais neuroldgicos
atipicos possibilita o encaminhamento imediato para intervengdes em um periodo
critico de maior plasticidade cerebral, potencializando os ganhos funcionais
(Bosanquet et al., 2013; Cheong et al., 2012). Nesse cenario, o HINE destaca-se como
uma ferramenta clinica amplamente recomendada para o0 acompanhamento de bebés
prematuros, por apresentar elevada validade preditiva, boa reprodutibilidade e
capacidade de estratificar o risco para PC e outros disturbios neuromotores,
integrando-se de forma direta e complementar as estratégias de acompanhamento

descritas anteriormente (Romeo et al., 2016; Byrne et al., 2017; Novak et al., 2017).

3.3 EXAME NEUROLOGICO INFANTIL DE HAMMERSMITH

O HINE é um exame neuroldgico, clinico, pratico, padronizado e escoravel,
usado na vigilancia do desenvolvimento neuropsicomotor, para bebés de 2 a 24
meses, com pontuacdes de otimizacdo publicadas para bebés de diferentes idades,
permitindo a identificacdo de sinais precoces de PC e outros disturbios neuromotores,
enquanto itens individuais sao preditivos de resultados motores (Haataja et al., 1999).

O HINE contém trés sec¢des, das quais a segao 1, o “exame neuroldgico”, &
quantitativa, contendo 26 itens pontuados de 0 a 3 pontos, e é dividida em cinco
categorias: fungdo do nervo craniano, postura, movimentos, tbnus e reflexos
musculares e reacdes (Romeo et al., 2016). A pontuacao total ou global desta secao
varia de 0 a 78 pontos, e quanto menor a pontuagéo, maior o risco de diagnostico de
PC. As pontuagbes globais séo relatadas como ideais se forem iguais ou superiores
a 73 aos 9 a 12 meses de idade, ou iguais ou superiores a 70 e 67 aos 6 e 3 meses,
respectivamente (Haataja et al., 1999; Norvak et al., 2017). Sugere-se que uma
pontuacao de corte de 57 pontos a bebés de 3 meses € um dos maiores preditivos
importantes para PC, além do numero de assimetrias encontradas, sendo 7 o valor
preditivo (Hay et al., 2018).

As Secbes 2 e 3, ou seja, “marcos motores” e “comportamento”,
respectivamente, sao qualitativas e fornecem informacbes adicionais sobre a

interpretacédo do teste (Romeo et al., 2009). O HINE é considerado uma ferramenta
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de baixos recursos, apos treinamento padronizado, apresentando taxas adequadas
de consisténcia interna e confiabilidade, podendo ser usado por pediatras e
fisioterapeutas para a avaliagao de criangas com idade entre 2 e 24 meses em risco
de PC (Furtado et al., 2024; Hay et al., 2018).

Hay e seus colaboradores 2018, ainda complementam que o HINE
compreende também uma pontuagdo de assimetrias para qualificar o numero no
exame que sao diferentes nos lados direito e esquerdo. Tao logo, o uso de limiares e
escores de otimizagao sdo essenciais para sua aplicagao clinica. Observa-se que os
escores de assimetrias aumentam a utilidade do HINE na diferenciacdo de formas
mais suaves de comprometimento no desenvolvimento. Além de fornecer também,
uma categorizacdo util das caracteristicas topograficas da PC na primeira infancia
(Romeo et al., 2020). Por sua vez, as pontuagcdes de assimetrias fornecem uma
medida util de comprometimento diferencial, especialmente em conjuntos com
protocolos padronizados de exames de neuroimagem (Furtado et al., 2024).

A observacdo atual demonstra que os escores de assimetria aumentam a
utilidade do HINE na diferenciagao de formas mais leves de PC do desenvolvimento
tipico (Hay et al., 2018). A pontuacédo de assimetria também pode fornecer uma
categorizagao util das caracteristicas topograficas da PC, fornecendo uma medida
diferencial em todas as criancas com PC, especialmente se for estudada
prospectivamente em conjunto com protocolos de neurocimagem padronizados (Novak
etal., 2017).

Embora o HINE tenha sido originalmente desenvolvido como uma ferramenta
clinica, uma pontuacao de otimizagao também foi desenvolvida para fins de pesquisa.
A pontuacgao é baseada na distribuicao de frequéncia das pontuagdes na populagao
normal, definindo como ideais todas as pontuagdes encontradas em pelo menos 90%
de uma coorte de baixo risco, normalmente em desenvolvimento de bebés avaliados
em diferentes idades. Cada item é pontuado separadamente, de 0 a 3, e as
pontuacgdes individuais podem ser adicionadas para alcangar uma pontuagao de
otimizacao global. A pontuacado global pode variar de um minimo de O (se todos os
itens pontuarem 0) a uma pontuagdo maxima de 78 (se cada item pontuar 3) (Romeo
et al., 2016). As pontuagdes globais sao relatadas como ideais se forem iguais ou
superiores a 73 aos 9 a 12 meses, ou iguais ou acima de 70 e 67 aos 6 meses e 3
meses, respectivamente. As pontuagdes mais baixas com idade decrescente séo

devidas a um pequeno numero de itens que seguem o desenvolvimento de algumas
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atividades relacionadas ao controle do tronco (Haataja et al., 2001; Romeou et al.,
2009).

Desde a sua introducdo, o HINE tem sido usado em diferentes populacdes de
alto e baixo risco, tanto para bebés pré-termo quanto para bebés a termo, e proposto
como uma opgcao diferente para progndstico, diagndstico e reabilitagcao (Haataja et al.,
2001; Romeou et al., 2009).

Haataja e seus colaboradores 2001, usando o HINE em 24 bebés com
leucomalacia periventricular cistica em 6 a 9 meses, descobriram que o aumento do
tom extensor do pescoco e do tronco, e uma postura de bracos flexionados e pernas
estendidas, protecdo anormal do braco e reagao de paraquedas para frente entre 6
meses e 9 meses sempre foram associados a incapacidade de sentar sem apoio aos
2 anos, enquanto a hipotonia truncal e os bragos e pernas estendidos foram
associados a sentar sem apoio, mas nao caminhar.

Uma pontuagdo global abaixo de 40 no HINE sempre foi associada a
deficiéncia motora grave (incapacidade de sentar-se de forma independente aos 2
anos), enquanto pontuagdes entre 41 e 60 foram associadas a deficiéncia motora
menos grave (sentar, mas ndo andar aos 2 anos) (Romeo et al., 2016).

Pontuacdes maiores que 60 sempre foram associadas a resultados normais.
Criangas com anormalidades iniciais graves no HINE e PC foram geralmente
associadas a lesdes posteriores ao trigono, e raramente com lesdes localizadas nas
areas anteriores ao trigono. A imagem ajudou a mostrar que a variabilidade das
pontuagdes e do resultado do HINE estava relacionada ao local das lesées (Romeo
et al., 2016).

Outro estudo desenvolvido por Ricci e seus colaboradores 2006, descreveu o
possivel reconhecimento precoce de PC unilateral e bilateral usando o HINE em 903
bebés prematuros em associagdo com movimentos gerais e ultrassom. O ultrassom
teve a menor correlagdo com a PC em comparagao com o HINE e a avaliagao geral
do movimento.

O uso integrado de movimentos gerais e o HINE foi o melhor preditor de PC e
sua gravidade. O uso integrado dessas ferramentas melhorou a precisado prognostica
em 3 meses; inquietagdo ausente e uma pontuagao global de HINE maior que 50
foram altamente sugestivas de hemiplegia, enquanto inquietacdo ausente e
pontuagdes inferiores a 50 no HINE foram associadas a PC leve a grave (diplegia ou

tetraplegia) (Romeo et al., 2008).
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No maior estudo até agora, Romeo e seus colaboradores 2016, avaliaram
longitudinalmente 1541 bebés dispensados de um intensivo neonatal Unidade de
cuidados, tanto termo quanto a termo, usando o HINE aos 3 meses, 6 meses, 9 meses
e 12 meses com um resultado motor aos 2 anos. Escores globais de ndao mais de 56
aos 3 meses tiveram uma alta (~90%) sensibilidade e especificidade para o
desenvolvimento da PC, e pontuacgdes inferiores a 40 foram encontradas apenas em
criangas que desenvolveram PC grave. A presenga de deficiéncia leve (bebés sem
PC, mas com baixo indice de desenvolvimento psicomotor e/ou sinais neuroldgicos
leves) pode estar associada a pontuagdes de HINE tanto em faixas normais quanto
anormais.

Uma meta-analise do valor preditivo dos estudos usando o HINE mostrou
excelente sensibilidade. Esses bebés, apesar de apresentarem algumas
anormalidades no HINE aos 6 meses, como tom axial reduzido ou movimentos
anormais, ndo desenvolveram PC. E de interesse, no entanto, que os escores
subodtimos globais, quando nédo associados a PC, foram encontrados associados a
pequenos sinais neurolégicos ou baixo desenvolvimento psicomotor (Romeo et al.,
2013).

Uma das vantagens do HINE é que é um exame estruturado que inclui muitos
aspectos da fungdo neuroldgica, como postura, tonus, mobilidade e reflexos e reagdes
(Romeo et al., 2021). Uma analise mais detalhada de itens individuais, como
motilidade espontanea, funcao visual ou realizagdo de posturas, pode aumentar a
sensibilidade para prever o resultado cognitivo, pois eles podem refletir melhor a
maturagcdo das redes corticais, também se ligando ao cerebelo e aos ganglios e
talamios basais, que sao mais relevantes para o desenvolvimento de aspectos
cognitivos (Haataja et al., 2003; Romeo et al., 2021).

Nesse contexto, o HINE configura-se como uma ferramenta clinica
fundamental ndo apenas para a identificagado precoce de alteragdes neurolégicas em
bebés nascidos prematuros, mas também para o direcionamento e monitoramento de
intervengdes terapéuticas baseadas em principios de neuroplasticidade. Ao avaliar de
forma estruturada aspectos como postura, tonus, movimentos, reflexos e reacoes,
além da presenca de assimetrias, o HINE permite a deteccdo sensivel de padrées
neuroldgicos atipicos que refletem alteracbes no controle motor e na organizagao do
SNC (Haataja et al., 1999; Romeo et al., 2016; Hay et al., 2018). Esses achados

tornam-se particularmente relevantes quando considerados o Conceito
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Neuroevolutivo Bobath, uma vez que essa abordagem terapéutica se fundamenta na
analise detalhada do movimento, do controle postural e da interagdo sensério-motora
para favorecer a aquisicdo de padrdes funcionais mais eficientes (Bobath; Bobath,
1984; Mancini et al., 2004).

Assim, o HINE n&o apenas subsidia o diagndéstico funcional precoce, mas
também fornece parametros objetivos para a elaboragao, conducéo e avaliagdo da
efetividade da intervencdo baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath, permitindo
acompanhar a evolugado neurolégica do bebé ao longo do processo terapéutico e
reforcando a importancia da integracdo entre avaliagdo neuroldgica padronizada e

intervencao fisioterapéutica precoce (Novak et al., 2017; Romeo et al., 2020).

3.4 CONCEITO NEUROEVOLUTIVO BOBATH

O Conceito Neuroevolutivo Bobath fundamenta-se em uma abordagem

terapéutica, sendo descrito por Bobath 1984

Trata-se de um modelo de prética holistica e interdisciplinar, apoiada em
pesquisas atualizada que enfatiza o manuseio terapéutico baseado na
analise do movimento, para habilitar e reabilitar individuos com
fisiopatologias neurologicas. A base para o exame, avaliagéo e intervengéo,
provém do conhecimento extenso do desenvolvimento tipico e atipico, assim
como a analise detalhada do controle postural, movimento e participagao do
individuo em seu meio ambiente, familiar e social. O manuseio direto durante
a avaliagao e intervengao, consiste a dindmica reciproca de interagao entre
o cliente e o terapeuta, para a ativagédo adequada do sistema sensério-motor,
desempenho da atividade e aquisicdo das habilidades, para que o cliente
alcance a participagao plena em atividades relevantes nas diferentes etapas
de sua vida (Bobath, 1984, p.3).

O Conceito Neuroevolutivo Bobath originou-se em 1940, por intermédio do
casal Karel Bobath e Berta Bobath, nascidos em Berlim, local onde Karel Bobath
formou-se em medicina, enquanto Berta teve sua formagdo na area de ginastica
reparadora, aprimorando a sua percepgao do movimento normal, exercicio e
relaxamento (Bobath, 1984). Anteriormente a 2° Guerra Mundial, eles fugiram para
Londres, na Inglaterra, cidade em que Berta Bobath cursou e se formou em
fisioterapia enquanto Karel deu inicio a sua carreira como pediatra, especializando-se
em PC (Alcéntara; Costa; Lacerda, 2011).

Antecedente ao ano de 1950, a reabilitacdo neuroldgica convencional

compreendia nogcdes de recuperacao ortopédica. Nesse periodo, entdo, Berta Bobath
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foi chamada para tratar uma pessoa que havia sofrido um Acidente Vascular Cerebral
(AVC). O individuo era um pintor famoso da época, ele apresentava uma situagao de
hemiplegia a direita com uma espasticidade significativa. Ao longo do tratamento, ela
descobriu que, a partir dos movimentos e das posturas, a espasticidade seria capaz
de ser modulada, dando assim o inicio a elaboragdo da abordagem terapéutica que
atualmente é conhecida por Conceito Neuroevolutivo Bobath (Catilho-Weinert; Forti-
Bellani, 2011).

Berta e Karel descreveram o Conceito como uma hipétese e iniciaram o
desenvolvimento do tratamento baseado no entendimento do comportamento do
movimento normal, por meio de suas observacdes clinicas e em pesquisas
neurofisiolégicas disponiveis (Monteiro; Abreu; Valenti, 2015).

O casal Bobath concluiu que, apds uma lesao cerebral, o aparecimento da
espasticidade era devido a perda do controle inibitério, tdo logo, Berta utilizava os
movimentos de rotacdo para “quebrar’ os padrdoes anormais e assim influenciar e
modular o ténus muscular através de inputs aferentes (Alcantara; Costa; Lacerda,
2011).

Conforme Bobath 1984:

E uma maneira completamente nova de pensar, observar e interpretar o que
0 paciente esta fazendo. O terapeuta deve, entdo, ajustar-se aos moldes da
técnica para ver e perceber o que é necessario e possivel para que ele possa
ser funcional. N6s ndo ensinamos o movimento, nds o tornamos possivel
(Bobath,1984, p. 3).

O casal Bobath criou o Centro Bobath em Londres em 1951 e, nesse mesmo
ano, iniciou-se os cursos de tratamento Neuroevolutivo Bobath (Gusman; Torre,
2010). Na década de 60, apds terem feito sua formagdo com Berta Bobath, em
Londres, Mary Quinton e Dra. E. Kong, iniciaram o treinamento de terapeutas na
Suiga, com o curso sobre a Abordagem do Tratamento Neuroevolutivo (Bobath). A
énfase do seu trabalho foi com bebés, com o objetivo de prevenir as deformidades
incapacitantes causadas pela PC observadas em criangas de mais idade (Pessoa et
al., 2017).

Algumas das principais atribuigbes dessa abordagem terapéutica é a
comprovacao que o SNC tem capacidade de aprender através de estimulos inibitorios
dos padrbées de movimento que afetam as execugdes normais. Assim, o tratamento

inicial € dirigido para modificagao e aperfeicoamento da coordenagdo em preparagao
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para as atividades funcionais, impedindo padrées anormais e proporcionando uma
ampla variedade de padrées normais, esses importantes para obter as habilidades
motoras (Monteiro; Abreu; Valenti, 2015).

A teoria atual do Conceito Neuroevolutivo Bobath é fundamentada na
abordagem sistémica do controle motor, reconhece-se que 0 movimento surge de
uma interagao entre o individuo, a tarefa e o ambiente, no qual a tarefa esta sendo
executada. Portanto, € o produto da interacdo dindmica entre os sistemas de
percepgao, cognigao e agao (Mancini et al., 2004). O Conceito Neuroevolutivo Bobath
se pauta na visao atual do controle motor, resultado de um sistema dinamico e flexivel
que sinaliza o potencial para a plasticidade como a base do desenvolvimento, da
aprendizagem e da recuperagao do sistema nervoso e muscular (Pessoa et al., 2017).

E possivel reconhecer o conceito de plasticidade neural em varios principios
do Conceito Neuroevolutivo Bobath desde a sua origem, por meio de
“facilitacao/repeticdo” dos movimentos normais era uma forma de estimular o SNC a
aprender e, a0 mesmo tempo, a “inibicdo” era uma forma de o SNC esquecer o
movimento atipico (Pagnussat et al., 2013).

Outro principio norteador da técnica refere-se a aprendizagem motora, que é
descrita como uma série de processos associados com a pratica, o treinamento ou a
experiéncia que resulta em mudancas relativamente permanentes no comportamento
motor (Gusman; Torre, 2010).

Essa metodologia é aplicada por fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais e
fonoaudidlogos, que executam papéis especificos de acordo com os campos de
atuacgao. O profissional fisioterapeuta atua com foco nos alongamentos musculares,
no aperfeicoamento e aquisicdo motora e postural, abrangendo a marcha, o equilibrio
e a coordenacg&o motora, pois ele analisa e aponta a utilizagédo de 6rteses, andadores,
cadeira de rodas entre outros dispositivos, com intengao de promover um alinhamento
biomecanico e prevenir deformidades (Alcantara; Costa; Lacerda, 2011).

O Conceito Neuroevolutivo Bobath em si tem como finalidade preparar a
crianga para que ela possa realizar as suas atividades funcionais, transformando-a no
mais independente possivel. Essa técnica possibilita a experiéncia sensério-motora
por meio dos movimentos simples como: rolar, sentar, engatinhar e andar, e a efetuar
as atividades de vida diaria como se alimentar, se vestir, tomar banho, caminhar em

varios ambientes, entre outras coisas, que, por intermédio da repeticéo, integracéo e
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adaptacao em suas atividades de vida diaria, proporciona a pratica, o aprendizado e
tardiamente automatismo (Pessoa et al., 2017).

Mancini e Coelho 2008, ressalta outros objetivos desse método, como
diagnosticar antecipadamente quais as sequelas foram provocadas pela leséao,
prevenindo as consequéncias secundarias e deformidades, proporcionar 0 maximo
da capacidade da crianga a partir do enfoque perceptivo, cognitivo e emocional, e
incorporar o paciente na sociedade da melhor forma possivel diante de suas
necessidades especiais.

O Conceito Neuroevolutivo Bobath salienta a reabilitagcdo de movimentos de
partes do corpo afetados, que analisa resolver problemas, funcionar e aprimorar as
atividades motoras, com estratégias para que as criangas possam ter mais
independéncia ao realizar as atividades de vida diaria, utilizando taticas especificas,
promovendo a redugao da disfungao ténica, proporcionando assim sua acao (Bernal;
Amarante; Faiad, 2019).

Mesmo que sua aplicagao clinica seja embasada em raciocinios individuais e
nao na aplicacdo de procedimentos padronizados, seus preceitos podem ser
fracionados em técnicas de supressao, estimulagdo e promogao. Transformando
assim a atividade muito mais sucedida na questdo de posicionamento de postura,
composi¢cao da agao, sequéncia funcional, reconhecimento da tarefa e motivagéo
para efetuar a tarefa (Pagnussat et al., 2013).

As técnicas fundamentais do Conceito Neuroevolutivo Bobath incluem os
pontos-chave de controle e as técnicas de estimulacao tatil e proprioceptiva, como
placing, holding, suporte de peso (com ou sem presséao) e tapping. Essas estratégias
terapéuticas sao selecionadas e aplicadas de acordo com as necessidades individuais
e 0s objetivos funcionais de cada paciente, podendo ser utilizadas de forma isolada
ou em combinacdo. Sua aplicacdo pode ocorrer de maneira alternada ou simultanea,
permitindo ao terapeuta modular o ténus muscular, favorecer o alinhamento postural,
facilitar padrées de movimento mais eficientes e promover a aquisi¢ao de habilidades
motoras funcionais (Gusman; Torre, 2010).

Os pontos-chaves sao partes do corpo através das quais o terapeuta pode
controlar e modificar, com maior eficacia, os padroes de postura e de movimentos em
outras partes do corpo. Classifica-se como pontos-chaves mais proximais a cabeca,
o esterno, o ombro e o quadril, ja os mais distantes sdo o cotovelo, o punho, o joelho

e o tornozelo (Gusman; Torre ,2010).
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As estratégias de estimulagdo ampliam o tébnus postural e regulam a execugao
dos musculos agonistas, antagonistas e sinergistas, fazendo com que as técnicas de
estimulagdo sejam relacionadas a transferéncia de peso, o tapping, o placing e o
holding (Gusman; Torre, 2010).

Ainda para Gusman e Torre 2010, as técnicas de estimulagao tatil
proprioceptivas podem ser utilizadas quando ha déficit sensorial com fraqueza
muscular, devido a falta de input sensorial:

e Placing corresponde a habilidade do paciente em interromper um movimento,
em qualquer etapa, automatica ou voluntariamente;

e Holding é a adaptagdo automatica dos musculos as mudangas de postura,
sendo parte necessaria e inseparavel do mecanismo de controle postural
normal.

A transferéncia de peso origina uma pressao e recrutamento de elementos
motores, e ainda desempenham um papel muito importante na liberagdo de outras
partes que nao estdo suportando peso para que realizem movimentos, visto que esta
transferéncia pode ser liberada pelos pontos-chaves de controle (Gusman; Torre,
2010).

Os movimentos de ajustamento intrinsecos e automaticos devem ser obtidos
através de transferéncia de peso constante em grandes amplitudes, para os lados,
para frente, para tras, diagonalmente, enquanto se da presséo e resisténcia (Gusman,;
Torre, 2010).

Uma combinagao de suporte de peso, presséo e resisténcia pode ser usada
em todos os casos para conseguir uma adequagéo do ténus postural e manutengéo
das posturas contra a gravidade (Gusman; Torre, 2010).

Ferreira e Mejia 2004, trazem que o Tapping € o método de aumentar o ténus
postural através da estimulagao tatil e proprioceptiva. Tem por objetivo capacitar o
paciente a manter automaticamente uma posi¢cao desejada ou movimento contra a
gravidade. E aplicado a principio em intervalos regulares em rapida sucessdo, e
gradativamente quando as respostas ativas ocorrem, em intervalos regulares e mais
vagarosamente.

Essa técnica compreende pequenas batidas sobre os segmentos do corpo,
essas batidas podem provocar uma estimulacédo tatil e proprioceptiva e até uma

contracdo simultdnea de musculos agonistas, antagonistas e sinergistas,
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possibilitando assim alguns movimentos de estabilidade. Existem 4 tipos de tapping:
inibicdo, pressdo, deslizamento e alternado, todos esses tém como objetivo
possibilitar a manutencdo automatica da posicéo desejada (Ferreira; Mejia, 2004).

e Tapping de Inibicdo: é feito na direcdo do padrao funcional desejado. E utilizado
para aumentar a fungdo de musculos que ndo conseguem se contrair pela
atividade excessiva de seus antagonistas;

e Tapping de Pressao: é feito como uma co-contragao para manutencado da
fixagdo postural, ou seja, para a ativagao da contragao simultdnea de agonistas
e antagonistas;

e Tapping Alternado: é feito com os dedos do terapeuta estendidos como no
tapping de inibicdo. Melhora a graduagdo da contragao e descontragao dos
agonistas e antagonistas. Usado para o controle de movimento e equilibrio nas
diferentes posturas;

e Tapping de Deslizamento: é feito com uma batida precisa e firme com os dedos
do terapeuta estendidos, pelo comprimento do musculo (ou em musculos que
trabalham na mesma dire¢do) (Gusman; Torre, 2010).

O placing e holding séo definidos por estratégias que buscam envolver a
habilidade de regular e assegurar os movimentos e as posi¢goes de forma automatica
e voluntaria (Ferreira; Mejia, 2004).

A base do tratamento sdo o exame e a avaliagao detalhados, iniciando-se com
a identificacdo das habilidades e limitacbes de cada paciente. Analisando e
priorizando a eficiéncia da postura e movimento e formula uma hipétese de quais
sistemas afetam (Cayo et al., 2015).

O exame e a avaliacdo levam ao direcionamento dos objetivos e do
desenvolvimento das estratégias de tratamento, mensuraveis com as necessidades
atuais de cada paciente, enquanto busca o resultado a curto, médio e longo prazos,
para atingir a melhor possibilidade de inclusao do individuo na sociedade, por toda a
sua vida. a fungéo (Cayo et al., 2015).

A avaliacao funcional foi desenvolvida com base na Classificacado Internacional
de Funcionalidade. Para tal, a identificacdo da restricdo da participagdo exige uma
comunicagao efetiva com a crianga, seus familiares e outros cuidadores. Os trés
principios das bases de tratamento sdo simplificados através dos trés planos de

movimento, sendo imprescindivel levar em consideracdo os planos de movimento
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sagital, frontal e transverso quando da aplicagcdo da abordagem do Conceito
Neuroevolutivo Bobath (Cayo et al., 2015).

Esses principios devem seguir os ABCD’s do Conceito Neuroevolutivo Bobath:
Alinhamento, Base de Suporte, Centro de Massa, Dissociagao e Sinergias. Além
disso, é necessario considerar os pais como parte da equipe, trabalhar funcéo e
participacdo, motivar e manter a regulagdo; compreender e abordar os sinais de
estresse, conhecer o desenvolvimento motor tipico e seus desvios, considerar todos
os sistemas e tratar sempre nos trés planos de movimento (Cayo et al., 2015).

A intervencao baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath insere-se em um
contexto no qual os processos de neuroplasticidade, regulagdo inflamatoria e
componentes da sinalizagdo purinérgica desempenham papel central no
desenvolvimento neurologico de bebés nascidos prematuros. Evidéncias indicam que
a estimulagdo sensorio-motora adequada favorece a liberacdo de fatores
neurotroficos, especialmente o BNDF, o qual atua na sobrevivéncia neuronal, na
plasticidade sinaptica e na reorganizagao funcional do sistema nervoso central,
mecanismos fundamentais para a aquisig¢ao e o refinamento das habilidades motoras
(Petti; Lang; Woo, 2005; Cotman; Berchtold; Chold, 2002).

Apesar de sua ampla utilizagcéo clinica e relevancia historica na reabilitagao
neuroldgica, o Conceito Neuroevolutivo Bobath apresenta limitagbes quanto a
robustez das evidéncias cientificas que sustentam sua eficacia. A natureza
individualizada do Conceito, baseada no raciocinio clinico e na adaptacédo continua
das intervengdes as necessidades de cada paciente, dificulta a padronizacdo dos
protocolos e a realizagdo de ensaios clinicos controlados com elevado rigor
metodoldgico. Outro desafio refere-se a diversidade de técnicas e interpretagdes do
método entre os profissionais, o que pode gerar variabilidade nos resultados e limitar
a reprodutibilidade dos estudos. Dessa forma, embora os principios do Conceito
Neuroevolutivo Bobath sejam compativeis com conhecimentos atuais sobre
neuroplasticidade, controle motor e aprendizagem motora, ainda sdo necessarios
estudos clinicos com maior qualidade metodolégica, amostras representativas e
desfechos padronizados para fortalecer o nivel de evidéncia cientifica relacionado a
sua aplicagao em diferentes populag¢des neuroldgicas (Novak et al., 2013; Pagnussat
et al., 2013; Graham et al., 2019).

Paralelamente, a inflamacéao sistémica e a neuroinflamacao neonatal tém sido

associadas a altera¢gdes na maturagado cerebral e a prejuizos no desenvolvimento
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neuropsicomotor, uma vez que a liberagao desregulada de citocinas pré-inflamatérias
pode comprometer processos de mielinizagédo, conectividade neural e controle motor
(Paton et al., 2018; Magalhaes et al., 2018).

Nesse cenario, os componentes da sinalizagdo purinérgica emerge como um
elo molecular entre inflamagao e fungao neural, visto que o ATP extracelular atua
como mediador pré-inflamatério, enquanto a adenosina exerce efeito
predominantemente anti-inflamatério, sendo esse equilibrio regulado pela atividade
de ectonucleotidases expressas em ceélulas do sistema imune e ligagao dos ligantes
de ATP e adenosina a receptores especificos da célula (Burnstock, 1972; Cardoso et
al., 2021). Assim, a abordagem do Conceito Neuroevolutivo Bobath, ao promover
experiéncias motoras estruturadas e repetidas, pode favorecer a reorganizagao neural
e a modulagao de vias inflamatorias e purinérgicas, sustentando sua relevancia como

estratégia terapéutica no acompanhamento de bebés prematuros.

3.5 COMPONENTES DA SINALIZAGAO PURINERGICA

O sistema purinérgico foi descrito pelo Professor Geofrey Burnstock, na década
de 70, sendo considerado toda resposta, comunicagao ou acao extracelular em que
as principais moléculas sinalizadoras sdo essencialmente as purinas (Burnstock,
1972).

O sistema de sinalizagao extracelular € composto por moléculas sinalizadoras
nucleotideos e nucleosideos; receptores os quais essas moléculas se ligam, e
enzimas ectonuceotidases, responsaveis pela degradacdo da molécula sinalizadora
(Cardoso et al., 2021).

Além das purinas, existem também as pirimidinas, que sao moléculas
sinalizadoras importantes para diversos efeitos biolégicos, quando ligadas aos
receptores purinérgicos (Burnstock, 1972).

O ATP é produzido durante a respiragao celular na mitocéndria, dentro da
célula, sendo amplamente distribuido nas células para os diversos processos
biosintéticos (Burnstock, 1976). O ATP intracelular e extracelular sdo os mesmos,
porém com fungdes diferentes. O ATP intracelular fornece “energia” para as fungdes
celulares de transporte ativo, biossintese e funcionamento enzimatico dentro da
célula, enquanto o extracelular € um sinalizador e permanece acoplado a membrana
celular (Yegutkin, 2008).

24



Além do ATP, seus produtos de hidrolise como adenosina difosfato (ADP),
adenosina monofosfato (AMP) e a adenosina (ADO) também atuam como
sinalizadores em diversos tecidos e érgaos (Burnstock; Arnett; Orriss, 2013).

Os efeitos dos nucleotideos extracelulares sao mediados por receptores
presentes na superficie das membranas celulares chamados de receptores
purinérgicos ou purinoreceptores. Os receptores foram definidos incialmente em 1976
e dois anos mais tarde distinguiram e identificaram como P1 e P2 (Burnstock, 1976).
Existem um total de 19 receptores purinérgicos, divididos em duas familias de
receptores: P1 (4 receptores) e P2 (15 receptores). Os receptores P1 (A1, A2A, A2B,
A3) se ligam a adenosina e s&o acoplados a proteina G, enquanto os receptores P2
ligam-se aos nucleotideos (ATP, ADP, UTP, UDP, UDP-glicose UDP-galactose). Os
receptores P2 ainda se subdividem em duas familias P2X (1 ao 7, respondendo ao
ATP) e P2Y (1,2,4,6,11,12,13,14) sao metabotrépicos acoplados a proteina G
(Burnstock 1978).

Os nucleotideos sao metabolizados através da acdo de ecto-enzimas que
fazem sua conversao. Essas enzimas sao divididas em quatro familias de genes, que
englobam ectonucleotideopirofosfato/fosfodiesterases — ENPPs, fosfatase alcalina,
ectonucleosideotrifosfato difosfoidrolases — ENTPDases e 5-nucleotidase (Cardoso
et al., 2021).

As E-NTases (1 a 8) sao enzimas que aceleram uma reagdo quimica,
transformando ATP em ADP e o ADP em AMP, ou seja, transforma nucleotideos
trifosfatos em difosfatos e difosfatos e monofosfatos (Zimmermann, 2001). As mais
importantes sdo as que tem o sitio voltado para o meio extracelular, sendo elas
NTPDases 1, 2, 3 e 8 (enzimas transmembranas — acopladas na membrana da
célula). As demais s&o soluveis e intracelulares, ndo possuindo fungdo decisivas na
sinalizagdo purinérgica (Robson; Sérvigny; Zimmermann, 2006; Zimmermann;
Zebisch; Strater, 2012).

As E-NPP (1 a 7) sdo enzimas transmembranas com sitio catalico voltado para
0 meio extracelular que hidrolisam diretamente o ATP em AMP, sendo a E-NPP 1, e
3 as mais importantes para a sinalizagdo purinérgica (Robson; Sérvigny;
Zimmermann, 2006; Zimmerman, 2001).

A Ecto-5’-nucleotidase - CD73 hidrolisa o AMP em adenosina, e a Adenosina
Deaminase ou Desaminase (ADA) hidrolisa adenosina em inosina (Stefan; Jansen,;
Bollen, 2006; Zimmermann; Zebisch; Strater, 2012).
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Considerando a prematuridade, os componentes da sinalizagao purinérgica,
destaca-se como um eixo regulador fundamental da resposta inflamatoria sistémica,
especialmente a partir da atividade enzimatica expressa em linfécitos, células centrais
na modulacio imune de bebés nascidos prematuros. As ectonucleotidases envolvidas
nesse sistema controlam a disponibilidade extracelular de nucleotideos e
nucleosideos, modulando de forma dindmica o equilibrio entre sinais pré e anti-
inflamatdrios (Burnstock, 1972; Zimmermann, 2001; Cardoso et al., 2021).

A liberagcdo aumentada de ATP extracelular, comum em condicdes de estresse
celular e inflamacado, atua como potente mediador pro-inflamatério ao estimular
receptores do tipo P2, favorecendo a ativagao linfocitaria e a producao de citocinas
inflamatdrias. Em contrapartida, a degradagdo sequencial do ATP em adenosina,
mediada pelas ectonucleotidases e pela ecto-5’-nucleotidase, culmina na formagao
de um microambiente imunorregulatério, no qual a adenosina exerce efeitos
predominantemente anti-inflamatérios por meio da ativagdo de receptores P1,
especialmente A2A (Yegutkin, 2008; Burnstock; Arnett; Orriss, 2013).

Nesse cenario, a atividade de ADA assume papel relevante, uma vez que
regula a biodisponibilidade da adenosina e, consequentemente, a intensidade da
resposta inflamatéria. Assim, alteracbes na atividade dessas enzimas linfocitarias
podem refletir diretamente o grau de inflamagdo sistémica e a capacidade de
modulagdo imunoldgica, configurando-se como um mecanismo biologicamente
plausivel para a investigagdo de intervencdes terapéuticas capazes de influenciar
parametros inflamatérios e neurobioldgicos em bebés prematuros (Stefan; Jansen;
Bollen, 2006; Zimmermann; Zebisch; Strater, 2012).

3.6 MARCADORES INFLAMATORIOS

A neuroinflamacéo é caracterizada por infiltracdo de leucécitos no parénquima
cerebral, com ativacdo da microglia e astrocitos, os quais podem causar morte
neuronal e comprometimento do desenvolvimento da substancia branca. Diversos
mecanismos relacionados ao sistema imune, incluindo a liberacdo de citocinas e a
ativacao de células T, podem contribuir para a neuroinflamacao, que, por sua vez,
potencialmente interfere no desenvolvimento do SNC (Paton et al., 2018).

A inflamacéo sistémica e no SNC altera a proliferacdo, a diferenciagcado da

microglia e células neuronais, podendo também aumentar a taxa de morte celular com
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lesdo neuronal, astrogliose e perda de oligodendrécitos (Hielkman; Hadders-Algra,
2016; Paton et al., 2018; Stewart et al., 2013).

Os possiveis mecanismos pelos quais a inflamacao promove lesdo cerebral
precoce sao: reducao do fluxo sanguineo para o SNC, o que reduz a disponibilidade
de oxigénio e glicose; ruptura da barreira hematoencefalica; infiltragdo de leucdcitos
no SNC; aumento da liberagdo de citocinas e quimiocinas no parénquima cerebral,
disfungdo mitocondrial e falha de energia; aumento do influxo de calcio, liberagao de
neurotoxinas, formacédo de radicais livres de oxigénio e oxigénio nitrico; edema
cerebral. Todos esses mecanismos tém sido associados a apoptose de células
neuronais e gliais (Magalhaes et al., 2018; Paton et al., 2018).

As lesdes neuronais relacionadas a inflamacao podem induzir uma cascata de
respostas imunes envolvidas na instauracao da lesédo cerebral (Kazak; Yarim, 2017,
Molnar; Rutherford, 2013) incluindo a elevagao de citocinas e quimiocinas circulantes
(Magalhées et al., 2018). As citocinas s&o responsaveis pela mediacdo da maioria das
interacoes celulares desse processo, e sao liberadas sob agao de diferentes estimulos
(Cordeiro et al., 2016; Magalhaes et al., 2018).

Os leucdcitos e células endoteliais sdo sensiveis as lesdes neuronais e podem
liberar e/ou responder a citocinas e quimiocinas (De Luca et al., 2018). Essas
moléculas no sangue também estdo correlacionadas com o inicio e manutencéo da
resposta inflamatdria, bem como desfechos neurolégicos adversos (Galinsky et al.,
2018; Xia et al., 2018).

Esse processo conta com a liberagdo desregulada de citocinas pro-
inflamatérias incluindo fator de necrose tumoral — TNF, interleucinas 1B — IL-1p, IL-6,
IL-8/CXCL-8 e receptores do tipo Toll no plasma e no tecido cerebral (Colver;
Fairhurst; Pharoah, 2014; Galinsky et al., 2018).

Essas citocinas pro-inflamatoérias (TNF, IL-13 e IL-6) e quimiocinas (CXCL8/IL-
8 e CXCL9/MIG) circulantes estao relacionadas ao desenvolvimento de lesédo cerebral
21,22 e PC (Xia et al., 2018). Essas citocinas pro- inflamatdrias, também afetam
negativamente o tamanho do musculo esquelético e o trofismo (Von et al., 2018).
Assim, niveis elevados dessas citocinas representam um mecanismo comum
plausivel para o crescimento atrofiado e a formacdo de contratura no musculo

esquelético em criangas com PC (Von et al., 2018).
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Além disso, respostas antinflamatérias e regulatorias inapropriadas, detectadas
por baixos niveis de IL-10 e altos niveis de metabdlitos citotoxicos, podem aumentar
o risco de lesdo cerebral (Wixey et al., 2017).

A inflamacao persistente pode resultar em alteracido do funcionamento dos
mecanismos neurais, com consequente limitagdo na capacidade funcional das
criangas, devido a espasticidade, redugdo da coordenacdo e do controle motor.
Assim, a neuroinflamacao é considerada um dos principais fatores relacionados ao
comprometimento do neurodesenvolvimento (Lei et al., 2017; aga et al., 2018; Paton
et al.,2018).

No entanto, é importante ressaltar que o desenvolvimento cerebral apds a lesédo
associada a inflamagao neonatal ndo é estatico, nem decorrente de evento unico.
Nesse processo dinamico, ha participagdo de diversas cascatas celulares e
moleculares, presentes no SNC ao longo da vida (Magalhées et al., 2017).

Em geral, altos niveis de biomarcadores inflamatérios, incluindo citocinas,
moléculas de adesdo, quimiocinas, fatores de crescimento, fatores neurotroéficos,
moléculas produzidas pelo figado e neutrdfilos ativados, durante as primeiras
semanas apos o nascimento, tém sido associados a lesdo cerebral e/ou pior
desenvolvimento neuropsicomotor em longo prazo (Tilley et al., 2017).

Os recém-nascidos que possuem elevados niveis de citocinas e quimiocinas e
baixos niveis de fatores neurotroéficos circulantes no primeiro més de vida apresentam
pior desenvolvimento neuropsicomotor em longo prazo (Kuban et al., 2015; Varner et
al., 2015).

Em contrapartida, as intervengdes de reabilitagdo, por sua vez, promovem
mudancas funcionais no cérebro, que se associam a maior liberacdo de fatores
neurotroficos, além de favorecer o desenvolvimento neuropsicomotor com
aprendizado de novas habilidades (Dinomais; Marret; Vuillerot, 2017).

Em resposta a estimulagdo ambiental e/ou reabilitacdo, o mecanismo de
plasticidade cerebral permite que o SNC reorganize a rede neuronal, com surgimento
de novas sinapses, espinhas dendriticas e circuitos neuronais (Dinomais Marret;
Vuillerot, 2017; McClellan, 2017). E uma propriedade intrinseca do SNC, refletindo
sua capacidade de responder, de maneira dindmica, ao ambiente e as novas
experiéncias por meio da modificacado de circuitos neurais e/ou restauragao estrutural

(Gaberova; Pacheva; lvanov, 2018).
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A reorganizacao cerebral apos lesdes cerebrais pré-natais e perinatais € mais
intensa durante os primeiros anos de vida. Dessa forma, considera-se que a
intervencdo precoce possa interferir positivamente no desenvolvimento
neuropsicomotor. No entanto, existem dados insuficientes na literatura sobre o
impacto das intervengdes de reabilitagcdo, nos processos inflamatério e anti-
inflamatério, no desenvolvimento neuropsicomotor e na aquisicdo de novas
habilidades funcionais nas crian¢gas com PC (McClellan, 2017).

Diante desse cenario, evidencia-se que a inflamagao sistémica e a
neuroinflamacgéao associadas a prematuridade n&o constituem processos isolados,
mas integram uma complexa rede de sinalizag&o celular capaz de modular a resposta
imune e o desenvolvimento do SNC. A liberacdo persistente de citocinas pro-
inflamatdrias, o recrutamento de células imunocompetentes e a ativagao de vias
associadas ao estresse celular favorecem um ambiente pro-inflamatério sustentado,
o qual estad diretamente relacionado a lesdo cerebral precoce e a desfechos
neurologicos adversos (Paton et al., 2018; Galinsky et al., 2018; Xia et al., 2018).

Nesse contexto inflamatdério, mecanismos moleculares adicionais passam a
exercer papel regulador sobre a intensidade e a duragédo da resposta imune, entre
eles os componentes da sinalizagdo purinérgica. Alteragdes no metabolismo
extracelular de nucleotideos, especialmente do ATP liberado em situagdes de hipdxia,
lesdo tecidual e ativagdo imunoldgica, tém sido reconhecidas como moduladoras
centrais da inflamacédo, uma vez que o ATP atua como sinal pré-inflamatério,
enquanto seus produtos de degradacgdo, sobretudo a adenosina, exercem efeitos
predominantemente anti-inflamatérios e imunorregulatérios (Burnstock, 1972;
Yegutkin, 2008; Burnstock; Arnett; Orriss, 2013).

3.7 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO

Os fatores neurotréficos pertencem a um grupo de proteinas similares, do qual
fazem parte varias neurotrofinas, como o fator de crescimento neural, o fator neuronal
derivado do cérebro, as neurotrofinas 3, 4/5 6 e 7. Constituem também os fatores de
crescimento do tipo insulinico, os fatores de crescimento basico do fibroblasto, os
fatores de crescimento vascular endoteliais, a familia do fator neurotréfico derivado
da glia e os fatores de crescimento do hepatécito (Ding et al., 2006; Gao; Li; Chopp,

2005; Petti; Lang; Woo, 2005). Os fatores neurotréficos entdo, séo proteinas soluveis
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endégenas que regulam a sobrevivéncia, o crescimento, a plasticidade morfolégica e
a sintese de novos neurbnios com fungdes diferenciadas (Zhao et al., 2005). Os
efeitos dos fatores neurotroficos sdo mediados pela sua ligagdo a duas classes de
receptores transmembranicos: o receptor de neurotrofina p75 e os receptores tirosina
cinase, que incluem A, B e C (Petti; Lang; Woo, 2005; Chao, 2003).

As neurotrofinas exercem seus efeitos bioldgicos por meio da interagdo com
dois tipos principais de receptores de membrana: o receptor p75™"" e os receptores da
familia tirosina quinase (Trk). O p75™ é um receptor de baixa afinidade e baixa
especificidade, capaz de se ligar a todas as neurotrofinas, sendo, portanto,
considerado um receptor ndo seletivo. Em contraste, os receptores Trk apresentam
alta afinidade e elevada especificidade por seus ligantes. O fator de crescimento
neural (NGF) liga-se preferencialmente ao receptor TrkA, enquanto o BDNF e a
neurotrofina-4/5 (NT-4/5) interagem predominantemente com o receptor TrkB. Ja a
neurotrofina-3 (NT-3) apresenta maior afinidade pelo receptor TrkC, embora também
possa se ligar, em menor intensidade, aos receptores TrkA e TrkB. (Petti; Lang; Woo,
2005).

Os neurbnios podem receber suporte trofico de células-alvo (mecanismo
retrogrado), através de neurdnios aferentes (influéncia anterégrada), por meio de
células gliais (mecanismo paracrino) ou através deles mesmos (mecanismo autdcrino)
(Alberch; Pérez-Navarro; Canales, 2002).

A interacdo de proteinas maduras com o receptor tirosina cinase leva a
sobrevivéncia neuronal, ja a interagdo de pro-neurotrofinas com o receptor p75™" leva
a apoptose. Isso implica que a clivagem de pro-neurotrofinas € um mecanismo
importante que orquestra a agao das neurotrofinas (Chao, 2003).

A liberagdo das neurotrofinas pode ser regulada ou constitutiva. Na forma
regulada, as neurotrofinas sdo liberadas logo apds serem sintetizadas, permitindo que
a neurotrofina esteja constantemente disponivel para células que delas necessitam.
Ja na via constitutiva, uma vez sintetizada, as neurotrofinas sdo estocadas em
glandulas secretoras e liberadas em resposta a uma atividade. O BDNF do cérebro é
ofertado na forma regulada, e as demais neurotrofinas sdo ofertadas
constitutivamente (Vaynman; Gémez; Pinilla, 2005).

As neurotrofinas sao inicialmente sintetizadas como precursores ou pro-
neurotrofinas e posteriormente clivadas para produzir proteinas maduras (Petti, Lang,

Woo, 2005). As pro-neurotrofinas ligam-se com alta afinidade ao p75", enquanto as
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neurotrofinas maduras ligam-se preferencialmente a receptores tirosina cinase (Chao,
2003).

A plasticidade neural refere-se a habilidade do sistema nervoso em alterar sua
estrutura e fungao durante a maturagao ou desenvolvimento, aprendizado, desafios
ambientais ou durante processos patolégicos. O crescimento dendritico, o brotamento
axonal colateral e a formacéo de novas sinapses ocorrem possivelmente secundarios
a liberacdo de fatores neurotréficos na regido lesada e representam mudancgas
morfoldgicas e funcionais ocorridas em neurdnios, células da glia e na vascularizagao
proximas ao evento patolégico (Centoze et al., 2007).

O BDNF do cérebro € uma proteina de 27 kDa, sendo a mais abundante no
cérebro e responsavel pelo desenvolvimento e manutencao do sistema neuronal. Atua
como modulador da plasticidade sinaptica do SNC e periférico e dos
neurotransmissores, regulando a excitabilidade neuronal. Ele é sintetizado nos corpos
celulares dos neurdnios sensoriais primarios e expresso pelos neurbnios sensoriais
de pequeno didmetro no corno dorsal. E transportado do terminal central pelos
aferentes primarios, liberado no corno dorsal espinhal e se liga ao receptor tirosina
cinase B por neurdnios sensoriais de segunda ordem (Petti; Lang; Woo, 2005). E
sintetizado predominantemente por neurénios localizados no hipocampo, regido
cerebral intimamente relacionada ao processamento da fungéo cognitiva (Molteni et
al., 2002).

O BDNF exerce seus efeitos ligando-se ao receptor tirosina cinase B ou p75”"'

através de duas vias de ativagdo. Em uma via, a sua ligagdo com o receptor tirosina
cinase B induz a atividade do fosfaditilinositol 3-cinase, que leva a ativagdo da
serina/treonina cinase, suprimindo a morte celular devido a inibicdo de atividades
apoptoticas da forkhead, Bcl-2 e Bad. Na outra via, ha a ativacao de proteinas cinase
ativadas mitogénicamente e cinases reguladas extracelularmente, resultando no
aumento da atividade de proteinas anti- apoptéticas Rsk1 e Msk1. O elemento de
ligacdo de proteinas em resposta ao monofosfato de adenosina ciclico, uma vez
fosforilado pela ligagdo do BDNF ao receptor tirosina cinase B, induz a transcrigao de
varios genes que promoverao a sobrevivéncia neuronal (Petti; Lang; Woo, 2005;
Sossin, 2007).

O BDNF ligado a tirosina cinase B também resulta na ativagdo da fosfolipase

C gama e consequente produgdao do segundo mensageiro diacilglicerol e inositol
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1,4,5-trifosfato. O mensageiro diacilglicerol ativa a proteina cinase C. O IP3
desencadeia a liberagdo de calcio, que, por sua vez, ativa a ERK e a calcio
calmodulina cinase IV e, consequentemente o elemento de ligagdo de proteinas,
contribui para a sobrevivéncia neuronal (Sossin, 2007).

O BDNF desempenha diferentes fungdes relacionadas ao aprendizado e
memoria, a neuroprotegdo, a plasticidade axonal e sinaptica. Esta associado a
recuperagcao motora, a manutengao do estado oxidativo celular, a promog¢ao ou
desenvolvimento de espiculas dendriticas, a sobrevivéncia, crescimento e
diferenciagao de neurdnios durante o desenvolvimento (Cotman; Bert; Chold, 2002;
Nomura et al., 2005; Ploughman et al., 2007; Vaynman; Gémez; Pinilla, 2005).

Outras atividades sao atribuidas as fungdes do BDNF como controle do
metabolismo energético, modulagao da eficacia da liberagdo de neurotransmissores,
protecdo contra radicais livres e depressao e ansiedade (Chen et al., 2006).

A compreensdo do papel do BDNF no neurodesenvolvimento de bebés
nascidos prematuros ndo pode ser dissociada dos processos inflamatérios e dos
mecanismos de sinalizagdo celular que modulam o ambiente neural. Evidéncias
demonstram que a inflamagdo sistémica e central, frequentemente presente na
prematuridade, exerce influéncia direta sobre a sobrevivéncia neuronal, a
mielinizagdo e a plasticidade sinaptica, podendo interferir negativamente na
expressao e na acgao de fatores neurotroficos, como o BDNF (Paton et al., 2018;
Magalhaes et al., 2018; Kuban et al., 2015).

Nesse contexto, os componentes da sinalizagdo purinérgica emerge como um
elo funcional entre inflamacdo e neuroplasticidade, uma vez que nucleotideos
extracelulares, como o ATP, atuam como importantes mediadores proé-inflamatoérios,
enquanto a adenosina desempenha papel predominantemente anti-inflamatério e
neuroprotetor (Burnstock; Arnett; Orriss, 2013). A atividade das ectonucleotidases,
especialmente em células do sistema imune, regula o equilibrio entre esses
mediadores, modulando a resposta inflamatéria e, consequentemente, criando um
microambiente mais ou menos favoravel a acdo de fatores neurotréficos e aos
processos de reorganizagao neural. Assim, a integragdo entre BDNF, marcadores
inflamatorios e componentes da sinalizagao purinérgica constitui um arcabougo
tedrico essencial para compreender os mecanismos neurobiolégicos envolvidos no
desenvolvimento e na plasticidade cerebral de bebés prematuros, bem como os

potenciais efeitos moduladores das intervengdes terapéuticas precoces (Magalhaes
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4 METODOLOGIA

Este estudo foi estruturado a partir de dois manuscritos complementares, com
delineamentos metodoldgicos distintos e integrados entre si. O Manuscrito 1
caracterizou-se como um estudo de revisdo integrativa da literatura, enquanto o
Manuscrito 2 consistiu em um estudo piloto, prospectivo, de brago unico, com
delineamento quase experimental pré e pds-teste.

Essa organizacdo metodologica foi adotada com o objetivo de articular dois
niveis complementares de investigacdo, um eixo tedrico-conceitual, voltado a
compreensao dos mecanismos neuroinflamatorios, purinérgicos e neurotroficos
envolvidos na prematuridade e um eixo experimental, destinado a analisar os efeitos
da intervencao fisioterapéutica precoce sobre pardmetros clinicos, funcionais e
biomarcadores bioldgicos.

Essa abordagem integrada possibilitou uma analise ampliada do fenébmeno
analisado, permitindo ndo apenas a avaliagdo da evolucdo funcional dos bebés
nascidos prematuros, mas também a exploragédo de possiveis mecanismos biologicos
subjacentes aos efeitos terapéuticos observados, fortalecendo o carater translacional

da pesquisa e a articulagao entre ciéncia basica e pratica clinica.

4.1 DELINEAMENTO METODOLOGICO DA REVISAO DE LITERATURA

O Manuscrito 1 intitulado “Molecular axis of vulnerability: P2X7 and AZ2A
purinergic receptors, inflammation, and neurodevelopment in prematurity”,
caracteriza-se como um estudo de revisao integrativa da literatura, com abordagem
qualitativa, descritiva e de natureza tedrico-conceitual, com objetivo de analisar e
integrar evidéncias cientificas sobre a relagdo entre prematuridade, inflamagao
sistémica neonatal e o papel do sistema purinérgico no neurodesenvolvimento.

Trata-se de um estudo de carater secundario, fundamentado na analise e
sintese de dados previamente publicados, ndo envolvendo participantes humanos,

experimentacao clinica ou coleta de dados primarios.

4.1.1 Estratégias de Busca e Fonte dos Dados

As buscas bibliograficas foram realizadas em bases de dados eletrbnicas de

reconhecida relevancia cientifica, incluindo PubMed/MEDLINE, Nature Publishing
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Group, Frontiers, MDPI, SpringerLink e outros peridédicos indexados na area
biomédica, compreendendo a coleta dos dados no periodo de junho a dezembro de
2025.

O periodo considerado para inclusao dos estudos compreendeu publicacdes
entre o ano de 2000 e 2025, em portugués e inglés, de modo a contemplar avangos
conceituais e experimentais relevantes nas areas de imunologia neonatal,
neuroinflamacéo e sinalizagéo purinérgica.

Foram utilizados descritores em lingua inglesa e suas combinagdes por meio
de operadores booleanos (AND, OR), tais como: “prematurity”; “preterm birth”;
“‘neurodevelopment”; “inflammation”; “purinergic signaling”; “P2X7 receptor”; “A2A
receptor”; “cytokines”; “IL-6, TNF-a, IL-10"; “DHA”; “ARA”; “neonatal sépsis”;

“neuroinflammation”.

4.1.2 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Adotou-se os seguintes critérios de inclusao: estudos originais experimentais
(clinicos ou pré-clinicos); revisdes sistematicas e meta-andlises; revisdes
mecanisticas e editoriais com relevancia cientifica para a tematica proposta;
publicagbes predominantemente em lingua inglesa; estudos publicados entre 2000 e
2025; pesquisas que investigassem biomarcadores inflamatérios, receptores
purinérgicos, acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (DHA e ARA) ou
desfechos do neurodesenvolvimento em prematuros.

Foram excluidos estudos sem relagao direta com prematuridade ou inflamacgao
neonatal; publicagdes duplicadas e trabalhos sem relevancia mecanistica ou clinica

para os objetivos da reviséo.

4.1.3 Procedimento de Analise e Integragao dos Dados

Os estudos selecionados foram analisados de forma qualitativa e interpretativa,
com foco na extracdo de informacdes relacionadas a perfis de citocinas pro e anti-
inflamatdrias (IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-10), ativacdo e modulagdo de receptores
purinérgicos (P2X7 e A2A), vias intracelulares mediadas por adenosina e AMP ciclico
(cAMP), relagéo entre niveis de acido docosa-hexaenoico (DHA) e acido araquidbnico

(ARA) e o proteoma inflamatdrio neonatal, biomarcadores de neuroimagem e
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indicadores precoces de comprometimento no neurodesenvolvimento, estratégias
terapéuticas farmacolégicas e nutricionais direcionadas ao eixo purinérgico.

A organizacdo do conteudo foi estruturada em eixos tematicos, permitindo a
integracédo entre evidéncias moleculares, achados clinicos e implicagdes
translacionais.

Esse manuscrito fundamentou teoricamente o delineamento experimental do
segundo estudo, fornecendo sustentagdo conceitual para a investigagcao da interface

entre intervengdao motora precoce e modulagao neurobioldgica.

4.2 DELINEAMENTO METODOLOGICO DO ESTUDO EXPERIMENTAL

O Manuscrito 2 intitulado “Intervencgéo fisioterapéutica precoce baseada no
Conceito Neuroevolutivo Bobath promove ganhos neuroldgicos e adaptagbes
purinérgicas em bebés nascidos prematuros”, caracterizado como estudo piloto,
prospectivo, de brago unico, com delineamento quase experimental pré e pos-teste.

A populagcdo e amostra se compds por 18 bebés nascidos prematuros de
qualquer idade gestacional de nascimento até 18 meses de idade, sem diagndstico
estabelecido de PC, sindromes genéticas ou qualquer desordem neuromotora,
oriundos de uma clinica de fisioterapia, sendo este numero justificado por outros
estudos encontrados na literatura disponivel que utilizaram a mesma quantidade
amostral (Romeo et al., 2020; Romeo et al., 2021; Uusitalo et al., 2021).

O recrutamento da amostra ocorreu de maneira voluntaria, uma vez ofertados
aos pacientes que sao encaminhados a esta clinica de fisioterapia especializada em
Fisioterapia Pediatrica, a possibilidade da participacédo do estudo e as coletas de
dados somente iniciou apés aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFFS,
Campus Chapeco — SC, bem como a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Apéndice A) pelos pais e/ou responsaveis legais do participante.

A pesquisa possuiu dois momentos distintos, pré e pds-intervengao, quando
foram utilizados como instrumentos de coleta e execugao dos dados de pesquisa: a
abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath como instrumento
interventivo; sexo, idade gestacional de nascimento, idade do bebé& no momento da
avaliacao inicial e final, HINE e coleta de sangue para analise de marcadores
inflamatorios, BDNF e componentes da sinalizagdo purinérgica como instrumentos de

avaliacao pré e pos-intervencéo.
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Tanto as coletas pré e pods-intervengdao, quanto as intervengdes, foram
realizadas na clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia Pediatrica e
ocorreram de maio de 2025 a margo de 2026.

O HINE, foi aplicado pela pesquisadora fisioterapeuta, especializada e
devidamente capacitada, assim como a abordagem terapéutica do Conceito
Neuroevolutivo Bobath, ambos exigem formagéo especifica e qualificada para sua
aplicagao.

Ja a coleta de sangue para mensurar os marcadores inflamatérios, analisar o
BDNF e componentes da sinalizagdo purinérgica, se deu por uma técnica de
enfermagem, devidamente formada, especializada e com experiéncia em coletas com
criangcas ha mais de 15 anos.

A avaliagado do HINE foi aplicada antes e apds as intervengdes com o Conceito
Neuroevolutivo Bobath, bem como a coleta de sangue para mensurar os marcadores
inflamatadrios, analisar o BDNF e componentes da sinalizag&o purinérgica.

As coletas de sangue seguiram para posteriores analises bioquimicas,
realizadas em dois momentos distintos, antes da aplicagdo da intervencédo da
abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath e apds o seu término.

O sangue coletado foi encaminhado para as dependéncias dos laboratérios de
pesquisa biolégica da UFFS, Campus Chapeco — SC, e imediatamente submetidas
ao processamento para separagao dos componentes sanguineos. Os tubos contendo
EDTA foram inicialmente centrifugados a 3.500 rpm por 15 minutos, permitindo a
separacdo do plasma. O sobrenadante correspondente ao plasma foi
cuidadosamente aspirado, transferido para tubos Eppendorf devidamente
identificados e mantido sob refrigeragao até o congelamento. De maneira semelhante,
0 soro obtido apds centrifugacdo dos tubos sem anticoagulante foi transferido para
tubos Eppendorf identificados e mantido refrigerado até seu armazenamento
definitivo.

Para o isolamento das células mononucleares, apos a retirada do plasma, o
buffy coat foi coletado e diluido em 1,5 mL de solugao fisiolégica. A suspensao celular
foi cuidadosamente adicionada sobre 2 mL de Lymphoprep—Ficoll-Hypaque e
centrifugada a 1.800 rpm por 30 minutos, promovendo a formagado do gradiente de
densidade e a separagcédo da camada de células mononucleares. A camada contendo
as células mononucleares foi cuidadosamente aspirada, transferida para um novo

tubo Falcon e submetida a lavagem com solugéo fisioldgica, completando-se o volume
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para 12 mL, seguida de centrifugagao a 1.500 rpm por 10 minutos. Apds o descarte
do sobrenadante, o pellet celular foi preservado. Nos casos em que houve
contaminagao por eritrécitos, realizou-se lavagem adicional com 4 mL de tampéo
hemolitico, seguida de centrifugagéo a 1.200 rpm por 10 minutos.

Ao final do processamento, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células
mononucleares foi ressuspenso em aproximadamente 300 uL de solugéo fisioldgica,
homogeneizado e transferido para tubos Eppendorf devidamente identificados. As
amostras foram entdo armazenadas em freezer a —80 °C até a realizacido das analises
laboratoriais.

As intervengdes com a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo
Bobath respeitou 12 semanas de aplicacdo ou a equivaléncia desse periodo contado
em atendimentos, sendo submetidos a dois atendimentos semanais de 45 minutos
cada, conforme disponibilidade e rotina de cada participante, com horarios
organizados juntos aos pais e ou/responsaveis legais, respeitando outrossim rotinas
especificas de cada um e todas as suas particularidades.

As coletas ocorreram no periodo de maio de 2025 a margo de 2026.

Vale ressaltar que condig¢des clinicas agudas, tais como: quadros infecciosos,
virais ou bacterianos, febre de quaisquer naturezas, sintomas respiratorios agudos,
episédios de vdmito ou diarreia, bem como reagdes sistémicas pds-vacina
acompanhadas ou nao de febre, irritabilidade ou mal-estar geral, foram impeditivos
absolutos para a realizacdo do atendimento, necessitando nesse sentido de
reorganizagao dos horarios e otimizagdo para que os dois atendimentos semanais
pudessem ser realizados.

Nas desisténcias ou exclusado por faltas ou diagnéstico de quaisquer outras
doengas associadas previstas enquanto critérios de exclusdo, foi possivel novo
recrutamento, respeitando tempo de aplicagao da intervengcao e todos os processos
da pesquisa.

Aos participantes a devolutiva foi realizada apds esta etapa de analise dos
dados, divulgando assim, os resultados encontrados, através de um parecer
fisioterapéutico impresso, contendo os dados da evolugéo do participante, juntamente
com as analises bioquimicas, de maneira clara e de facil entendimento, sendo
apresentada e entregue ao seus pais e/ou responsaveis legais na clinica de
fisioterapia especializada em Fisioterapia Pediatrica, onde todas as coletas pré e pos-

intervengado, assim como as intervengdes foram efetivadas.
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4.3 CUIDADOS ETICOS
4.3.1 Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da UFFS, Campus Chapecé — SC, sob o protocolo n°® 7.519.006 (Anexo A).

Esta pesquisa apresentou medidas que garantiram a liberdade de
participacdo, a integridade do participante da pesquisa e a preservagao dos dados
que possam identifica-lo, garantindo, especialmente, a privacidade, sigilo,
confidencialidade e efetivagdo sendo informado através do TCLE que foi
devidamente assinado pelos pais e/ou responsavel legal do pesquisado,
assegurando dessa maneira a efetivagdo da pesquisa, junto aos pesquisados.

A pesquisa apresentou riscos e beneficios inerentes aos procedimentos
realizados, previamente considerados e conduzidos em conformidade com os
principios éticos aplicaveis as pesquisas envolvendo seres humanos, com adog¢ao

de medidas destinadas a protegao, a seguranga e ao bem-estar dos participantes.

4.4 AMOSTRA ESTUDADA

A amostra a ser estudada foi constituida de bebés nascidos prematuros de até
18 meses de idade, oriundas de uma clinica de fisioterapia especializada em

Fisioterapia Pediatrica da cidade de Chapeco - SC.

4.4.1 Recrutamento e Caracterizagao da Amostra

Apds a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Campus Chapecé
— SC, o recrutamento da amostra ocorreu de maneira voluntaria, uma vez ofertados
aos pacientes que sdo encaminhados a clinica de fisioterapia especializada em
Fisioterapia Pediatrica, a possibilidade da participacdo do estudo.

Apds esse contato inicial, disponibilizando o interesse em participar da
pesquisa, foi combinado data e horario com cada participante para estabelecer a
avaliacado e coleta de sangue inicial, bem como a assinatura do TCLE, informando-os

e detalhando sobre todos os procedimentos e etapas da pesquisa.
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4.4.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Para os critérios de inclusdo considerou-se qualquer raca, etnia, sexo ou classe
social, bebés de nascimento prematuro, idade até 18 meses, nascimento por parto
normal ou cesareo, permanecido ou ndo hospitalizado, encaminhado ao servico de
fisioterapia com abordagem terapéutica através do Conceito Neuroevolutivo Bobath e
que os pais e/ou responsaveis legais consentiram em participar da pesquisa
assinando o TCLE.

Ja os critérios de exclusao, por sua vez, compreenderam aqueles bebés com
diagnodstico estabelecido de PC, sindromes genéticas ou qualquer desordem
neuromotora, aqueles que estavam realizando outras abordagens terapéuticas

concomitantes.

Figura 2 — Fluxograma da Composi¢céo da Amostra
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Figura 2 — Fluxograma da Composi¢éo da Amostra: Apés aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFFS, os responsaveis foram convidados a participagdo voluntaria na Clinica de Fisioterapia
Pediatrica. Com a assinatura do TCLE e realizagdo da avaliagao inicial com coleta pré-intervengao, 23
bebés prematuros foram considerados elegiveis. Destes, 18 foram incluidos na amostra final e 5
excluidos por critérios clinicos. Fonte: Elaborado pelos autores, com base no Biorender, 2026.
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4.5 PROCEDIMENTO PARA A COLETA DOS DADOS

4.5.1 Coleta e Processamento das Amostras de Sangue

A técnica de enfermagem foi protegida por luvas cirurgicas descartaveis,
coletado 3 mL de sangue venoso na veia cubital anterior com seringa e agulhas
descartaveis esterilizadas com posterior tamponamento compressivo no local da
pungao.

Apos a coleta, o sangue foi distribuido em dois tubos: um tubo contendo EDTA
como anticoagulante e um tubo de soro. Esses tubos foram direcionados aos
laboratérios da UFFS, Campus Chapeco — SC, para que linfocitos, soro e plasma

fossem separados e armazenados em freezer a -80°C para posteriores analises.

4.5.2 Parametros Analisados

4.5.3 Analises Relacionadas aos Componentes da Sinalizagao Purinérgica

4.5.3.1 Ensaios Enzimaticos

Avaliacéo das enzimas que hidrolisam nucleotideos e nucleosideos de adenina
em linfécitos. A atividade das enzimas NTPDase e 5-Nucleotidase foi determinada
em plaquetas segundo Pilla e colaboradores 1996, modificado por Lunkes et al. 2003,
e a atividade da enzima E-NPP de acordo com o método de Furstenau et al. 2006.

A atividade da enzima E-NTPDase em linfécitos periféricos foi determinada
como previamente descrito (Leal et al., 2005b), onde a atividade da enzima e medida
pelo conteudo de fosfato inorganico (Pi) liberado, usando-se um ensaio colorimétrico.
Simplificadamente, 20 yL de amostra foram adicionadas ao meio de reacao e pré-
incubadas por 10 minutos a 37°C. A reacao foi iniciada pela adi¢gao de substrato (ATP
ou ADP) a uma concentracao final de 2 mM e parada com acido tricloroacético — TCA
10%. A reacéo foi resfriada em gelo por 10 minutos para posterior quantificagédo do
conteudo de Pi liberado (Chan et al., 1986), utilizando o verde de malaquita como

reagente colorimétrico e 0 KH2PO4 como padrao. A atividade enzimatica especifica foi
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expressa em nanomol de Pi liberado por minuto por miligrama de proteina (nmol de
Pi/min/mg de proteina).

A atividade da enzima ADA em linfécitos periféricos foi determinada de acordo
com o protocolo ja descrito por Guisti e Galanti 1984. Simplificadamente, 50 uL de
amostra foi incubado com adenosina 21 mM (pH 6.5) a 37°C por 60 minutos. Este
meétodo é baseado na liberacdo direta de amonia pela ADA em excesso de substrato.
Os resultados foram expressos em unidades por miligrama de proteina (U/mg de
proteina). Uma unidade (1 U) de ADA e definido como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 mM de amébnia por minuto a partir da adenosina nestas

condicdes de reacéo.

4.5.3.2 Niveis de ATPe

Para determinar quantitativamente o ATPe no soro, o Kit de Determinagao de
ATP comercial (Invitrogen®) foi usado. O ATP ¢é quantificado usando
bioluminescéncia da luciferase recombinante e seu substrato D-luciferina. O ensaio é
baseado na necessidade de ATP pela luciferase para produzir luz, que foi avaliada

em um comprimento de onda de 560nm.

4.5.4 Citocinas Pro e Anti-inflamatoérias

Para determinag&o dos niveis de citocinas foi utilizado o kit BDTM Cytometric
Bead Array (CBA), especifico para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- e interferon-gama (IFN-

y).

4.5.5 Fator Neurotroéfico Derivado do Cérebro

A analise do BDNF foi realizada utilizando kit ELISA para analisar o soro, conforme
as instrugdes do fabricante: Kit ELISA para BDNF Humano (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, WA, EUA, numero de catalogo EH42RB — 96 testes).

Todas as amostras foram analisadas utilizando os tampdes, diluentes e substratos
recomendados pelo fabricante e seguindo as diretrizes do mesmo para garantir a
conformidade com o protocolo e minimizar erros de medicdo. Uma curva padrao de oito

pontos foi colocada em cada placa. As amostras de soro foram diluidas quatro vezes, de
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acordo com as recomendagdes do fabricante. A leitura foi realizada com um leitor de
microplacas (Modelo Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, EUA) em um comprimento de
onda de 450 nm. A faixa de detecgdo para BDNF foi de 0,066 a 16 ng/mL, com
sensibilidade de 80 pg/mL. Os coeficientes de variagdo (CV) intra-ensaio e inter-ensaio

foram <12% e <10%, respectivamente.

4.5.6 Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith

O HINE possui em sua estrutura 26 itens que avaliam diferentes aspectos da
funcdo neurologica, que sao divididos em cinco sessbes, sendo elas: Nervos
Cranianos; Postura; Movimentos; Tonus; Reflexos e Reag¢des que sao pontuados com
Escores de 0 a 3 pontos, além da possibilidade de marcagdes de comentarios e
assimetrias encontradas em cada item, a serem pontuadas ao final das sessdes.

Foi realizado preferencialmente em cama ou tatame no chao, desde que fosse
possivel deitar a crianga em decubito dorsal e ndo estivesse no colo, seja de terapeuta
examinador, pais e/ou responsaveis legais, com duracao de cerca de 15 minutos.

De maneira ideal, as avaliagdes foram executadas com a crianca despida e de
preferéncia sem fraldas, porém, sempre que a crianga apresentou incbmodos e o
despir desconfortou ainda mais, retirou-se pelo menos os calcados, meias e
vestimentas mais grosseiros.

Caso a crianca fizesse uso de 6Oculos e aparelhos auditivos, realizou-se a
retirada, avaliando sem os dispositivos, fazendo nota a esses achados, em seguida
observando a resposta com os dispositivos recolocados.

Os registros de pontuagéo, comentarios e/ou assimetrias, foram realizados no
formulario do Exame e no calculo do Escore Global ao final. A ordem de realizagao
dos testes ndo necessariamente seguiu o formulario, visto nédo alterar o resultado da
avaliacao e foi guiado pelo comportamento da crianga, porém os itens de atencao
visual e respostas auditivas foram realizadas incialmente a avaliagdo, além de
certificar-se que ocorressem mudangas na expressdo facial e os movimentos
espontaneos durante toda a avaliacao.

A interpretacdo da HINE baseou-se nos valores de referéncia especificos para
cada faixa etaria. Em criangas com desenvolvimento tipico, os escores considerados
de normalidade (optimality scores) sdo =67 aos 3 meses, 270 aos 6 meses, =73 aos

9 e 12 meses e =274 aos 18 meses, representando o desempenho esperado em
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aproximadamente 90% dos bebés nascidos a termo (Haataja et al., 1999; Haataja et
al., 2003).

Além dos valores de normalidade, estudos longitudinais estabeleceram pontos
de corte associados a alta probabilidade de PC em criangcas com fatores de risco
perinatais. Escores <56 aos 3 meses, <59 aos 6 meses, <62 aos 9 meses e <65 aos
12 meses apresentam elevada capacidade preditiva para o diagndstico precoce de
PC quando interpretados em conjunto com a histdria clinica, exames de neuroimagem
e outras avaliagdes, como os General Movements Assessment (Romeo et al., 2013).
Aos 18 meses, um escore total inferior a 40 pontos esta fortemente associado a
paralisia cerebral ndo deambuladora (Romeo et al., 2008).

Em criangas prematuras, a interpretacdo da HINE deve considerar a idade
corrigida e as particularidades do desenvolvimento neurolégico dessa populagao.
Romeo e seus colaboradores 2016, demonstraram que os bebés prematuros podem
apresentar escores discretamente inferiores aos observados em criangas nascidas a
termo, mesmo quando apresentam evolugcdo clinica favoravel, reforcando a
importancia da utilizacdo de valores de referéncia especificos e da analise longitudinal
dos resultados.

O HINE foi aplicado no contato inicial com o bebé e reaplicado ao final de 12
semanas de tratamento através da abordagem terapéutica do Conceito
Neuroevolutivo Bobath, a fim de gerenciar a fungao neurolégica, os ganhos obtidos e
monitorar os resultados.

Entre os principais limitantes, destaca-se a influéncia do estado
comportamental do bebé no momento da avaliagdo. Irritabilidade, sono, fome, choro
excessivo ou desconforto podem interferir no desempenho motor e na resposta aos
estimulos, impactando o escore final. A idade -corrigida, especialmente em
prematuros, também deve ser rigorosamente considerada. A interpretagdo sem ajuste
para prematuridade pode levar a classificacbes equivocadas quanto a maturidade
neurologica. Além de fatores ambientais, como temperatura inadequada da sala,
auséncia de superficie apropriada para posicionamento ou interrup¢des durante o
exame, também podem comprometer a qualidade da aplicagdo. Assim, embora o
HINE seja uma ferramenta robusta e validada, sua aplicagao exige rigor metodoldgico,
treinamento especifico e interpretacdo contextualizada dentro de uma avaliagao

neurologica abrangente (Hataaja et al., 1999; Romeo et al. 2026).
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4.6 INTERVENGOES FISIOTERAPEUTICAS

A intervencéo fisioterapéutica foi realizada com frequéncia de duas sessodes
semanais, com duracdo meédia de 45 minutos cada, ao longo de 12 semanas
consecutivas, totalizando 24 atendimentos por participante. As intervencbes foram
fundamentadas nos principios do Conceito Neuroevolutivo Bobath Baby, com énfase
na organizagao sensoério-motora e na promogao de experiéncias motoras compativeis
com o estagio de desenvolvimento corrigido (Bobath 1984; Mancini et al. 2004;
Pagnussat et al. 2013).

A escolha da frequéncia e duracdo das sessdes considerou evidéncias
relacionadas a neuroplasticidade dependente de experiéncia, segundo as quais
estimulos repetitivos, significativos e funcionalmente orientados favorecem
reorganizagao sinaptica e fortalecimento de circuitos neurais em desenvolvimento
(Cotman; Berchtold, 2002; Petti, Lang; Woo, 2005). Em bebés prematuros, esse
aspecto torna-se particularmente relevante, uma vez que o sistema nervoso se
encontra em processo acelerado de maturagao cortical, mielinizacdo e organizagao
das vias sensorio-motoras (Kuban et al., 2017; Galinsky et al., 2018; Paton et al.,
2018).

Embora a intervencao tenha sido individualizada conforme as necessidades
clinicas de cada bebé, foram adotados principios norteadores comuns, assegurando
padronizagdo metodoldgica. Entre eles destacam-se a organizagdo postural,
modulagao do ténus muscular, facilitagdo do controle cefélico e de tronco, estimulo a
simetria corporal e promogao de experiéncias motoras ativas e funcionais (Bobath
1984; Cayo et al., 2015; Gusman; Torre, 2010).

Cada sessdo seguia uma sequéncia estruturada. Inicialmente, realizava-se o
acolhimento do bebé e de seus pais e/ou responsaveis, com observacao do estado
comportamental, nivel de alerta e sinais de autorregulagdo. Essa etapa
fundamentava-se na compreensdo de que o desempenho motor esta diretamente
relacionado a estabilidade neurocomportamental e a integragcado sensorial adequada.
Em prematuros, a capacidade de autorregulacdo pode estar fragilizada, tornando
essencial a organizagao prévia do estado comportamental para otimizar a qualidade
da resposta motora (Hadders-Algra, 2018).

Na etapa subsequente, procedia-se a retirada minima de roupas, considerando

as particularidades sensoriais do prematuro. A hipersensibilidade tatil, alteracbes na
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modulacdo sensorial e maior vulnerabilidade a estimulos ambientais excessivos
justificam a necessidade de controle cuidadoso das entradas sensoriais. A redugao
de sobrecargas tateis e térmicas favorece estabilidade autonémica, melhora a
atencdo ao movimento e contribui para respostas motoras mais organizadas
(Hadders-Algra, 2018).

A fase central do atendimento consistia nos manuseios terapéuticos, aplicados
de forma direcionada aos objetivos funcionais estabelecidos para cada fase do
desenvolvimento e para cada participante. Os estimulos eram graduados e repetidos
dentro de contexto funcional significativo, respeitando os limites individuais e evitando
sinais de estresse. Foram priorizados alinhamento postural, dissociagdo de cinturas,
controle cefélico, organizagao de tronco e facilitacdo de transi¢coes posturais (Bobath
1984; Cayo et al., 2015; Gusman; Torre, 2010; Mancini et al., 2004).

Por fim, cada sesséo era finalizada com estratégias de reorganizacéo sensorio-
motora e estabilizagdo fisioldgica, assegurando retorno ao estado de conforto e
equilibrio autonémico. Orientagcdes aos pais e/ou responsaveis eram fornecidas
quando pertinente, promovendo continuidade dos estimulos no ambiente domiciliar e
ampliando a intensidade da experiéncia sensorio-motora fora do contexto clinico,
oportunizando assim o modelo de intervencdo centrado na familia, baseando no
contexto contemporéneo almejado pelo Conceito (Bobath 1984; Cayo et al., 2015).

Junto dos manuseios terapéuticos especificos, utilizou-se de recursos como
bolas, bancos, rolos, cueiros, redes e do proprio corpo do terapeuta como auxilio e
em uma interacao reciproca e dindmica entre paciente e terapeuta, levando a ativagao
do processamento sensorio-motor ideal para o desempenho de tarefas e a aquisi¢cao

de competéncias e habilidades, durante a participagdo da atividade.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism, versdao 8.3. Inicialmente as varidaveis quantitativas foram
analisadas quanto a sua distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando da
distribuicao normal, foram expressos como média + desvio padrao e analisadas por
meio do Teste t Student para amostras pareadas para comparacao entre os
momentos pré e pos-intervengao.

Para atender ao objetivo de explorar a associagao entre as alteragdes nos

45



marcadores neurobiolégicos periféricos e a fungao neuroldgica infantil, foi realizada
analise de correlagéo entre variaveis individuais. Considerando a distribuicdo normal
das variaveis analisadas, utilizou-se o coeficiente de correlagcao de Pearson (r) para
avaliar a intensidade e a direcdo das associacdes entre as variacbes dos
biomarcadores e a variagdo dos escores neuroldgicos.

Adicionalmente, para explorar o potencial preditivo das alteragdes nos
biomarcadores sobre a variagdo dos escores neurologicos, foram conduzidas,
considerando como variavel dependente a variagdo do HINE e como variaveis
independentes as variagdes dos biomarcadores que apresentaram correlagéo
significativa.

O nivel de significAncia adotado como critério de significancia estatistica foi
de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1.1 Manuscrito 1

O Manuscrito 1 intitulado “Molecular axis of vulnerability: P2X7 and A2A
purinergic receptors, inflammation, and neurodevelopment in prematurity”, foi
submetido a revista Biomedicine and Pharmacotherapy, periddico internacional da
area biomédica. Durante o processo de avaliagdo por pares, foram recebidos
pareceres técnicos que contribuiram para o aprimoramento da estrutura do
manuscrito, da apresentacao dos resultados e da discussédo dos achados.

Considerando as recomendacdes dos revisores e, principalmente, a relevancia
dos resultados relacionados a sinalizagao purinérgica, o manuscrito foi reformulado e
direcionado para publicacdo. Entretanto, a publicacdo do manuscrito nao pdde ser
concretizada em raz&o da indisponibilidade de suporte financeiro para o pagamento
das taxas de publicacdo exigidas pela revista.

Dessa forma, seguindo a orientagao optou-se pela submissao a revista Brain
Behavior and Immunity, peridédico internacional de elevado impacto cientifico,
especializado na interface entre neurociéncia, imunologia e comportamento, com
énfase em estudos sobre neuroinflamacgao, neuroplasticidade, sinalizagao molecular
e biomarcadores envolvidos no desenvolvimento e na fungao do sistema nervoso. A
escolha desse periddico fundamenta-se na elevada convergéncia entre seu escopo
editorial e a tematica abordada pelo manuscrito, especialmente no que se refere ao
papel da sinalizagdo purinérgica, dos receptores P2X7 e A2A e dos mecanismos
neuroimunes associados a vulnerabilidade do cérebro em desenvolvimento, e

encontra-se em processo de revisao.
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ABSTRACT

Prematurity establishes a biological environment characterized by systemic
inflammation, immunological immaturity, and deficiency of essential neural nutrients,
promoting structural and functional alterations that may persist throughout life. Tissue
injury and cellular stress promote the release of damage-associated molecular
patterns, particularly extracellular ATP, which acts as an early signal of cellular
damage. Accumulating evidence indicates that these factors converge to compromise
myelination, cerebral connectivity, and neuroimmunological stability. In this context,
the purinergic system acts as a central axis linking cellular damage to inflammation,
highlighting the imbalance between P2X7 receptor activation, associated with pro-
inflammatory signaling, and the adenosinergic pathway, which is associated with
inflammation resolution. P2X7 receptors activation stimulates inflammasome signaling
and cytokine release, whereas ATP degradation to adenosine favors A2A-mediated
anti-inflammatory responses. This imbalance drives cytokine amplification, white
matter vulnerability, and alterations in neurodevelopment, while also highlighting
therapeutic opportunities involving P2X7 antagonists, A2A agonists, enzymatic
modulation, and DHA/ARA supplementation. Important gaps persist regarding the
temporal dynamics of these pathways, the safety of pharmacological interventions, and
the combined impact of nutritional interventions. Overall, current evidence supports
purinergic modulation as a promising therapeutic strategy to reduce neuroinflammation

and to improve neurodevelopmental outcomes in this highly vulnerable population.

Key-Words: Purinergic Agents; Premature Birth; Inflammation; Neurodevelopment
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INTRODUCTION

Premature birth, defined as birth occurring before the 37" week of gestation, is
one of the leading causes of infant mortality worldwide and remains a major public
health challenge [1]. Despite advances in neonatal care, preterm infants continue to
face a higher risk of adverse outcomes, including morbidity and neurodevelopmental
impairments [1]. Preterm birth disrupts the process of brain maturation, which primarily
occurs during the third trimester of gestation [2], exposing the neonate to an
extrauterine environment characterized by hypoxia, inflammation, and clinical
instability [3, 4]. These conditions lead to lasting structural and functional alterations,
resulting in motor and cognitive impairments [5].

Inflammation plays a central role in this context, as excessive activation of
cytokines, such as interleukins and TNF-a (tumor necrosis factor alpha), is associated
with white matter disorganization and impaired myelination [1, 6]. This response is
further exacerbated by the immune immaturity of preterm infants, characterized by
reduced production of regulatory cytokines and a limited capacity for homeostatic
control [7]. The purinergic system emerges as a key link between immune responses
and neurodevelopment, regulating inflammatory and neuroprotective processes
through extracellular ATP and adenosine signaling via P2 and P1 receptors,
respectively [8, 9]. An imbalance between these pathways may intensify

neuroinflammation and compromise brain maturation.
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Nutritional factors also modulate these responses. Deficiency in long-chain
polyunsaturated fatty acids, such as DHA and ARA, a condition common in preterm
infants, is associated with increased levels of inflammatory cytokines and poorer
neurological outcomes [10, 11]. The interaction between these nutrients and the
purinergic system suggests a functional axis that influences both inflammation and
neural development. Accordingly, the present study reviews the evidence on the
relationship between prematurity, inflammatory profile, and the purinergic system,
highlighting their interconnections with neurodevelopment and potential clinical

implications.

2. PREMATURITY AND NEURODEVELOPMENT

Fetal neurodevelopment is a highly regulated and sequential process involving
neurulation, neuronal proliferation, migration, differentiation, and cortical organization,
which collectively shape the structural and functional maturation of the central nervous
system during gestation [12] The period spanning the third trimester of gestation and
the first months of extrauterine life represents a critical phase of this process [2]. Early
disruption of this physiological progression due preterm birth, combined with factors
such as clinical instability, exposure to adverse hospital environments, and systemic
inflammatory processes, may lead to persistent structural and functional alterations in
the preterm brain, with consequences for cognitive, motor, and behavioral domains [1,
3, 4, 5, 13], as illustrated schematically in figure 2.

The development of the central nervous system begins between weeks 5 and 7
of gestation with the formation of the neural tube [12] Evidence suggests that purinergic
signalling participates in this process by modulating the proliferation, differentiation,
and migration of neural stem cells and neural progenitor cells, thereby influencing
neurodevelopment from the fetal period onward, as shown in figure 1 [14].

One study demonstrated that P2X3 receptors, expressed in the hindbrain neural
tube of rats at embryonic day 11, contribute to the development of the autonomic
nervous system [15] and their deletion was associated with the elimination of vagal
ionic currents [14]. The P1 receptor family also plays an important role in brain
maturation. Experiments in mice have shown that administration of these receptor
antagonists during gestation can delay neuronal migration, interfering with brain

maturation and resulting in subsequent memory impairment [16].
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Figure 1 - ATP-mediated purinergic signaling during neurodevelopment: This schematic illustrates the
role of ATP-mediated purinergic signaling across key developmental processes, including early
embryonic development, dorsal induction, and neural tube formation, neuronal proliferation from neural
stem cells, neuronal migration contributing to cortical organization, and synaptogenesis associated with
cortical maturation. The figure also highlights a critical neurodevelopmental window during the third
trimester, when neuronal migration and synaptic maturation are particularly active.

Prematurity is one of the leading causes of infant morbidity and mortality
worldwide [17], with significant implications for both short and long-term
neuropsychological development [18].

Regarding cerebral metabolism, studies by Tomiyasu et al. [3] demonstrated,
using magnetic resonance spectroscopy (MRS), that preterm neonates with very low
birth weight (VLBW < 1500 g) exhibit atypical metabolic profiles, notably a reduced rate
of increase of metabolites such as total N-acetylaspartate (tNAA), a well-established
marker of neuronal integrity and maturation. Furthermore, according to the authors,
children with a slower increase in tNAA concentration in the deep gray matter between
34 and 42 weeks of post-menstrual age showed significantly lower developmental
quotient (DQ) scores between 3 and 4 years of age, particularly for scores below 85.
The observed association was more robust than associations traditionally reported
using the tNAA/tCho ratio, suggesting that the measurement of absolute metabolite
concentration may represent a more sensitive early biomarker of cerebral maturation.

In addition, the presence of clinical conditions such as sepsis and bronchopulmonary
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dysplasia were more frequently associated with these metabolic alterations, indicating
that systemic inflammatory insults during the neonatal period can significantly
compromise the bioenergetic function of the developing central nervous system [3].

The functional architecture of the preterm brain also exhibits marked
modifications, particularly in the organization and variability of functional connectivity.
Using resting-state functional magnetic resonance imaging (rs-fMRI), Franga et al. [4]
demonstrated that preterm neonates exhibit altered dynamic functional connectivity
(dFC) patterns, including lower mean synchronization and reduced cerebral
metastability—an index of neural network flexibility and adaptability. Six distinct brain
states were identified, with preterm infants being more prone to remain in states of
regional connectivity (such as occipital and sensorimotor states) and less likely to
remain in states of global synchronization, compared to term neonates. The higher
occupancy of the sensorimotor state was negatively associated with cognitive and
motor scores assessed by the Bayley Scales of Infant Development (Bayley-Ill), and
positively associated with atypical behavioral traits identified by the Q-CHAT, a
screening tool for early signs of the autism spectrum disorder [4]. Such findings
demonstrate that, even in the neonatal phase, dFC can serve as a relevant functional
marker of cerebral organization and the risk of future cognitive and socioemotional
dysfunctions.

These structural and functional alterations overlap with a systemic context
marked by inflammation, immunological immaturity, and hemodynamic instability. The
editorial by Spoto [1] highlights the role of inflammatory biomarkers, such as peptides
detected in umbilical cord blood, which have shown promise in predicting hypoxic-
ischemic encephalopathy and myelination disorders, through the inhibition of
oligodendrocyte progenitor maturation. Early alterations in cerebral white matter, such
as volume reduction, diffuse punctate lesions, and deficient myelination, have been
identified by advanced neuroimaging techniques, such as Diffusion Kurtosis Imaging
(DKI) and synthetic magnetic resonance imaging, which have been shown to be more
sensitive than conventional methods in detecting subtle structural abnormalities in
preterm infants with or without intracranial hemorrhage [1]. This evidence points to the
existence of an inflammatory cascade that negatively affects the maturation of white
matter and cortical gray matter, impacting critical structures such as the thalamus, the
cerebellum, and the internal capsule tracts—regions extensively implicated in motor,
sensory, and cognitive development.
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Figure 2 - Impact of Extreme Prematurity on Intrauterine Brain Development and Neurodevelopmental
Outcomes: The diagram illustrates how extreme prematurity interrupts intrauterine brain development,
potentially promotes systemic inflammation, ultimately contributing to impaired neurodevelopmental
outcomes through inflammatory and developmental disruptions.

In addition, psychosocial and environmental factors significantly modulate the
impact of prematurity on neurodevelopment. Kvaratskhelia [5] demonstrated that low
educational and socioeconomic status of the parents, particularly maternal status, is
strongly associated with poorer cognitive outcomes. Furthermore, the authors also
associated parental stress— which is frequently observed after preterm birth— with
dysfunction in the mother-infant relationship and compromised emotional and
communicative development in the child. Longitudinal studies, such as the "Hamburg
Study” and other European cohorts, indicate that the effects of psychosocial adversity
can, in certain cases, exceed the isolated effects of prematurity in predicting cognitive
deficits, underscoring the importance of integrated and early interventions.

In this context, early intervention programs emerge as central tools for mitigating
neurological risks. Despite methodological variability across studies, Aita [13]
demonstrated that individualized interventions, such as the Newborn Individualized
Developmental Care and Assessment Program (NIDCAP), promote significant
improvement in neurodevelopment during the first days of corrected age. However, the

overall quality of evidence is still considered low, highlighting the need for greater
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standardization of instruments and longitudinal follow-up to assess the long-term

effects of these strategies, especially in more vulnerable populations.

3. NEONATAL SYSTEMIC INFLAMMATION: MECHANISMS AND BIOMARKERS

Premature neonates exhibit an intrinsic immune immaturity, rendering them
more susceptible to infections, primarily due to the immaturity of innate and adaptive
immune cells, especially in the first weeks of life [6]. This immaturity manifests as
marked differences in leukocyte composition, including lower adjusted counts of
neutrophils, basophils, and non-cytotoxic T cell subsets, along with a higher proportion
of immature granulocytes, reflecting the progressive adaptation of the neonatal
immune system [6].

The immunological profile of extremely preterm infants (23-32 weeks) also
differs from that of term neonates within the adaptive immune compartment, showing
a lower proportion of CD4* and CD8* memory T cells, although regulatory T cells
(Tregs) are present in comparable proportions across groups, suggesting distinct
maturation patterns [6]. Helper T cells (Tn ) play a fundamental role in coordinating the
immune response through the production of specific cytokines after activation by
antigen-presenting cells (APCs), while Tregs play a critical role in limiting excessive
responses and maintaining immunological tolerance [19].

Hibbert [6] also observed that infants who developed late-onset sepsis exhibited
a lower proportion of Tregs over time, along with higher levels of immature
granulocytes, in addition to differences in the dynamics of inflammatory monocytes.
This pattern indicates that, despite presenting some signs of immune activation, these
neonates maintain a functionally immature immune system, contributing to greater
susceptibility to severe infections [6].

Complementary studies [20] demonstrate that neonatal sepsis is associated
with low HLA-DR expression on monocytes, a subtype of major histocompatibility
complex class Il (MHC-Il), which compromises antigen presentation to CD4* T
lymphocytes and reduces phagocyte activation, as illustrated in figure 3 - a
phenomenon similar to the immune dysfunction observed in septic adults. Thus,
although some subgroups of preterm infants exhibit inflammatory activation,
phagocytic functionality remains reduced, contributing to a higher risk of infectious

complications.
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Figure 3 - Reduced HLA-DR impairs CD4+ T-cell activation in neonatal sepsis: This diagram illustrates
how reduced HLA-DR (MHC-II) expression on APCs, particularly monocytes, compromises adaptive
immunity in neonatal sepsis. The defect in antigen presentation prevents CD4+ T-cell activation. This
failure, in turn, hinders the delivery of essential licensing signals {IFN-gamma, CD40L) that normally
induce the phagocyte’s "kill switch".

However, studies by Strunk et al. [7] demonstrated that the elevation of baseline
levels of cyclic AMP (cAMP) in preterm infants is associated with increased production
of the inflammatory cytokines interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) after stimulation via Toll-like Receptors (TLRs), indicating an amplified
inflammatory response, given that cAMP acts as an anti-inflammatory modulator in
mature immune systems [21]. Blocking cAMP signaling reduced the production of
these cytokines, suggesting that cAMP directly contributes to inflammatory hyper-
responsiveness in very preterm infants. The authors also highlight that the absence of
a proportional increase in IL-10 indicates an imbalance between pro and anti-
inflammatory signals, which reinforce immune immaturity and points to cCAMP as a
potential therapeutic target for preventing or treating uncontrolled inflammatory
responses in extremely preterm neonates.

Similar studies have demonstrated that neonatal immune responses rely heavily
on TLR-mediated signaling pathways that regulate the production of inflammatory
cytokines [22, 23]. In this context, CAMP has emerged as an important intracellular

regulator of these pathways, modulating cytokine production following TLR stimulation.
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These cytokines, particularly IL-6 and TNF-a, can influence brain development during
early life, and their dysregulated expression has been associated with long-term
neurobehavioral alterations through immune-mediated effects on neural maturation
and circuit formation [24]. This is particularly relevant in preterm infants, whose
developing brain is highly vulnerable to inflammatory mediators during critical stages
of neurodevelopment.

Another relevant biochemical aspect of the inflammatory profile of preterm
neonates involves long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), such as
arachidonic acid (ARA) and docosahexaenoic acid (DHA), which act as essential
nutrients for cerebral, visual, and immunological development, with a significant
mother-to-fetal transfer occurring during the third trimester of gestation [10]. DHA is
involved in neuronal membrane formation and synaptic plasticity, while ARA
contributes to cell signaling, inflammation regulation, and vascular development [25].
Preterm infants, because they are born before this critical period, exhibit drastically
reduced plasma levels of these fatty acids, placing them at increased risk for
neurodevelopmental impairments and other complications, such as bronchopulmonary
dysplasia, intraventricular hemorrhage, and necrotizing enterocolitis [10].

Klevebro [10] demonstrated that 57 proteins identified from plasma proteome
analyses of neonates are associated with ARA and/or DHA levels. Among these, 41
proteins (72%) are related to inflammation, including pro and anti-inflammatory
cytokines, chemokines, receptors, and regulators of the innate and adaptive immune
response. The inflammatory cytokines IL-6 and CCL7 (MCP-3) were negatively
associated with ARA and DHA levels, indicating that higher levels of these fatty acids
are associated with lower levels of these pro-inflammatory cytokines. Supplementation
with ARA and DHA, maintaining an appropriate ratio (generally ARA > DHA), is
important to mimic fetal levels and promote better clinical and developmental
outcomes. This supplementation should be considered during the neonatal period to
meet recommendations and potentially alleviate inflammatory conditions [10].

Despite this, studies by Strunk [7] indicate that levels of TNF-a, IL-1p3, IL-6 and
IL-10 induced by lipopolysaccharide (LPS), a component of the Gram-negative
bacterial wall used to simulate infection and activate the immune system—were

consistently higher in the blood of term neonates than in preterm infants, in both
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peripheral and cord samples. This pattern further suggests a reduced capacity for
inflammatory response in preterm infants.

In summary, the preterm neonate presents with an immature immune system,
characterized by a reduced or irregular capacity for protective response and
inflammatory regulation [25], despite exhibiting increased expression of some
inflammatory cytokines under specific influences [10]. This fragility makes any
stimulus— whether infectious or inflammatory— potentially sufficient to trigger an
exacerbated response, often disproportionate and dysregulated [26]. In this sense,
these findings suggest that the fragility and lower responsiveness of the immune
system in these infants contributes to worsening tissue injuries and significant

compromise of neurological and systemic development.

4. PURINERGIC RECEPTORS AND INFLAMMATION

Preterm newborns present an altered inflammatory profile, characterized by
imbalances in immune responses and cytokine production. Therefore, it is important to
understand how the purinergic system participates in the regulation of this
inflammation and its impacts on neurodevelopment. Inflammation is a complex
biological response to harmful stimuli, such as infections, tissue injury, and irritating
agents, and is essential for the restoration of homeostasis and the host defense [9]. It
is a dynamic mechanism that involves the activation of immune system cells and the
release of inflammatory mediators, including cytokines, chemokines, and reactive
oxygen species [27]. Under physiological conditions, this response is self-limited;
however, when dysregulated or sustained, it may become chronic and contribute to
the development of several diseases, including neurological injuries [9].

In this context, the purinergic system emerges as a central link between harmful
stimuli and the inflammatory response, mediating acute and chronic processes in
various tissues, including the central nervous system [9]. The purinergic system is
composed of purine nucleotides, especially adenosine triphosphate (ATP) and
adenosine diphosphate (ADP), as well as enzymes, transporters, and receptors
involved in the signaling pathways involved in physiological processes, including
metabolism, tumorigenesis, reproduction, and immunity [28]. These extracellular
nucleotides act on receptors of the P1 and P2 families. One of the main receptors

involved in this process is P2X7 (P2X7R), an ion channel widely expressed in immune
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and glial cells and activated by high concentrations of ATP, as occurs in situations of
injury or infection [27, 29]. Activation of P2X7R leads to the release of pro-inflammatory
cytokines, such as interleukin-1 beta (IL-1B), interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), through distinct pathways [8, 30], as illustrated in figure 4.

Interleukin-1p3 (IL-18), for example, is released through activation of the NLRP3
inflammasome in response to P2X7R stimulation. Its excessive release has been
associated with the exacerbation of neuroinflammation [31] and has been implicated
in neurological disorders [27]. Macropore formation resulting from prolonged P2X7R
activation facilitates the continuous release of ATP, thereby amplifying inflammation
and contributing to a potential “cytokine storm,” which has been implicated in
pathophysiology of psychiatric disorders [29, 32, 33].

Interleukin-6 (IL-6), another cytokine modulated by the purinergic system, can
be secreted by microglia and astrocytes in response to P2X7R activation [34]. This
protein can be produced by several cell types, such as monocytes, activated T cells,
endothelial cells, and fibroblasts. Its production is induced by inflammatory stimuli. The
biological functions of IL-6 include stimulation of B and T cells, induction of fever, and
acting as a neuroendocrine mediator [35]. Evidence suggests that, within the central
nervous system, IL-6 overproduction may lead to persistent activation of glial cells,
increased blood-brain barrier permeability, and the release of inflammatory mediators
that contribute to tissue damage. The study data demonstrate that chronically elevated
secretion of this cytokine is associated with autoinflammatory neurological conditions,
characterized by uncontrolled inflammation and progressive functional impairment,
highlighting its central role in the pathogenesis of neuroinflammatory diseases [36].

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is also strongly influenced by purinergic
signaling. It is a low-molecular-weight cytokine with a wide range of immunological
effects, such as immunomodulation and antiviral function [37]. This cytokine
constitutes a key mediator of inflammatory responses, triggering leukocyte activation,
cell proliferation, and apoptosis [37]. Although its release does not depend on the
inflammasome, TNF-a is secreted through mechanisms mediated by the TNF-
converting enzyme (TACE), whose activation is stimulated by ATP via P2X7R [8]. In
the central nervous system, the exacerbated release of this cytokine, mediated by
purinergic activation, may contribute to neuroinflammatory processes associated with
glial dysfunction and tissue damage, negatively impacting neuronal integrity and the
maturation of brain tissue—features directly related to neurodevelopment [36].
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Conversely, interleukin-10 (IL-10), which exerts anti-inflammatory effects, is
mainly regulated by adenosine receptors of the P1 family, such as A2A, which are
activated following ATP degradation [38]. This cytokine plays an important role in
controlling inflammation by inhibiting the production of TNF-a and IL-1B [39, 40]. Its
modulatory activity is also associated with the limitation of glial activation and the
protection of neural structures against the effects of pro-inflammatory mediators,
making it essential for preserving the cerebral environment and, consequently, in
maintaining healthy neurodevelopment.

The regulation of these cytokines by the purinergic system therefore emerges
as an important control point of neonatal inflammation. The predominance of P2X7R-
mediated signaling in a context of elevated ATP favors neuroinflammation, whereas
the effects of adenosine on A2A receptors may attenuate damage by promoting
immunomodulatory responses [39, 41]. In preterm infants, an imbalance between
these pathways may lead to dysregulated inflammatory responses, impairing
neurodevelopment and increasing the risk of permanent injuries to the nervous system.
Thus, the balance between extracellular ATP and adenosine, as well as between the
purinergic receptors P2X7 and A2A, emerges as a promising therapeutic axis to limit

inflammatory damage associated with extreme prematurity.
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Figure 4 - P2X7 receptor-mediated neuroinflammatory cascade. Cell damage triggers the extracellular
release of ATP, which acts as a potent signaling molecule to activate P2X7 receptors (P2X7R) on the
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microglial cells Prolonged P2X7R activation leads to macropore formation, resulting in a positive
feedback loop of ATP amplification that sustains the inflammatory stimulus. Intracellularly, two pro-
inflammatory pathways are illustrated: the activation of the NLRP3 inflammasome, which processes and
releases mature IL-1B, and the activation of the TNF-converting enzyme (TACE), which cleaves
transmembrane TNF into its soluble, active form (TNF-a). The excessive release of these cytokines
culminates in synaptic dysfunction, potentially compromising neuronal connectivity and maturation in
the vulnerable preterm brain. In contrast, anti-inflammatory signaling mediated by adenosine A2A
receptors may counterbalance these pathways.

5. INTERCONNECTIONS BETWEEN PREMATURITY, INFLAMMATION, AND THE
PURINERGIC SYSTEM

Considering the interrelated aspects of prematurity, neurodevelopment,
inflammation, and the purinergic system, this section aims to integrate these elements
through a correlational approach that highlights potential direct and indirect interactions
- particularly those involving purinergic signaling - in the inflammatory profile of preterm
neonates, emphasizing shared mechanisms and their molecular implications.

The purinergic system can be considered a central regulator at the interface
between lipid metabolism and immune responses, constituting a fundamental axis in
the modulation of inflammation during the neonatal period. Extracellular ATP, released
under conditions of cellular stress, acts as a key damage-associated molecular pattern
(DAMP) and represents an early signal of tissue damage in preterm neonates. Upon
binding to the P2X7 receptor, ATP triggers the assembly of the NLRP3 inflammasome,
leading to the activation of caspase-1 and the maturation and release of IL-1B. This
cytokine acts as a key amplifier of the inflammatory response, promoting the
production of additional pro-inflammatory mediators, such as reactive oxygen species,
nitric oxide, and TNF-a, and establishing a self-sustaining cycle of cellular damage and
ATP release. Evidence also suggests that this mechanism may extend beyond the
neonatal compartment, to maternal immune activation and contributing to inflammatory
propagation across the maternal—fetal interface, thereby linking systemic inflammation
to adverse neurodevelopmental outcomes [42].

In this context, ATP signaling is also associated with increased IL-6 production
through activation of P2X7 receptors, thereby amplifying inflammation [43]. In contrast,
its degradation to adenosine leads to the activation of P1 receptors (A1, A2A, and
A2B), which promote anti-inflammatory signaling through inhibition of the NF-kB
cascade [44]. In this regard, the essential polyunsaturated fatty acids arachidonic acid

(ARA) and docosahexaenoic acid (DHA), as presented in the previously discussed
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studies [10], emerge as important modulators of this purinergic switch. These fatty
acids regulate the balance between the ATP-dependent pro-inflammatory pathway and
the adenosine-dependent anti-inflammatory pathway.

Although arachidonic acid (ARA) is traditionally associated with the formation
of pro-inflammatory eicosanoids, such as prostaglandins and leukotrienes, during the
neonatal period it may also exert a regulatory role by favoring initial immune
homeostasis and immune maturation [10]. Docosahexaenoic acid (DHA), in turn, is
widely recognized for its anti-inflammatory properties, acting in the resolution and
containment of the inflammatory response [11, 45]. Klevebro [10] demonstrated that
higher levels of DHA and ARA are negatively associated with the secretion of IL-6 and
monocyte chemoattractant protein-3 (MCP-3), suggesting a modulatory role of both
fatty acids in NF-kB activation. This regulation is particularly relevant, as chronic IL-6
secretion is associated with the development of autoinflammatory neurological
conditions in preterm infants [36].

Low basal levels of DHA and ARA in preterm infants favor higher IL-6
concentrations [10], thereby promoting a chronic inflammatory state in preterm-born
neonates, particularly within neural tissue. This relationship is believed to occur
through multiple interrelated mechanisms. Both fatty acids act as precursors of pro-
resolving mediators and constitute essential structural components of cellular
membranes; therefore, their reduced levels would impair the availability of substrates
for the synthesis of specialized pro-resolving mediators (SPMs)—such as lipoxins,
resolvins, protectins, and maresins—and would alter the organization of membrane
microdomains involved in immune signal transduction [11, 45]. This combination of
factors, although not fully elucidated, is consistent with increased immune cell
sensitivity to the activation of pro-inflammatory pathways, including NF-kB, thereby
favoring enhanced IL-6 production.

Moreover, this persistent state may be associated with a phenomenon known
as the “IL-6 amplifier” (IL-6 Amp)—a positive feedback loop of NF-kB activation
mediated by the IL-6-STAT3 axis, in which synergistic interactions between these
pathways induce the maintenance and hyperactivity of NF-kB [46]. Although the
detailed molecular mechanisms remain under investigation, converging proteomic and
clinical data support the hypothesis that low availability of DHA and ARA contributes
to sustained activation of inflammatory pathways, such as NF-kB, and to increased IL-
6 production in preterm infants. The constant inflammatory stress arising from this
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scenario is associated with cellular damage and the consequent release of damage-
associated molecular patterns (DAMPs), such as ATP—an agonist of purinergic P2X7
receptors [43]—which contributes to the maintenance of the inflammatory state
through purinergic signaling, as illustrated in figure 5.

Thus, adequate levels of ARA and DHA would contribute to reducing
inflammation not only through their direct effects on lipid mediators and cytokines but
also through their interaction with the purinergic system. By decreasing ATP release
and favoring adenosinergic signaling, these fatty acids would attenuate neonatal
inflammation and protect neural tissue. Therefore, during the early postnatal period,
low levels of ARA and DHA act synergistically to promote an enhanced inflammatory
state, evidenced by increased expression of IL-6 and MCP-3, largely through their
modulation of purinergic signaling pathways that mediate the immune response [10,
11, 43-45].

than 37 weeks
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Figure 5 - Integration of prematurity, DHA/ARA deficiency, purinergic activation, and increased IL-6:
Prematurity (<37 weeks) is associated with reduced baseline levels of DHA and ARA, which limits the
synthesis of pro-resolving lipid mediators and compromises the stability of membrane microdomains
involved in immune signaling. This deficiency increases cellular sensitivity to inflammatory stimuli,
including activation of the NF-kB pathway, resulting in increased IL-6 production. Chronic inflammation
induces the release of DAMPs, especially ATP, which activates P2X7 receptors and amplifies the pro-
inflammatory response. The increase in IL-6 reinforces this cycle through the activation of the IL-6—
STATS3 axis, contributing to sustained inflammation in the neonatal period.

The available evidence also identify TNF-a as a key mediator at the interface

between prematurity, inflammation, and purinergic signaling. In newborns, plasma
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adenosine concentrations are higher than in adults, which activates adenylate cyclase,
increasing cAMP production [7]. As demonstrated by Strunk and colleagues [7], in term
infants a negative correlation is observed between cAMP levels and pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-a, and a positive correlation with anti-inflammatory cytokines,
such as IL-10. In contrast, preterm infants exhibit increased cAMP levels are
paradoxically associated with increased TNF-a production, indicating an imbalance
between pro- and anti-inflammatory pathways resulting from the immaturity of CAMP-
mediated intracellular signaling.

This imbalance is further exacerbated by alterations in the extracellular
purinergic axis, in which elevated ATP concentrations, resulting from hypoxia and
cellular injury, preferentially activate the P2X7 receptor, thereby amplifying
inflammation and promoting TNF-a release through activation of the TNF-a converting
enzyme (TACE) [8]. According to Barbera-Cremades [8], ATP-mediated stimulation of
P2X7 triggers calcium influx and activation of the p38 MAPK pathway, resulting in the
exosomal release of TACE, which cleaves TNF-a from its transmembrane form into its
active soluble form. Extracellular TACE may act on neighboring cells, amplifying
inflammation and maintaining high extracellular TNF-a levels, as illustrated in figure 6.
This phenomenon is also described in chronic inflammatory diseases, such as
Alzheimer’s disease, in which active TACE has been proposed as a potential marker
of persistent inflammation. In addition, the purinergic system itself regulates TNF-a
gene expression, as P2X7 activation can induce de novo transcription of the TNF-a

gene in microglia, even in the absence of bacterial stimuli [8].
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Figure 6 - Mechanism of activation of the ATP—P2X7-TACE-TNF-a axis in in preterm
neuroinflammation. Cellular injury and hypoxia promote the extracellular release of ATP, which activates
the P2X7 receptor on microglia cells. This process triggers calcium influx and activates the p38 MAPK
pathway, culminating in the exosomal release of TNF-a converting enzyme (TACE). TACE cleaves
transmembrane TNF-a, generating the soluble form of the cytokine, which acts on neighboring microglia
cells and neurons, intensifying the inflammatory response and promoting neuronal damage and
demyelination.

Consistent with these findings, adenosine, upon interacting with A2A receptors,
induces IL-10 production via Gs protein signaling, leading to activation of protein
kinase A (PKA) [38, 41]. PKA, in turn, phosphorylates the transcription factor cAMP
response element-binding protein (CREB), which binds to the IL-10 gene promoter,
thereby promoting its expression and release [47, 48]. Thus, adenosine acts as a
potent endogenous anti-inflammatory mediator, capable of restraining the production
of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-6 [47].

In preterm newborns, a functional immaturity of this purinergic axis can be
observed, resulting in a limited capacity to control inflammation and a tendency toward
imbalance between effector and regulatory responses. Hibbert [6] demonstrated that
neonates exhibit an overall reduced inflammatory profile, characterized by the relative
maintenance of IL-10, suggesting a compensatory anti-inflammatory response.
However, Strunk [7] showed that under cyclic adenosine monophosphate (cCAMP)
activation, a disproportionate increase in pro-inflammatory cytokines occurs without a
concomitant elevation in IL-10, indicating a mismatch between inflammatory induction
and suppression mechanisms. Furthermore, lower absolute levels of pro-inflammatory
cytokines and IL-10 in preterm infants, compared with term neonates, reinforce the
overall immaturity of the immune response.

In this context, IL-10 represents a central element at the interface between the
purinergic system, the inflammatory response, and neurodevelopment. Insufficient
production of this cytokine, associated with functional limitations of the ATP-adenosine
axis, contributes to an unstable inflammatory environment, which increases
vulnerability to infections and potentiates deleterious neuroinflammatory cascades.
These alterations directly impact fundamental processes of brain development, such
as myelination and the formation of neuronal connectivity, thereby increasing the risk
of cognitive and motor deficits in preterm newborns.

Thus, the purinergic system represents a dynamic balance between two
functional axes: the ATP—P2X7 axis, which is pro-inflammatory in nature, and the

adenosine-A2A/A2B-cAMP axis, which exerts anti-inflammatory effects. In preterm
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infants, immaturity of adenosinergic pathway and the predominance of extracellular
ATP stimulation favor P2X7 activation and amplification of the inflammatory response.
In this context, TNF-a emerges as a point of convergence between intracellular
(adenosine-cAMP) and extracellular (ATP-P2X7-TACE) purinergic signaling
pathways. Its dysregulated expression in preterm infants contributes to immune
vulnerability and to the development of exacerbated inflammatory conditions, such as
neonatal sepsis, bronchopulmonary dysplasia, and inflammatory brain injuries.
Integration of findings from two studies [7, 8] demonstrates that purinergic modulation
is a key determinant in the control of neonatal inflammation, highlighting the
therapeutic potential of strategies targeting P2X7 and A2A receptors to attenuate
inflammatory damage and improve neurodevelopmental outcomes in preterm

newborns.

6. CLINICAL IMPLICATIONS AND THERAPEUTIC PERSPECTIVES

Therapeutic strategies aimed at improving neurological outcomes in preterm
neonates remain limited and are highly dependent on the etiology of the underlying
neuroinflammatory process, particularly with regard to the therapeutic window, which
may range from hours to weeks [49]. This limitation has driven research toward the
identification of alternative therapeutic approaches, including therapeutic hypothermia,
erythropoietin administration, anti-cytokine strategies, and stem cell-based therapies.
In parallel, modulation of the purinergic system has emerged as a promising target for
regulating neonatal inflammation.

A meta-analysis demonstrated that therapeutic hypothermia reduces mortality
or severe neurodevelopmental disability at 18 months of age. It is therefore
recommended for late preterm infants with moderate to severe hypoxic—ischemic
encephalopathy when initiated within the first 6 hours of life [50]. In addition, clinical
trials have associated therapeutic hypothermia with a lower incidence of intelligence
quotient (IQ) scores below 70 [51].

Recombinant human erythropoietin (rhEPO), widely used for the treatment of
anemia in preterm infants, has also been investigated as a neuroprotective strategy.
In addition to its hematopoietic role, rhEPO exhibits anti-apoptotic, anti-inflammatory,
and anti-excitotoxic properties. Experimental studies indicate that early administration

may reduce pro-inflammatory cytokines, attenuate white matter injury, and promote
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oligodendrocyte maturation in models of perinatal brain injury [52-54]. Early clinical
analyses suggested potential benefits in reducing neurological complications in
preterm infants [55]; however, a large randomized clinical trial did not demonstrate a
significant reduction in death or severe neurodevelopmental impairment at two years
of age [56].

Recent preclinical studies have also investigated therapies targeting
inflammatory cytokines as a strategy to mitigate neurological damage associated with
perinatal inflammation. Pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1B, and IL-6 play
a central role in microglial activation and in the vulnerability of immature white matter,
making them important therapeutic targets. In an ovine model, TNF-a blockade was
shown to modulate the inflammatory cascade, delaying the IL-6 peak and prolonging
IL-10 expression. It also attenuated the suppression of electroencephalographic
activity, indicating significant neuroprotective potential [57]. Similar approaches
targeting IL-1B and IL-6 have also demonstrated a reduction in neuroinflammation in
experimental models of perinatal brain injury [57-60]. Despite these promising findings,
these strategies remain at the preclinical stage.

Another emerging approach involves the use of stem cells, particularly
mesenchymal stem cells (MSCs) and multipotent progenitor cells. Experimental
studies demonstrated that administration of these cells—via systemic, intraventricular,
or intranasal routes—can reduce microglial activation, decrease T-cell infiltration in the
brain, and preserve myelination after hypoxic-ischemic and hemorrhagic injuries [61,
62]. Evidence indicates that these benefits are primarily mediated by paracrine
mechanisms, including the release of trophic factors and extracellular vesicles.
Mesenchymal stem cell-derived exosomes have also been associated with reduced
neuroinflammation and enhanced neuroprotection in experimental models of perinatal
brain injury [63, 49]. Phase | clinical trials indicate that stem cell therapy is safe and
feasible. However, the definition of optimal protocols and the validation of efficacy on
a large scale remain challenges for routine clinical practice [64, 62].

Taken together, these strategies reflect the growing interest in therapies
capable of modulating neuroinflammation and promoting repair in the preterm brain.
However, many remain at the preclinical stage or show inconsistent clinical results,
which limits their application. In this context, purinergic signaling emerges as a central
regulatory pathway and a potential therapeutic target. Extracellular ATP, released
during episodes of hypoxia or cellular injury, activates receptors such as P2X7 and
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induces the release of pro-inflammatory cytokines, including IL-1f3, IL-6, and TNF-a. In
contrast, the metabolism of ATP into adenosine promotes the activation of A2A
receptors and exerts anti-inflammatory effects—such as the release of IL-10—
although these effects are highly dependent on the microenvironment [38, 47, 65].
Thus, pharmacological modulation of purinergic receptors emerges as a promising
strategy to direct the inflammatory response. The diversity of compounds, their
mechanisms of action, and their potential applications in the context of neonatal
neuroinflammation are summarized in Table 1, while the specific mechanisms of pro-
and anti-inflammatory modulation are illustrated in figure 7.

From a therapeutic development perspective, several P2X7 receptor
antagonists have been investigated as potential modulators of neuroinflammation.
These compounds include competitive antagonists, non-selective agents, and
negative allosteric modulators, such as Briliant Blue G (BBG), A-438079,
GSK1482160, JNJ-47965567, and AZ-10606120 [42]. In experimental models of
perinatal brain injury, these antagonists demonstrate consistent neuroprotective
effects, including attenuation of microglial activation, reduction of pro-inflammatory
cytokine release—particularly IL-1B—and limitation of neuroinflammation progression.
In addition, compounds with higher selectivity and effective central nervous system
penetration, such as GSK1482160 and JNJ-47965567, exhibit greater translational
potential, as evidenced by their ability to cross the blood—brain barrier and efficiently
modulate the inflammatory response [66, 67].

In this context, experimental evidence further supports the therapeutic potential
of these agents in specific inflammatory settings. In models of intrauterine
inflammation, BBG has been shown to reduce the incidence of preterm birth, attenuate
perinatal brain injury, and improve offspring neuromotor performance, effects
associated with modulation of the maternal-fetal inflammatory response [42, 68].
Despite these advances, most of these compounds remain at the preclinical stage, and
limitations related to selectivity, off-target effects, and pharmacokinetic properties
continue to pose challenges for direct clinical application [42, 67]. Nevertheless, the
development of more selective and biologically stable antagonists reinforces the
therapeutic potential of the P2X7-inflammasome axis in the context of perinatal
neuroinflammation [69].

With regard to A2A-mediated signaling, selective agonists such as CGS-21680
have demonstrated neuroprotective effects in different experimental models. These
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effects extend beyond peripheral vascular actions and, from a pharmacological
perspective, include the modulation of intracellular pathways associated with
inflammation and cell survival. Notably, these effects involve the inhibition of MAPK
signaling pathways (mitogen-activated protein kinases, proteins involved in
inflammatory signal transduction), particularly the JNK pathway (c-Jun N-terminal
kinase, associated with inflammatory and apoptotic processes) [70]. These agonists
also reduce leukocyte recruitment and the expression of pro-inflammatory mediators.
In addition, A2A activation is associated with the stimulation of pathways such as ERK
(extracellular signal-regulated kinase, involved in cell proliferation and differentiation)
and Akt (protein kinase B, related to cell survival) [71]. These pathways promote the
proliferation of neural progenitor cells, suggesting a direct role in neurodevelopment
and tissue repair. Taken together, these findings reinforce the potential of A2A agonists
as pharmacological modulators of inflammation and neuroregenerative processes.

Indirect modulation strategies aimed at increasing extracellular adenosine
bioavailability have emerged as promising alternatives to mitigate the perinatal
neuroinflammatory response. The CD39/CD73 ectonucleotidase axis acts as a key
“purinergic switch,” promoting the sequential degradation of pro-inflammatory ATP and
ADP into bioactive adenosine [44]. This enzymatic conversion is essential for shifting
the tissue microenvironment from a neurotoxic state toward a pro-resolving and
homeostatic profile. Additionally, inhibition of adenosine deaminase (ADA, adenosine
deaminase), the enzyme responsible for converting adenosine into its inactive
metabolite inosine, represents a complementary approach to sustain therapeutic levels
of this nucleoside [72] However, the effectiveness of these strategies is highly
dependent on the pathophysiological context. Evidence suggests that, although A2A
activation is often neuroprotective, it may, at specific stages of brain injury or under
particular inflammatory stimuli, enhance microglial reactivity and the release of pro-
inflammatory cytokines [65].

In addition to pharmacological approaches, nutritional interventions have
gained increasing attention due to their ability to modulate the neonatal inflammatory
response. Supplementation with long-chain polyunsaturated fatty acids, particularly
DHA and ARA, exerts immunomodulatory and neuroprotective effects within the
purinergic context [10, 11, 45]. Evidence indicates that balanced supplementation
reduces IL-6 and MCP-3, thereby improving the systemic inflammatory profile and
promoting an environment less prone to pro-inflammatory activation. The ImNuT

69



70

clinical trial demonstrated that supplementation reduced serum IL-6 levels during the
first weeks of life [45], providing functional evidence that restoration of these lipids
attenuates the inflammatory response.

Caffeine, widely used in the treatment of apnea of prematurity, is a non-selective
antagonist of adenosine receptors (A1, A2A, A2B, and A3), thereby modulating
purinergic signaling [73]. Although its respiratory and neurocognitive benefits are well
established [74], A2A receptor blockade may attenuate anti-inflammatory signaling and
IL-10 induction [6]. In contrast, experimental studies indicate that caffeine may
attenuate microglial activation and reduce TNF-a and IL-1f3 levels in hypoxia models,
suggesting a context-dependent neuroprotective effect [75].

Given the complexity of the purinergic axis and its metabolic and
neurodevelopmental interfaces, combined strategies are likely more effective than
isolated interventions. The combination of P2X7 antagonists, A2A agonists,
CD39/CD73 modulators, and DHA/ARA supplementation act synergistically to restore
inflammatory homeostasis, reduce oxidative stress, and protect the immature brain
[11, 67]. Despite the need for clinical trials to define safe intervention windows for the
use of these therapies in neonates, immune—neural maturation is more susceptible to
modulation during the perinatal period, supporting the potential of early therapeutic
interventions [49].

In summary, the integration of pharmacological therapies, immunomodulatory
strategies, and nutritional interventions represents a new paradigm in the modulation
of neonatal inflammation. Approaches that combine the ATP-adenosine axis with
immunonutrition hold significant potential to reduce neuroinflammation and protect the
immature brain. However, clinical validation of these strategies still require robust
clinical trials to confirm their safety, pharmacokinetics, and long-term impact on

neurodevelopment outcomes in preterm infants.

Table 01: Therapeutic strategies targeting purinergic signaling and related modulatory

pathways in neonatal neuroinflammation and neurodevelopment.
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Purinergic  Drug/Compoun Mechanism of Action Evidence  Potential Reference
Compone d Level Application in
nt Neurodevelopme
nt
P2X7 Brilliant Blue G Non-selective Preclinical Reduces [42, 67, 68]
receptor (BBG) antagonist; inhibits (in vivo) microglial
P2X7 pore formation activation and
and NLRP3 neuroinflammatio
inflammasome/caspa n; improves
se-1 activation, neuromotor
reducing IL-1B outcomes and
release decreases
preterm birth
incidence
P2X7 A-438079 Selective competitive  Preclinical Attenuation of [67, 76]
receptor antagonist of P2X7 (in vivo) inflammatory
receptor that signaling and
prevents ATP- microglial
induced pore activation
formation and the
subsequent
inflammatory
cascade
P2X7 GSK1482160 Brain-penetrant high  Preclinical High potential for  [66]
receptor selective antagonist (in vivo) neuroinflammatio
of P2X7 receptor that n treatment due
inhibits ATP-induced to BBB
Ca?* influx and IL-1B permeability and
release high brain
occupancy
P2X7 JNJ-47965567  Potent highly Preclinical Modulates [67, 76, 77]
receptor selective P2X7 (in vivo) neuroinflammator
antagonist with good y pathways;
CNS permeability. It efficiently crosses
blocks the the BBB;
inflammatory
cascade.
P2X7 AZ-10606120 Potent negative Preclinical Promotes [42, 78]
receptor allosteric modulator (in vitrolin  neuroprotection
of the P2X7 receptor  vivo) by modulating
microglial activity
and inhibiting
pathological cell
proliferation;
strong target
engagement in
neural tissue
A2A CGS-21680 Highly selective Promotes neural  [70, 71, 79,
receptor adenosine Aza Preclinical progenitor 80]
receptor agonist that  (in vivo/in  proliferation and
modulates Vvivo) survival;
neuroinflammatory preserves BBB
signaling by integrity and
suppressing the enhances anti-
MLCK and JNK inflammatory
MAPK pathways. signaling (e.g.,

IL-10), improving
cognitive and
neuromotor
outcomes.
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Adenosine
Receptors

Ectonucle
otidases
(CD39/CD
73)

Purinergic
—lipid
inflammat
ory
interface

Caffeine

CD39/CD73
modulators

DHA and ARA
supplementatio
n

Non-selective
antagonism of
adenosine receptors
(primarily A1 and
A2a), which leads to
the downregulation of
pro-inflammatory
cytokines, such as
IL-1B, and the
inhibition of microglial
activation

Tandem enzymatic
conversion of
extracellular pro-
inflammatory
ATP/ADP into anti-
inflammatory
Adenosine via the
CD39/CD73 axis.

Precursors for
specialized pro-
resolving lipid
mediators (SPMs),
such as lipoxins,
resolvins, and
protectins, which
facilitate the
resolution of the
inflammatory
cascade and inhibit
pro-inflammatory
cytokines like IL-6

Clinical;
Preclinical
(in vivo)

Preclinical
(in vivo/in
vitro).

Clinical
(randomiz
ed
controlled
trial)).
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Reduces
neuroinflammatio
n and preserves
neuronal
structure;
clinically
associated with
improved survival
and long-term
neurodevelopme
ntal outcomes in
preterm infants
Regulate
microglial
activation and
purinergic
balance in the
developing brain;
promote an anti-
inflammatory
microenvironmen
t

Reduces early
systemic
inflammation,
potentially
mitigating white
matter injury and
supporting brain
growth and
maturation in
extremely
preterm infants

[73, 75]

[44, 81]

(49]

Abbreviations: Abbreviations: Aza, Adenosine Aoca receptor; ADA, Adenosine deaminase; ADP,
Adenosine diphosphate; ARA, Arachidonic acid; ATP, Adenosine triphosphate; BBB, Blood-brain
barrier; Ca?*, Calcium ion; CD39, Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1; CD73, Ecto-5'-
nucleotidase; CNS, Central nervous system; DHA, Docosahexaenoic acid; IL-1pB, Interleukin-1 beta; IL-
6, Interleukin-6; IL-10, Interleukin-10; JNK, c-Jun N-terminal kinase; MAPK, Mitogen-activated protein
kinase; MLCK, Myosin light-chain kinase; NLRP3, Nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptor pyrin domain-containing 3; P2X7, Purinergic receptor P2X7; SPMs, Specialized pro-resolving

mediators.
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Figure 7- Therapeutic approaches targeting purinergic receptors to modulate inflammation. On the left,
antagonism of the P2X7 receptor limits ATP-driven pro-inflammatory pathways, reducing the release of
cytokines such as IL-18, IL-6, and TNF-a. On the right, activation of the adenosine A2A receptor, which
is coupled to Gs protein, increases intracellular cAMP levels, promoting an immunoregulatory profile
associated with IL-10 release, attenuation of microglial activation, and restoration of inflammatory
homeostasis.

7. CONCLUSION

Prematurity establishes a biological environment characterized by
inflammation, immunological immaturity, and high vulnerability of the developing neural
tissue. In this context, the purinergic system acts as a central regulator, modulating
cytokine release through the balance between P2X7 and A2A receptor signaling. The
functional predominance of the ATP-P2X7 axis drives neuroinflammation, while
adenosinergic signaling is limited by the immaturity of resolution pathways. Episodes
of hypoxia, oxidative stress, and cellular injury, common in prematurity, promote the
extracellular release of ATP as a damage-associated molecular pattern, reinforcing
P2X7 receptors activation and amplifying inflammatory cascades.

The deficiency of DHA and ARA, characteristic of the early postnatal period in
preterm infants, exacerbates this imbalance by favoring the overexpression of pro-
inflammatory mediators and reducing the capacity to convert extracellular ATP into
adenosine. Alterations in membrane lipid composition and in the production of
specialized lipid mediators may further influence purinergic signaling and glial

activation. This combination promotes sustained activation of inflammatory pathways,
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including IL-6 signaling, and compromises processes essential for myelination,
functional organization, and neuronal maturation. These mechanisms also involve
activation of transcriptional pathways such as NF-kB and cytokine amplification circuits
that perpetuate inflammatory responses in the immature brain.

Understanding these mechanisms highlights therapeutic targets capable of
modifying inflammatory trajectories even during the neonatal period. Selective P2X7
antagonists reduce inflammasome activation and IL-1B release; A2A agonists enhance
IL-10 expression and limit glial damage; CD39/CD73 modulators promote
inflammatory resolution; and adequate provision of DHA and ARA supports metabolic
and immunological homeostasis. Together, these strategies support integrated
approaches capable of protecting the immature nervous system and reducing the
impact of inflammation on neurodevelopment.

Despite conceptual advances, important gaps persist in the literature regarding
the temporal dynamics of purinergic signaling in preterm neonates, the specific
interaction between DHA/ARA and purinergic receptors, and the safety of
pharmacological interventions targeting these pathways during the critical period of
neural maturation. The absence of robust clinical trials limits the immediate application
of these strategies, underscoring the need for translational research that investigates
both acute effects and long-term outcomes. Future studies should also clarify how
metabolic and purinergic mechanisms interact during different stages of neonatal brain
development.

Current evidence supports purinergic modulation, associated with specific
nutritional interventions, as a promising therapeutic axis for reducing inflammatory
vulnerability in preterm infants and favoring healthier neurodevelopmental trajectories.
Approaches that explore these mechanisms have the potential to transform neonatal
care, enabling more precise, early, and targeted interventions aimed at protecting the
immature brain. Advancing this field will be critical to enable mechanism-based
interventions capable of reshaping inflammatory trajectories and improving both

neurological and systemic outcomes in preterm infants.
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5.1.2 Manuscrito 2

O Manuscrito 2 intitulado “Intervencéo fisioterapéutica precoce baseada no
Conceito Neuroevolutivo Bobath promove ganhos neurolégicos e adaptagbes
purinérgicas em bebés nascidos prematuros” apresenta os resultados do estudo piloto

e experimental, sob as normas da revista Purinergic Signalling.
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RESUMO

A prematuridade esta associada a maior risco de alteragdes neurologicas decorrentes
da imaturidade do sistema nervoso central e da ativacdo de processos inflamatorios.
Nesse contexto, intervencdes precoces baseadas na neuroplasticidade podem
favorecer o desenvolvimento funcional e modular mecanismos bioldgicos envolvidos
no neurodesenvolvimento. Objetivo: Analisar os efeitos da intervengéo
fisioterapéutica precoce baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath sobre a fungao
neurolégica, marcadores inflamatorios, fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
e componentes da sinalizacdo purinérgica em bebés nascidos prematuros.
Metodologia: Estudo piloto, prospectivo, de brago unico, com delineamento quase
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experimental pré e pds-teste, incluindo 18 bebés prematuros com até 18 meses de
idade. A fungdo neurologica foi avaliada pelo Exame Neurolégico Infantil de
Hammersmith (HINE), e amostras de sangue periférico foram coletadas antes e apos
a intervencdo para analise de citocinas, BDNF e componentes da sinalizacéo
purinérgica. A intervencdo foi realizada durante 12 semanas, com duas sessodes
semanais de 45 minutos. Os dados foram analisados pelo teste t de Student pareado
e correlagdo de Pearson (p<0,05). Resultados: Houve aumento significativo do
escore global do HINE (p<0,0001), melhora em todas as se¢des avaliadas e resolugao
completa das assimetrias neuromotoras (p<0,0001). Observou-se redugéo
significativa da atividade da ADA (p=0,0004) e dos niveis de ATP extracelular (ATPe)
(p=0,0002). Identificou-se correlagado negativa significativa entre os escores do HINE
e os niveis de ATPe (r=-0,623; p=0,049), indicando que melhor desempenho
neurologico esteve associado a menores concentracbes de ATPe. Conclusao: A
intervencao baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath promoveu melhora da
funcdo neuroldgica, acompanhada pela redugcdo da ADA e do ATPe. A associagao
inversa entre HINE e ATPe demonstra, pela primeira vez, uma relagdo entre a
recuperacdo funcional e a modulagdo da sinalizagdo purinérgica em bebés
prematuros, destacando o ATPe e a ADA como potenciais biomarcadores da resposta
terapéutica.

Palavras-chave: Prematuridade; Desenvolvimento  neurolégico;  Conceito
Neuroevolutivo Bobath; Componentes da sinalizagdo purinérgica; Hammersmith
Infant Neurological Examination.

ABSTRACT

Prematurity is associated with an increased risk of neurological impairment due to
central nervous system immaturity and inflammatory processes. Early interventions
based on neuroplasticity principles may promote functional recovery and influence
biological mechanisms involved in neurodevelopment. Objective: To investigate the
effects of early physiotherapeutic intervention based on the Bobath
Neurodevelopmental Concept on neurological function, inflammatory biomarkers,
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and components of purinergic signaling in
preterm infants. Methods: This prospective, single-arm pilot study included 18 preterm
infants up to 18 months of age. Neurological function was assessed using the
Hammersmith Infant Neurological Examination (HINE), and peripheral blood samples
were collected before and after intervention to evaluate inflammatory cytokines, BDNF,
and components of purinergic signaling. Participants received Bobath-based
intervention for 12 weeks, twice weekly (45 minutes/session). Data were analyzed
using the paired Student's t-test and Pearson's correlation (p<0.05). Results: HINE
total scores increased significantly after intervention (p<0.0001), with significant
improvements across all domains and complete resolution of neuromotor asymmetries
(p<0.0001). Significant reductions were observed in adenosine deaminase (ADA)
activity (p=0.0004) and extracellular ATP (ATPe) levels (p=0.0002). A significant
negative correlation was identified between HINE scores and ATPe levels (r=-0.623;
p=0.049), indicating that better neurological performance was associated with lower
extracellular ATP concentrations. Conclusion: Early physiotherapeutic intervention
based on the Bobath Neurodevelopmental Concept improved neurological function
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while reducing ADA activity and ATPe levels. The inverse association between HINE
and ATPe provides the first evidence linking functional improvement to purinergic
signaling modulation in preterm infants, supporting ATPe and ADA as promising
biomarkers of therapeutic response and expanding the biological understanding of
neuroplasticity following early intervention.

Keywords: Prematurity; Neurodevelopment; Bobath Neurodevelopmental Concept;
Components of purinergic signaling; Hammersmith Infant Neurological Examination.
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Introducgao

O nascimento prematuro constitui um desafio relevante para a saude publica
mundial, pois bebés nascidos antes de 37 semanas completas de gestacao
apresentam maior vulnerabilidade biolégica e risco elevado de alteragdes
neuroldgicas, motoras e funcionais ao longo do desenvolvimento [1, 2]. A imaturidade
do Sistema Nervoso Central (SNC) que caracteriza essa populagdo expde o bebé a
eventos adversos, como hipoxia, neuroinflamacédo e instabilidade hemodinamica,
capazes de afetar a organizagao estrutural e funcional do cérebro e de comprometer
o desenvolvimento neuropsicomotor nos meses e anos subsequentes [3, 4]. Nesse
contexto, a identificagdo precoce de alteragdes neuroldgicas e a implementacao de
intervengdes terapéuticas direcionadas tornam-se essenciais para potencializar a
neuroplasticidade durante o periodo em que o SNC apresenta maior capacidade de
reorganizagao [5, 6, 7].

AlteracOes fisiolégicas precoces associadas a prematuridade envolvem a
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ativagcédo de vias inflamatérias, desregulacdo de fatores neurotréficos e desequilibrio
dos componentes da sinalizagdo purinérgica. A presenga de citocinas proé-
inflamatdrias pode intensificar a susceptibilidade neuronal e comprometer a
integridade da substancia branca [8, 9], enquanto a reducdo de fatores
neuroprotetores, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), pode limitar
mecanismos de diferenciagdo e maturagao neuronal necessarios ao desenvolvimento
motor [10, 11].

Paralelamente, componentes extracelulares da sinalizagéo purinérgica, como
adenosina e enzimas ectonucleotidases, participam de rotas associadas a inflamacao,
neuroplasticidade e resposta funcional, configurando um eixo molecular de interesse
para compreender as repercussdes fisiopatoldgicas decorrentes da prematuridade.
Em situagcdes de hipoxia, estresse celular e inflamagao, ocorre aumento da liberagao
de ATP para o meio extracelular. Em concentracdes elevadas, o ATP atua como sinal
de perigo e pode amplificar respostas inflamatdrias por meio da ativagao de receptores
purinérgicos. Sua degradagao sequencial por ectonucleotidases gera adenosina,
nucleosideo com propriedades predominantemente neuromoduladoras e
imunorregulatérias. A adenosina desaminase participa desse equilibrio ao metabolizar
a adenosina, podendo modificar sua disponibilidade extracelular [12, 13].

A identificacédo precoce desses desfechos neuroldgicos adversos é essencial
para orientar intervengdes oportunas e potencializar a neuroplasticidade nos
primeiros meses de vida. Nesse cenario, destaca-se o Exame Neurolégico Infantil
de Hammersmith (HINE) como instrumento clinico padronizado e sensivel para
estimar risco neuromotor, especialmente para Paralisia Cerebral (PC) e outras
disfungdes neuroldgicas [14, 15, 16]. Além disso, sua aplicacdo longitudinal,
possibilita correlacionar o desempenho motor e neurolégico com marcadores
biolégicos, contribuindo para uma compreensdo mais abrangente dos mecanismos
moleculares e fisioldgicos subjacentes a prematuridade e suas repercussdes no
desenvolvimento infantil.

O Conceito Neuroevolutivo Bobath destaca-se como uma abordagem
terapéutica destinada ao desenvolvimento motor de bebés nascidos prematuro, pois
utiliza de estratégias de facilitagao e inibicdo para reorganizagdo do movimento e
aprimoramento funcional [17, 18]. Fundamentado em principios de neuroplasticidade
e aprendizagem motora, o Conceito busca modular padrdes atipicos e favorecer
estratégias motoras eficientes, articulando-se com a perspectiva atual do controle

88



89

motor, que compreende o movimento como produto da interagdo entre individuo,
tarefa e ambiente [19, 20].

Diante desse cenario, apesar dos avangos na compreensdao do
neurodesenvolvimento de bebés nascidos prematuros, permanece uma lacuna
quanto aos mecanismos bioldgicos associados as respostas as intervencdes
fisioterapéuticas precoces. Até o momento, ndo foram identificados estudos que
tenham avaliado simultaneamente a fungao neurolégica, marcadores inflamatérios,
componentes da sinalizagado purinérgica e BDNF em bebés nacidos prematuros
submetidos ao Conceito Neuroevolutivo Bobath. Assim, este estudo apresenta uma
abordagem inovadora ao integrar a avaliagado neurolégica pelo HINE, instrumento
internacionalmente reconhecido, a analise de biomarcadores relacionados a
neuroinflamacéao e neuroplasticidade, contribuindo para ampliar a compreensao dos

mecanismos clinicos e bioldgicos associados a intervengao.

Materiais e Métodos

Trata-se de um estudo piloto, prospectivo, de brago unico, com delineamento
quase experimental pré e pds teste, sendo aprovado pela Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) Campus Chapecé — SC, sob o
protocolo n° 7.519.006.

A amostra foi constituida por conveniéncia, incluindo todos os participantes
elegiveis recrutados durante o periodo do estudo. Em raz&o do carater piloto da
investigacdo, nao foi realizado calculo amostral, sendo composta por 18 bebés
nascidos prematuros de qualquer idade gestacional, com idade de até 18 meses, sem
diagnostico estabelecido de PC, sindromes genéticas ou qualquer desordem
neuromotora, atendidos em uma clinica especializada em Fisioterapia Pediatrica. O
numero amostral foi definido com base em estudos anteriores que utilizaram amostras
semelhantes [21, 22, 23]. As coletas dos dados e intervengcdo ocorreram de maio de
2025 a margo de 2026.

O recrutamento ocorreu de forma voluntaria, sendo oferecida a participacao
aos pacientes encaminhados a referida clinica. As avaliacbes foram realizadas em
dois momentos distintos, considerados em pré e pdés-intervengdo. Em ambos os
momentos foram aplicados o HINE, conduzido por fisioterapeuta especialista e

capacitada, bem como a coleta de sangue periférico para analise de marcadores
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inflamatorios, BDNF e componentes da sinalizagdo purinérgica, realizada por uma
técnica de enfermagem especializada em procedimentos pediatricos.

As intervencgdes consistiram na aplicagao do Conceito Neuroevolutivo Bobath,
realizada durante 12 semanas, em dois atendimentos semanais de 45 minutos,
respeitando a rotina e disponibilidade dos participantes. Condigbes clinicas agudas,
tais como: quadros infecciosos, virais ou bacterianos, febre de quaisquer naturezas,
sintomas respiratorios agudos, episédios de vOmito ou diarreia, bem como reagdes
sistémicas pds-vacina acompanhadas ou nao de febre, irritabilidade ou mal-estar geral
foram considerados impeditivos absolutos para a realizagdo do atendimento. Casos
de desisténcia, faltas excessivas ou diagndstico de nova condi¢ao clinica permitiram
novo recrutamento, desde que respeitado o tempo necessario de intervencgao.

As amostras sanguineas foram encaminhadas aos laboratérios de pesquisa
biolégica da UFFS, Campus Chapecd, onde foram processadas, armazenadas em
freezer —80°C e posteriormente analisadas segundo protocolos bioquimicos

estabelecidos.

Intervengoes através do Conceito Neuroevolutivo Bobath

O Conceito Neuroevolutivo Bobath, desenvolvido por Berta e Karel Bobath na
década de 1940, fundamenta-se na compreensao da neuroplasticidade e na
capacidade do sistema nervoso central de reorganizar-se diante de estimulos
terapéuticos adequados. Inicialmente direcionado a paralisia cerebral, expandiu-se
para diferentes condicbes neuroldgicas caracterizadas por alteragdes do ténus,
controle postural e movimento voluntario. Trata-se de um modelo clinico baseado na
analise e resolucédo de problemas motores, priorizando a qualidade do movimento,
a organizagéao postural e a funcionalidade, em oposigao a protocolos rigidos [24].

As intervencbes basearam-se na aplicacdo de manuseios terapéuticos
especificos, cuidadosamente planejados de acordo com a idade corrigida, o nivel de
maturagcdo neuromotora e as necessidades individuais de cada bebé, respeitando
as diferentes fases do desenvolvimento motor e aplicados por fisioterapeuta
certificada no Conceito Neuroevolutivo Bobath, garantindo rigor técnico e
metodologico.

As intervengdes ocorreram duas vezes por semana, com sessdes de 45

minutos, ao longo de 12 semanas consecutivas, totalizando 24 atendimentos por
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participante. Fundamentou-se na organizagdo sensorio-motora e na promogao de
experiéncias motoras compativeis com a idade corrigida dos bebés prematuros. A
frequéncia e duracdo das sessdes consideraram principios da neuroplasticidade
dependente de experiéncia, segundo os quais estimulos repetitivos, significativos e
funcionalmente orientados favorecem reorganizagdo sinaptica e fortalecimento de
circuitos neurais em desenvolvimento.

As sessdes seguiram sequéncia estruturada: acolhimento e observacao do
estado comportamental; retirada minima de roupas, respeitando particularidades
sensoriais; aplicagdo de manuseios terapéuticos direcionados a objetivos funcionais;
e finalizagdo com reorganizagéo sensoério-motora e orientagées familiares. Foram
priorizados alinhamento postural, modulagcao do ténus, controle cefalico e de tronco,
dissociagao de cinturas e facilitagao de transicdes posturais.

Além do handling terapéutico, utilizaram-se recursos como bolas, rolos,
bancos, cueiros, redes e o corpo do terapeuta, promovendo interagao dinamica entre
terapeuta e bebé. A intervencao precoce, centrada na familia, buscou potencializar
trajetérias motoras mais organizadas e funcionais durante periodo critico do

desenvolvimento neuroldgico.

Exame Neurolégico Infantil de Hammesmith

O HINE é um instrumento padronizado de avaliagdo neurolégica destinado a
bebés entre 2 e 24 meses de idade, desenvolvido por Lilly Dubowitz e Victor Dubowitz
no Hospital Hammersmith, em Londres, com o objetivo de oferecer uma ferramenta
simples, reprodutivel e de facil aplicagao clinica. O exame é amplamente utilizado para
a identificagcdo precoce de alteragbes neuroldgicas, especialmente em bebés
prematuros ou com fatores de risco para comprometimento do neurodesenvolvimento
[14].

O HINE é composto por 26 itens distribuidos em cinco dominios: nervos
cranianos, postura, movimentos, tonus, reflexos e reagdes, com pontuacao variando
de 0 a 3 pontos por item, além do registro de comentarios e assimetrias. A aplicagéo
requer profissional previamente treinado e capacitado, a fim de garantir fidedignidade,
validade e reprodutibilidade intra e interexaminador, considerando a necessidade de
conhecimento aprofundado sobre desenvolvimento neuroldgico infantil e interpretacéo

dos escores conforme a faixa etaria [14, 25, 26].
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O exame foi realizado em superficie adequada (cama ou tatame), com a crianga
preferencialmente despida, respeitando seu estado comportamental e conforto. Os
registros foram efetuados em formulario préprio, com calculo do escore global ao final.
A avaliacao foi aplicada no inicio do acompanhamento e reaplicada apds 12 semanas
de intervencao fisioterapéutica baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath, com o
objetivo de monitorar a evolugao da fungao neuroldgica.

Entre as principais limitacbes destacam-se a influéncia do estado
comportamental do bebé, a necessidade de corre¢cao da idade em prematuros e o
controle das condigcbes ambientais durante o exame, fatores que podem impactar o
desempenho e a interpretacado dos resultados [14, 26].

A interpretagéo do escore global do HINE seguiu as recomendacgdes classicas

de Haataja e seus colaboradores 1999 [14].

Enzimas do Sistema Purinérgico

A atividade da enzima E-NTPDase em linfocitos periféricos foi determinada
como previamente descrito por Leal et al. 2005b, onde a atividade da enzima € medida
pelo conteudo de fosfato inorgéanico (Pi) liberado, usando-se um ensaio colorimétrico.
Simplificadamente, 20 yL de amostra foram adicionadas ao meio de reagao e pré-
incubadas por 10 minutos a 37°C. A reacgao foi iniciada pela adicdo de substrato (ATP
ou ADP) a uma concentragdo final de 2 mM e parada com acido tricloroacético (TCA)
10%. A reacéo foi resfriada em gelo por 10 minutos para posterior quantificagdo do
conteudo de Pi liberado [27], utilizando o verde de malaquita como reagente
colorimétrico e o KH2PO4 como padrao. A atividade enzimatica especifica foi expressa
em nanomol de Pi liberado por minuto por miligrama de proteina (nmol de Pi/min/mg
de proteina).

A atividade da enzima ADA em linfocitos periféricos foi determinada de acordo
com o protocolo ja descrito por Giusti e Galanti, 1984. Simplificadamente, 50 uL de
amostra foi incubado com adenosina 21 mM (pH 6.5) a 37°C por 60 minutos. Este
meétodo é baseado na liberacao direta de aménia pela ADA em excesso de substrato.
Os resultados foram expressos em unidades por miligrama de proteina (U/mg de
proteina). Uma unidade (1 U) de ADA e definido como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 mM de amdnia por minuto a partir da adenosina nestas

condicdes de reagao.
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Niveis de ATP Extracelular

Para determinagao quantitativa dos niveis de ATPe no soro, foi utilizado o Kit
de Determinagao de ATP comercial (Invitrogen®). A quantificagao foi realizada pelo
método de bioluminescéncia, utilizando a enzima luciferase recombinante e seu
substrato D-luciferina. O ensaio baseia-se na reagao catalisada pela luciferase, que
utiliza o ATP como cofator para a produgao da luz. A intensidade da luminescéncia
emitida é diretamente proporcional a concentracdo de ATP presente na amostra e foi

mensurada em um comprimento de onda de 560nm.

Citocinas Proé e Anti-inflamatorias

Para determinagéo dos niveis de citocinas foi utilizado o kit BDTM Cytometric
Bead Attay (CBA), especifico para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- e IFN-y.

Fator Neurotroéfico Derivado do Cérebro

A analise do BDNF foi realizada utilizando kit ELISA para analisar o soro, conforme
as instrucdes do fabricante: Kit ELISA para BDNF Humano (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, WA, EUA, numero de catalogo EH42RB — 96 testes).

Todas as amostras foram analisadas utilizando os tampdes, diluentes e substratos
recomendados pelo fabricante e seguindo as diretrizes do mesmo para garantir a
conformidade com o protocolo e minimizar erros de medicdo. Uma curva padrao de oito
pontos foi colocada em cada placa. As amostras de soro foram diluidas quatro vezes, de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. A leitura foi realizada com um leitor de
microplacas (Modelo Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, EUA) em um comprimento de
onda de 450 nm. A faixa de deteccdo para BDNF foi de 0,066 a 16 ng/mL, com
sensibilidade de 80 pg/mL. Os coeficientes de variagdo (CV) intra-ensaio e inter-ensaio

foram <12% e <10%, respectivamente.

Andlises Estatisticas

Os dados obtidos foram inicialmente analisados quanto a normalidade de sua

distribuicao pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis que apresentaram distribuicao
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normal, foram expressas como media + desvio padrao e analisadas por meio do
Teste t Student para amostras pareadas. Para avaliar a associagao linear entre as
variaveis de interesse, foi utilizada a correlacdo de Pearson, sendo os resultados
expressos pelo coeficiente de correlagao (r) e seu respectivo valor de p. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico GraphPad Prism,

versao 8.3. Adotou-se como critério de significancia estatistica o valor de p<0,05.

Resultados

Caracterizagao da Amostra

Dos 23 bebés nascidos prematuros elegiveis, 5 foram excluidos por
apresentarem diagnostico clinico de PC, sindromes genéticas e mal formagdes
cerebrais e 18 participantes incluidos na amostra final. Destes, 88,9% (n=16) eram do
sexo feminino. A idade gestacional média ao nascimento foi de 31,67+2,449 semanas.
Na avaliagdo inicial, a idade cronoldgica média dos bebés foi de 4,944+3,262 meses,
enquanto a idade corrigida média foi de 3,389+1,883 meses. Na avaliacdo final, a
idade cronoldgica média foi de 8,556+2,935 meses e a idade corrigida média foi de
6,944+2 209 meses.

Exame Neurolégico Infantil de Hammesmith

A Figura 1 apresenta a comparagao dos escores globais do HINE obridos antes
e apods a intervencgao fisioterapéutica baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath.21
Observa-se um aumento significativo nos valores médios do HINE apds o periodo de
intervengao, sendo que os valores médios iniciais foram 34,83113,91, enquanto os

valores médios do pos-intervencao foram 74,94+2,96 p<0,0001.
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Figura 1: Comparacgao dos escores globais obtidos a partir do HINE pré e pos-intervengéo (n=18). Os
dados foram comparados utilizando o Teste t de Student pareado. * p<0,05. Os resultados séo
expressos como média * desvio padrao.

A Tabela 1 apresenta as diferengcas encontradas nos escores das secodes
pontuadas do HINE, observando que houve aumento significativo nos valores médios
do HINE apés o periodo de intervencao (p<0,0001) nas se¢des de fungcado dos nervos
cranianos, postura, movimento, tdnus, reagdes e reflexos. No que tange as diferengas
de numero de assimetrias, que passou de 2,944+2 437 no pré-intervencao para
0,055+0,2357 no pos-intervencéao (p<0,0001).

Tabela 1 — Diferencas dos Escores nas Sec¢des do HINE

Diferengas dos Escores nas Se¢des do HINE

Secoes do HINE Pré-intervencao Pds-intervencéao p R Squared
M+DP (n=18) M+DP (n=18)

Escore Global 34,83+13,91 74,9412 96 p< 0,0001 0,8819
Fungao Nervos Cranianos 10,78+2,819 14,94+0,2357 p< 0,0001 0,7054
Postura 6,000+5,434 18,00040,000 p< 0,0001 0,8378
Movimento 2,722+2,109 6,000+0,000 p< 0,0001 0,7189
Tonus 13,445,055 23,11+1,023 p< 0,0001 0,8310
Reflexos e Reacdes 4,778+2,691 13,06+2,508 p< 0,0001 0,9143
Numero de Assimetrias 2,944+2 437 0,055+0,2357 p< 0,0001 0,6090

Tabela 1: Representa a diferenca dos escores nas segbes obtidos a partir do HINE pré e pos-
intervencdo (n=18). Os dados foram comparados utilizando o Teste t de Student pareado. Os resultados
sd0 expressos como média + desvio padrdo, onde M= média e DP= desvio padrdo. R Squared é o
tamanho do efeito do Teste de Student pareado.
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Enzimas do Sistema Purinérgico

A anadlise da atividade das enzimas E-NTPDase e ADA em linfécitos
periféricos21 esta representada pela Figura 2, evidenciando os efeitos da interveng¢ao
sobre a hidrélise de nucleotideos e de adenosina. A Figura 2A demostra os resultados
a hidrolise de ATP, no qual os valores médios do periodo pré-intervengao foram
32,699,926 nmol Pi/min/mg de proteina, enquanto o pds-intervengao 32,30+£15,17
nmol Pi/min/mg de proteina (p=0,9256). A Figura 2B, correspondendo a hidrdlise de
ADP apresentou os valores médios pré-intervencao 18,17+10,46 nmol Pi/min/mg de
proteina e 16,07£10,01 nmol Pi/min/mg de proteina e pés-intervengao (p=0,3787). A
Figura 2C, apresenta a hidrolise de AMP, com os valores médios pré-intervengao
9,978+3,506 nmol Pi/min/mg de proteina e 9,95314,815 nmol Pi/min/mg de proteina
pos-intervencao (p=0,9867).

Ja a Figura 2D, apresenta a atividade de ADA, observando-se que houve
reducado apos a intervencdo quando comparada ao periodo basal. Inicialmente, os
valores médios de ADA eram 26,815+22,48 U/L, reduzindo para 4,511+6,805 U/L no
periodo pos-intervencéo (p<0,0004).
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Figura 2 — Representa as Enzimas do Sistema Purinérgico pré e pds-intervengédo (n=18). Os dados
foram comparados utilizando o Teste t de Student pareado. * p<0,05. Os resultados sdo expressos
como média + desvio padrao.

96



97

Niveis de ATP Extracelular

Os niveis de ATPe estdo apresentados na Figura 3. Foi observada redugao
significativa das concentragbes de ATPe apds a intervengdo em comparagdo ao
periodo pré-intervencio. Inicialmente, os valores médios de ATPe eram 36,60+13,39

pmol, reduzindo para 10,95+5,671 pmol no periodo pds-intervencao (p<0,0002).
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Figura 3 — Representa os Nives de ATPe pré e pés-intervencao (n=18). Os dados foram comparados
utilizando o Teste t de Student pareado. * p<0,05. Os resultados sdo expressos como média + desvio
padréo.

Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro, Citocinas Pré e Anti-Inflamatoérias

A avaliagao das citocinas pro e anti-inflamatoérias foi determinada a partir da
analise de soro das amostras antes e apods a intervencgao proposta, sendo analisadas
as concentracdes das citocinas IL-10, IL-4, IL-6, IL-2, TNF e IFN-y, representadas na
Figura 4. Logo a Figura 4A resume a IL-10, onde os valores médios pré-intervengao
foram de 9,17613,228 pg/ml, enquanto os pos-intervencédo foram de 7,867+3,722
pg/ml (p=0,4798). A Figura 4B mostra os dados da IL-4 nos valores médios da pré-
intervencao 9,288+10,12 pg/ml e pds-intervengao 10,59+11,39 pg/ml (p=0,8597). A
Figura 4C apresenta os dados da IL-6 pré-intervengao 16,42+17,52 pg/ml e pos-
intervencao 17,48+9,000 pg/ml (p=0,8423). A Figura 4D revela os dados da IL-2 pré-
intervencao 6,040+0,0 pg/ml e pés-intervencao 9,740+0,0 pg/ml (p=0,5). A Figura 4E
representa os valores médios de IFN-y pré-intervengdo 8,675+5,342 pg/ml e pos-
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intervencao 9,264+2,689 pg/ml (p=0,1949), a Figura 4F demostra os valores de TNF
pré-intervencéo 7,772+2,172 pg/ml e pés-intervengao 15,67+12,74 pg/ml (p=0,1831)
e a Figura 4G apresenta os valores médios de BDNF antes e apds a intervengao
através do Conceito Neuroevolutivo Bobath, sendo 0,8453+0,2990 ng/mL e
0,8012+0,4422 ng/mL (p=0,5816) respectivamente.
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Figura 4 — Representam o BDNF e as Citocinas Pr6o e Anti-inflamatérias pré e pds-intervengéo
circulantes em soro (n=18). A) IL-10; B) IL-4; C) IL-6; D) IL-2; E) IFN-y; F) TNF; G) BDNF das

concentragdes analisadas. Os dados foram comparados utilizando o teste t de Student. Os resultados
sdo expressos como média + desvio padrao.

Correlagao das Variaveis

A Tabela 2 apresenta a analise de correlacdo de Pearson entre as variaveis

investigadas, evidenciando a existéncia de associagbes significativas entre
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biomarcadores e parametros funcionais. Entre os achados, destacou-se a correlacéo

negativa entre os escores do HINE e os niveis de ATPe (r=-0,623; p=0,049).

Tabela 2 — Correlagdes das Variaveis

Variaveis r P
HINE x ATP 0,812 0,0500
HINE x IL-2 0,590 0,0340
HINE x ADP 0,462 0,356
HINE x IL-4 0,367 0,218
HINE x IL-6 0,295 0,327
HINE x ADA 0,290 0,276
HINE x AMP 0,241 0,645
HINE x TNF 0,234 0,441
HINE x |IFN-y 0,226 0,457
HINE x ATPe -0,623 0,049

HINE x BDNF 0,111 0,660
HINE x IL-10 0,009 0,977

Tabela 2: Representa as correlagbes das variaveis investigadas no pré e pés-intervengéo (n=18). Os
dados foram correlacionados utilizando a correlacdo de Pearson. Os resultados sdo expressos pelo
coeficiente de correlagéo (r) e seu respectivo valor de p.

Discussao

A intervencao fisioterapéutica precoce baseada no Conceito Neuroevolutivo
Bobath promoveu melhora significativa da fungdo neuroldégica, acompanhada por
reducao da ADA e dos niveis de ATPe em bebés nascidos prematuros. Em conjunto,
esses achados demonstram que a intervencéo foi capaz de produzir adaptagdes
funcionais e moleculares concomitantes durante um periodo de elevada plasticidade
do sistema nervoso central. Embora os beneficios clinicos do Conceito Neuroevolutivo
Bobath sejam amplamente descritos na literatura, os mecanismos bioldgicos
subjacentes ainda permanecem pouco compreendidos. Nesse contexto, a modulagao
simultdnea de componentes da sinalizagdo purinérgica observada neste estudo
representa um achado inovador, sugerindo que os efeitos da intervencédo podem
ultrapassar a reorganizagdo motora e envolver processos relacionados a homeostase
neuroinflamataéria.

A melhora significativa dos escores do HINE confirma a efetividade da

intervencao sobre a fungao neurolégica dos bebés prematuros. O aumento do escore
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global, associado a resolugdo das assimetrias previamente identificadas, evidencia
evolugdo da organizagao postural, do controle motor, do ténus e da qualidade dos
movimentos, componentes fundamentais para a maturagao neuroldgica durante os
primeiros meses de vida. Esses resultados corroboram estudos que demonstram que
intervengdes precoces baseadas no Conceito Neuroevolutivo Bobath favorecem a
organizagao sensério-motora e potencializam mecanismos de neuroplasticidade em
criancas com fatores de risco para alteragdes do desenvolvimento [15,20,24].
Considerando que as assimetrias avaliadas pelo HINE representam importantes
marcadores precoces de comprometimento neuroldgico e maior risco para paralisia
cerebral, especialmente unilateral, sua resolucdo apds a intervencao reforca a
relevancia clinica do tratamento precoce [14,25,28,29].

Entretanto, o principal diferencial deste estudo foi a demonstracéo de que a
melhora funcional ocorreu paralelamente a modulagdo do sistema purinérgico.
Observou-se reducado significativa dos niveis de ATPe e da atividade da ADA,
sugerindo que a intervengao foi acompanhada por alteragdes em vias bioldgicas
diretamente relacionadas a comunicacao celular, ao controle da neuroinflamacao e a
neuroprotecdo. Esses resultados ampliam a compreensio dos possiveis mecanismos
envolvidos na intervencao fisioterapéutica, indicando que adaptacdes clinicas podem
ocorrer simultaneamente a modificagdes moleculares em um dos principais sistemas
reguladores da homeostase cerebral.

O ATPe ocupa posigdo central na fisiopatologia da neuroinflamag&o. Em
condi¢des fisiologicas, atua como importante molécula sinalizadora; entretanto,
quando liberado em excesso em resposta a hipdxia, estresse metabdlico ou dano
celular, passa a exercer funcdo de sinal de perigo (danger-associated molecular
pattern — DAMP), promovendo ativagado de receptores purinérgicos, principalmente
P2X7, recrutamento de células inflamatérias, ativacdo microglial e amplificacdo da
resposta neuroinflamatéria [31-33]. Na prematuridade, caracterizada por elevada
vulnerabilidade do sistema nervoso central imaturo, o aumento da sinalizagao
purinérgica tem sido relacionado ao comprometimento da maturagcéo cerebral e do
neurodesenvolvimento. Dessa forma, a reducéo significativa do ATPe observada apods
a intervencéo representa um achado relevantes desta pesquisa, sugerindo menor
ativacao de vias pro-inflamatérias e um ambiente extracelular potencialmente mais
favoravel aos processos de reorganizagao neural. Embora nao seja possivel
estabelecer relagao causal, a diminuicdo do ATPe reforga a hipotese de que parte dos
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beneficios funcionais observados possa estar associada a modulagado da resposta
neuroinflamatadria.

A reducdo da atividade da ADA fortalece essa interpretacdo. A ADA é a
principal enzima responsavel pela degradagao da adenosina, molécula reconhecida
por exercer efeitos anti-inflamatorios, neuromoduladores e neuroprotetores. Assim,
sua menor atividade pode favorecer maior disponibilidade de adenosina no meio
extracelular, potencializando mecanismos capazes de limitar a ativacao inflamatéria e
preservar a homeostase do sistema nervoso central [31,32]. A redug¢ao concomitante
de ATPe e ADA sugere, portanto, um redirecionamento da sinalizagdo purinérgica
para um perfil biologicamente mais favoravel ao neurodesenvolvimento, constituindo
uma das principais contribuicdes deste estudo para a compreensido dos efeitos
bioldgicos da intervengao fisioterapéutica precoce.

O achado mais expressivo desta investigagao foi a correlagdo negativa entre
os escores do HINE e os niveis de ATPe. Observou-se que bebés com melhor
desempenho neuroldgico apresentaram menores concentracbes de ATPe,
demonstrando que a evolugédo clinica ocorreu paralelamente a redu¢gao de um dos
principais mediadores envolvidos na neuroinflamacdo. Essa associagdo possui
elevada relevancia cientifica, pois integra, pela primeira vez, um desfecho funcional
validado com um biomarcador molecular da sinalizagdo purinérgica em bebés
prematuros submetidos a intervencédo fisioterapéutica. Ainda que a natureza
correlacional da analise nao permita inferir causalidade, a consisténcia entre melhora
clinica, redugcdo do ATPe e diminuicdo da ADA fortalece a hipétese de que a
modulagdo do sistema purinérgico represente um dos mecanismos bioldgicos
envolvidos na resposta terapéutica. Sob essa perspectiva, o ATPe emerge como um
potencial biomarcador complementar para monitoramento da evolugdo clinica,
aproximando alteragcbes moleculares e desfechos funcionais durante o
acompanhamento longitudinal de bebés prematuros.

As analises de correlagao também evidenciaram a integragcao entre diferentes
sistemas reguladores do neurodesenvolvimento. As associagdes observadas entre
BDNF e citocinas reforcam a interacdo entre mecanismos neurotroficos e
imunoldgicos durante a maturacao cerebral, enquanto as correlagdes entre citocinas
pré e anti-inflamatdrias refletem a natureza integrada da resposta imunolégica. Da

mesma forma, a correlagao positiva entre ADP e AMP confirma a manutencao da
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cascata de degradacdo do ATPe, reforcando a integridade funcional do sistema
purinérgico [33,39,40].

Embora ndo tenham sido observadas alteragdes significativas nos niveis de
BDNF e das citocinas inflamatdrias, esses resultados ndo devem ser interpretados
como auséncia de resposta biologica. O BDNF apresenta elevada variabilidade
periférica e sua concentracao plasmatica nem sempre acompanha as adaptacées que
ocorrem no sistema nervoso central. Além disso, modificacbes em fatores
neurotroéficos e citocinas podem requerer periodos mais prolongados de intervengao
ou serem influenciadas pela idade gestacional, condigbes perinatais e maturagéo
imunoldgica [35-38]. Em contraste, os componentes do sistema purinérgico parecem
responder de forma mais precoce as intervengdes, sugerindo que alteragbes em ATPe
e ADA possam representar marcadores mais sensiveis das adaptag¢des biologicas
iniciais promovidas pela fisioterapia.

Este estudo apresenta limitagdes relacionadas ao delineamento de braco unico,
ao reduzido tamanho amostral e a auséncia de grupo controle, impossibilitando
dissociar completamente os efeitos da intervengdo daqueles decorrentes da
maturacdo natural do desenvolvimento. Além disso, os biomarcadores foram
avaliados em sangue periférico, podendo nao refletir integralmente os eventos que
ocorrem no sistema nervoso central. Entretanto, a utilizagao integrada de avaliagao
neurolégica padronizada, biomarcadores inflamatorios, neurotroficos e,
principalmente, componentes da sinalizagdo purinérgica permitiu uma abordagem
inédita e abrangente das respostas a intervengéo.

Em sintese, os resultados demonstram que a intervencao fisioterapéutica
precoce baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath esteve associada ndo apenas a
melhora da fungéo neurolégica, mas também a modulagdo de componentes centrais
do sistema purinérgico. A redugdo simultanea dos niveis de ATP extracelular e da
atividade da ADA, aliada a correlagao negativa entre ATPe e HINE, constitui a principal
evidéncia deste estudo e sugere que adaptagdes clinicas podem ocorrer
paralelamente a atenuagdo de mecanismos relacionados a neuroinflamacgao. Esses
achados ampliam a compreensao dos possiveis mecanismos biolégicos envolvidos
na fisioterapia precoce em bebés prematuros e posicionam o sistema purinérgico
como um promissor alvo para futuras pesquisas voltadas ao monitoramento e a

promog¢ao do neurodesenvolvimento.
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Conclusao

Este estudo demonstrou que a intervencao fisioterapéutica precoce baseada
no Conceito Neuroevolutivo Bobath promoveu melhora significativa da fungao
neurolégica em bebés nascidos prematuros, evidenciada pelo aumento dos escores
do HINE e pela resolugéo das assimetrias neuroldgicas. Paralelamente, observou-se
reducao significativa da atividade da ADA e dos niveis de ATPe, além de correlagao
negativa entre ATPe e HINE, indicando associagdo entre menores niveis de ATPe e
melhor desempenho neurolégico. Esses achados sugerem que os beneficios
funcionais da intervengao estdo associados a modulagao da sinalizagao purinérgica,
ampliando a compreensao dos possiveis mecanismos biolégicos envolvidos na

neuroplasticidade e na resposta a intervengao precoce em bebés prematuros.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desta dissertacdo ampliam a compreensao dos mecanismos
envolvidos no neurodesenvolvimento de bebés nascidos prematuros ao integrar
evidéncias da literatura com achados experimentais obtidos em uma intervencéao
fisioterapéutica precoce baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath. Em conjunto,
os dois manuscritos demonstram que o desenvolvimento neurolégico na
prematuridade deve ser compreendido como um processo multifatorial, influenciado
pela interacdo entre neuroplasticidade, resposta inflamatdéria e sinalizacao
purinérgica.

O primeiro manuscrito evidenciou que alteragdes inflamatdrias e componentes
do sistema purinérgico representam mecanismos biologicamente relevantes na
fisiopatologia da prematuridade, reforcando o potencial desses sistemas como alvos
para monitoramento e futuras estratégias terapéuticas voltadas a neuroprotegéo e ao
desenvolvimento infantil.

Complementando essas evidéncias, o estudo experimental demonstrou que a
intervencao precoce baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath promoveu melhora
significativa da fungdo neuroldgica, evidenciada pelo aumento dos escores do HINE e
pela resolugao das assimetrias neuromotoras, acompanhada por redugao significativa
da atividade da ADA e dos niveis de ATPe. Esses achados sugerem que os ganhos
funcionais observados ocorreram concomitantemente a modulagdo de componentes
da sinalizagdo purinérgica, indicando uma possivel integragdo entre adaptagdes
clinicas e respostas biologicas desencadeadas pela intervengao.

Destaca-se, de forma inédita, a identificacdo de uma correlacdo negativa
significativa entre os escores do HINE e os niveis de ATPe, indicando que melhores
desfechos neuroldgicos estiveram associados a menores concentragées de ATP
extracelular. Esse resultado representa uma contribui¢cao original do presente estudo,
ao estabelecer uma relagdo entre um instrumento clinico amplamente utilizado na
avaliagao neuroldgica infantil e um biomarcador molecular da sinalizag&o purinérgica,
fortalecendo a hipotese de que o ATPe possa refletir processos bioldgicos
relacionados a recuperacao funcional e a neuroplasticidade em bebés prematuros.

Embora os marcadores inflamatérios e o BDNF nao tenham apresentado
alteragbes significativas apds a intervencdo, seus resultados contribuem para

compreender que diferentes vias bioldgicas podem responder em tempos distintos
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durante o processo de desenvolvimento e reorganizagdo neural, reforcando a
complexidade dos mecanismos envolvidos na prematuridade.

Em sintese, esta dissertacdo demonstra que a intervencao fisioterapéutica
precoce baseada no Conceito Neuroevolutivo Bobath promove beneficios
neurologicos mensuraveis e esta associada a modulagado de componentes do sistema
purinérgico. Além disso, apresenta evidéncias inéditas que aproximam marcadores
moleculares e avaliacao clinica funcional, abrindo novas perspectivas para o uso do
ATPe e da ADA como biomarcadores de resposta terapéutica e para o
desenvolvimento de futuras pesquisas voltadas aos mecanismos neurobiolégicos da

intervengao precoce em bebés nascidos prematuros.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto de Pesquisa: “EFEITO DO CONCEITO NEUROEVOLUTIVO
BOBATH NOS MARCADORES INFLAMATORIOS, FATOR NEUROTROFICO
DERIVADO DO CEREBRO, COMPONENTES DA SINALIZAGAO PURINERGICA E
FUNGAO NEUROLOGICA DE BEBES NASCIDOS PREMATUROS’.

Prezados pais e/ou responsaveis pelo participante,

Seu filho (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “EFEITO DO
CONCEITO NEUROEVOLUTIVO BOBATH NOS MARCADORES
INFLAMATORIOS, FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO,
COMPONENTES DA SINALIZACAO PURINERGICA E FUNGAO NEUROLOGICA
DE BEBES NASCIDOS PREMATUROS’.

Desenvolvida por MICHELE BREANSINI, discente do Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal da Fronteira Sul —
UFFS, Campus de Chapecé — SC, sob orientacdo da Professora Orientadora DRA.
ANDREIA CARDOSO MACHADO.

Conforme Resolucdo Conselho Nacional de Saude n°® 466 de 2012 item IV.3.
a, o objetivo central do estudo é: “Analisar a efeito do Conceito Neuroevolutivo
Bobath nos marcadores inflamatoérios, fator neurotréfico derivado do cérebro,
componentes da sinalizagdo purinérgica e fungdo neuroldgica de bebés nascidos

prematuros”.

O seu filho (a) que esta sendo convidado a participar desta pesquisa, segue os
seguintes critério de inclusao, situados na Resolu¢gdo Conselho Nacional de Saude
n° 466 de 2012 itens IV.3.a, d: considera-se qualquer raca, etnia, sexo ou classe
social, bebés de nascimento prematuro, que tenham até 18 meses de idade,
nascimento seja parto normal ou cesareo, que tenham ou n&o permanecido
hospitalizado, encaminhado ao servigo de fisioterapia com abordagem terapéutica

através do Conceito Neuroevolutivo Bobath e que os pais e/ou responsaveis legais
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consintam em participar da pesquisa assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE.

A participacao do seu filho (a) na pesquisa sera de fundamental importancia,
visto a necessidade de avaliarmos a relevancia e aplicabilidade do Conceito
Neuroevolutivo Bobath em bebés nascidos prematuros, pois, considerando suas
premissas, o Conceito possui um papel importante, quando comparado as demais
abordagens terapéuticas, pois trabalha com a biomecanica, respeitando todas as
fases e marcos do desenvolvimento motor.

O aproveitamento precoce das janelas terapéuticas, possibilita melhores e
maiores resultados quando relacionados a plasticidade cerebral. Tao logo, sabendo
disso, quanto mais precoce forem as intervencées em proteger ou estimular o Sistema
Nervoso Central — SNC, melhor sera a resposta do bebé ao seu desenvolvimento,
seja ele motor, cognitivo ou sensorial.

Além disso, existem alteracbes de marcadores inflamatérios sobre o
comportamento da prematuridade e sua associagdo ao desenvolvimento motor nos
primeiros meses de vida de bebés nascidos prematuros, porém ha poucos estudos
sobre esta tematica, tornando ainda mais relevante compreender e descrever o
comportamento de moléculas inflamatérias em resposta ao periodo de intervencao

dos bebés nascidos prematuros.

A participagao do seu filho (a) ndo é obrigatéria e ele (a) tem plena autonomia
para decidir se quer ou nao participar, bem como desistir da colaboracao neste estudo
quando desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem nenhuma forma de
penalizagdo. Ele (a) ndo sera penalizado (a) de nenhuma maneira caso decida nao
consentir na sua participagao, ou desista da mesma. Contudo, ela € muito importante
para a execucgao da pesquisa.

Ele (a) ndo recebera remuneragdo e nenhum tipo de recompensa nesta
pesquisa, sendo a participacao totalmente voluntaria, podendo sair do estudo a

qualguer momento sem onus.

Sao garantidos o sigilo e privacidade conforme Resolugdo Conselho
Nacional de Saude n° 466 de 2012 item IV.3. c e:

Serao garantidas a confidencialidade e a privacidade das informagdes por ele
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(a) prestadas. Qualquer dado que possa identifica-lo (a) sera omitido na divulgagéao
dos resultados da pesquisa e o material armazenado em local seguro.

A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, O senhor (a)
podera solicitar do pesquisador informagdes sobre a participacao do seu filho (a) e/ou
sobre a pesquisa, o que podera ser feito através dos meios de contato explicitados

neste Termo.

Serao utilizados os seguintes procedimentos de pesquisa e baseiam-se
conforme Resolugcédo Conselho Nacional de Saude n°® 466 de 2012 item IV.3.a).

A participacdo do seu filho (a) consistirA em realizar avaliagdo pré e pos-
intervengao com o Conceito Neuroevolutivo Bobath, usando como instrumentos de
avaliacdo o Exame Neurolégico de Hammersmith — HINE, a mensuragdo dos
marcadores inflamatérios, a analise do fator neurotrofico derivado do cérebro e
componentes da sinalizagéo purinérgica, coletado através de exame de sangue.

O tempo de duragao das avaliagdes sao de aproximadamente 15 minutos e o
as intervengdes com tempo estimado de 12 semanas, sendo dois atendimentos
semanais de 45 minutos, organizadas datas e horarios de acordo com as suas
necessidades e particularidades, respeitando outrossim, rotinas e particularidades do
participante e da familia.

O Conceito Neuroevolutivo Bobath, abordagem terapéutica que sera utilizada
para as intervencdes desta pesquisa, usara de manuseios terapéuticos especificos
para o cuidado com bebé&, utilizando de bolas, bancos, rolos, cueiros, redes e do
proprio corpo do terapeuta, em uma interagao reciproca e dinamica entre paciente e
terapeuta, levando a ativacdo do processamento sensério-motor ideal para o
desempenho de tarefas e a aquisicdo de competéncias e habilidades, durante a
participacao da atividade, além de orientacdes e primordial participacdo da familia nos
cuidados em casa, oportunizando assim o modelo de intervengao centrado na familia,
baseando no contexto contemporaneo almejado pelo Conceito.

Tanto as coletas pré e pds-intervengdo, quanto as intervengdes, serao
realizadas em uma clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia Pediatrica.

Ao final da pesquisa, todo material sera mantido em arquivo, fisico ou digital,
por um periodo de cinco anos. Contudo, apés este tempo, seréo incinerados como
forma de descarte.

A devolutiva sobre os resultados finais da pesquisa devera ser realizada apds
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esta etapa de analise dos dados, divulgando assim, os resultados encontrados,
através de um parecer fisioterapéutico impresso, contendo os dados da evolugao do
participante, juntamente com as analises bioquimicas, de maneira clara e de facil
entendimento, sendo apresentada e entregue ao senhores (as) na clinica de
fisioterapia especializada em Fisioterapia Pediatrica, onde todas as coletas pré e pos-

intervencao, assim como as intervengdes se faréo.

Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos sujeitos da pesquisa,
conforme Resolugdo Conselho Nacional de Saude n° 466 de 2012 item V.3 b.

O beneficio diretos e imediatos relacionado com a colaboragao do seu filho (a)
nesta pesquisa relacionam-se aos objetivos inicialmente propostos pela pesquisa,
contemplando assim: a diminuicdo dos atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor
oriundos da prematuridade, reducdo do aparecimento de assimetrias cranianas e
torcicolos posicionais, aumento nos escores do Exame Neurolégico de Hammersmith
bem como a refreacdo no diagnostico de Paralisia Cerebral, reduzindo
consideravelmente o numero de comprometimentos relacionados ao parto prematuro.

Além da interferéncia do Conceito sobre a melhora na concentracdo dos
marcadores inflamatérios, aumento do fator neurotréfico derivado do cérebro, nos
componentes da sinalizagao purinérgica e na fungao neuroldgica dos bebés nascidos
prematuros, reduzindo assim complicagdes inerentes a prematuridade, estimulando a
neuroplasticidade e promovendo ganhos significativos no desenvolvimento motor,
cognitivo e sensorial.

Envolvimento ativo dos pais nos cuidados com o bebé, estabelecimento do
vinculo pais-filho e no estado emocional dos pais, trazendo seguranca e confiabilidade
sobre a intervengdo, acompanhamento e redugédo de quaisquer agravos.

Outrossim, os beneficios empregados a esta populagéo posteriormente através
do desenvolvimento de metodologias que potencializem a educacgéo a profissionais
da saude sobre o acompanhamento e estimulo precoce a esta populagao,
promovendo ganhos de conhecimento, percepgdo e entendimento sobre os
comprometimentos decorrentes da prematuridade e a importancia de intervir tdo logo
que os agravos se instalem, melhorando dessa maneira o processo saude/doenca.
Desenvolvimento de estratégias de implantagao sobre os cuidados em saude do bebé
prematuro junto a uma equipe multiprofissional. Implantagdo de programas de flow-up
adequados com profissionais capacitados em avaliar, diagnosticar e intervir
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precocemente. Além de cortes de custos com assisténcia em saude com base nesse
conhecimento, pois a estimulacéo precoce interferira no processo de incorporacao da

PC, bem como nos atrasos do desenvolvimento motor oriundos da prematuridade.

Previsdo de riscos ou desconfortos sdo descritos conforme Resolugio
Conselho Nacional de Saude n°® 466 de 2012 item IV.3 b: desta forma, os danos
decorrentes podemos classificar em psicoldégicos/emocionais, fisicos, sociais,
juridicos e financeiros/econémicos, dos quais citamos: desconforto, medo, vergonha,
estresse, angustia, quebra de sigilo, cansaco, aborrecimento de qualquer natureza,
quebra de anonimato, invasao de privacidade, possibilidade de constrangimento,
alteracdes de comportamento, exposi¢cao de dados e fotos clinicas do participante que
possam resultar na sua identificagao, exposi¢ao da imagem do participante em videos
(gravados ou ndo) que possam resultar na sua identificagdo ou mesmo gravacgéo de
imagens ou videos sem a permissdo do participante, desconforto de qualquer
natureza, divulgagcdo de dados confidenciais, desconfortos e constrangimentos
quando ha falta de cuidado na elaboragdo do conteudo e no modo de aplicacao,
alteracbes na autoestima provocadas pela evocagao de memdarias ou por reforgos na
conscientizagdo sobre uma condigao fisica ou psicoldgica restritiva ou incapacitante,
interferéncia na vida e na rotina dos participantes.

Outros riscos podem ser inferidos, considerando a coleta de sangue para
amostra da analise dos marcadores inflamatérios, do fator neurotrofico derivado do
cérebro e componentes da sinalizagdo purinérgica, dos quais citamos:
constrangimento ao realizar exames, sangramentos, nauseas, tonturas, alteragao da
pressao arterial, possibilidade de desmaio, dores de maneira geral, desconforto local,
dor e lesdo nos nervos, hematomas, anafilaxia e ocorréncia de infecgdes, erupcoes
cutaneas ou urticaria, risco de contaminagao, sangramento prolongado, reagao vago-
vagal.

Além disso, riscos sobre a avaliagdo do Exame Neurolégico de Hammersmith
e a intervengao através com Conceito Neuroevolutivo Bobath podem ser considerados
como: cansaco fisico demonstrado por choro, desconforto por estimulo desregulatoério
de qualquer sistema sensorial (tatil, olfativo, gustativo, auditivo, visual e vestibular),
sinais de estresse (sono, fome, fralda suja, dores), reflexo gastroesofagico, nauseas,

vémitos, desconfortos abdominais, aumento da temperatura.

126



127

De igual maneira aos riscos exemplificados, existem medidas minimizadoras
para a exposicao deles na execucgéo da pesquisa, dos quais citamos: garantia do sigilo
em relacdo as suas respostas, as quais serdo tidas como confidenciais e utilizadas
apenas para fins cientificos; garantia do acesso em um ambiente que proporcione
privacidade durante a coleta de dados, uma abordagem humanizada, optando-se pela
escuta atenta e pelo acolhimento do participante, obtencao de informagdes, apenas
no que diz respeito aquelas necessarias para a pesquisa; garantia da nao identificagao
nominal no formulario nem no banco de dados, a fim de garantir o seu anonimato;
esclarecer e informar a respeito do anonimato e da possibilidade de interromper o
processo quando desejar, sem danos e prejuizos a pesquisa e a si proprio; assegurar
a confidencialidade e a privacidade, a protecdo da imagem e a ndo estigmatizagao,
garantindo a nao utilizacdo das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das
comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou econémico —
financeiro; garantia da retirada do seu consentimento prévio, ou simplesmente
interrupcado do autopreenchimento das respostas e nido enviar o formulario, caso
desista de participar da pesquisa; garantia ao participante a liberdade de se recusar a
ingressar e participar do estudo, sem penalizagdo alguma por parte dos
pesquisadores; garantia uma abordagem cautelosa ao individuo considerando e
respeitando seus valores, cultura e crengas; promocao de privacidade em ambiente
tranquilo e seguro; garantia do zelo pelo sigilo dos dados fornecidos e pela guarda
adequada das informagdes coletadas, assumindo também o compromisso de nao
publicar o nome dos participantes (nem mesmo as iniciais) ou qualquer outra forma
que permita a identificagao individual; garantia ao participante de pesquisa o direito
de acesso ao teor do conteudo do instrumento (tdpicos que serdo abordados) antes
de qualquer intervencdo, para uma tomada de decisdo informada; garantia ao
participante de pesquisa que somente apds ter dado o seu consentimento a
intervencao sera aplicada.

Além disso, outras medidas minimizadoras sao consideradas: as
avaliacbes/exames/procedimentos serdo realizadas por profissionais capacitados e
treinados; as avaliagdes/exames/procedimentos seréo realizadas em local reservado
para evitar possiveis constrangimentos; garantia de que o estudo sera suspenso
imediatamente ao perceber algum risco ou danos a saude do participante da pesquisa,
nao previsto no termo de consentimento; garantia da retirada do seu consentimento
prévio, ou simplesmente interrupgcao do tratamento, ou até a desisténcia em participar
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da pesquisa; garantia de que nao havera interferéncia dos pesquisadores nos
procedimentos habituais do local de estudo ou na vida do paciente; garantia de que o
material sera devidamente identificado, armazenado e transportado em recipiente
especifico e procedimentos padrdao. Da mesma forma, sera garantida a guarda da
amostra coletada sob responsabilidade do pesquisador responsavel.

No caso de sangramentos serao aplicadas técnicas de compresséo asséptica
e utilizagcao de produtos cicatrizantes adequados, sendo realizado por profissional
capacitado e treinado.

No caso de nauseas, tonturas, alteracado de pressao arterial e/ou desmaios, o
participante deixara de realizar o procedimento, e sera devidamente assistido, e caso
seja necessario, poderao ser realizados encaminhamentos a pronto atendimento para
evitar/minimizar tais riscos.

No caso de dores, lesdes, desconfortos fisicos e hematomas, o participante
sera devidamente informado do tempo de duracado destes riscos ou danos. A equipe
cientifica estara preparada para reduzir esses danos utilizando compressas
frias/quentes, e caso seja necessario, encaminhamentos a pronto atendimento para
evitar/minimizar tais riscos.

No caso de reacdo vago-vagal, assegurar que o participante esteja assentado
em uma cadeira apropriada ou deitado em uma cama, verificando se ha pessoal de
apoio disponivel; reclinar e proteger o paciente para evitar lesdes. Procurar
assisténcia de contingéncia, se necessario.

No caso de dor e leséo nos nervos, o colhedor deve remover imediatamente a
agulha do brago do participante e pressionar o local. Perguntar ao participante se a
sensagao acabou. Se assim for, tentar puncionar outro local, se o participante estiver
disposto e consentir. Explicar ao participante que um nervo foi tocado e solicitar para
comunicar mais dorméncia, fraqueza ou sensag¢ao de choque no mesmo local.

No caso de sangramento prolongado, deve-se continuar a aplicar presséo.
Normalmente, apds minutos forma-se uma rede de fibrina suficiente para estancar o
sangramento. Recomendar ndo levantar objetos pesados com o brago e informar
sobre a possibilidade de apresentar um hematoma.

No caso de hematomas, deve-se retirar a agulha e garrote e aplicar press&o no
local por um periodo minimo de 3 minutos. Conferir o local e se 0 hematoma parou de

se formar. Pode se aplicar um curativo compressivo durante um minimo de meia hora.
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No caso de alergias, interrompa imediatamente, observe se a reagéao foi local
e/ou sistémica. Realizar a troca do material utilizado e encaminhar ao pronto
atendimento caso necessario.

Garantia de que as coletas do tipo invasiva serdo realizadas seguindo as
recomendagdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
para Coleta de Sangue Venosa; garantia do correto manuseio dos materiais e
equipamentos utilizados para o procedimento, ao conhecimento do profissional que
realiza a coleta, ao uso de equipamentos de protecao individual (luvas, mascara,
gorros, etc.); garantia de que o pesquisador fara a correta assepsia (lavagem de maos,
assepsia antes da puncéo com etanol 70%); garantia da assepsia das salas de coleta;
garantia de que serdo utilizados materiais de coleta estéreis e descartaveis, com
pessoal capacitado e paramentado (com os equipamentos de protecao individual
adequados para a técnica de pungdo venosa; garantia de que havera suspensao
imediata do teste caso o participante se sinta mal; garantia de que a equipe de coleta
de amostras bioldgicas executora do procedimento, esta treinada para atender o
participante de maneira segura e imediata, declaragdo na Plataforma Brasil que
havera formacdo de banco de material biolégico; informacdo, no termo de
consentimento, de forma clara e completa, as informagdes relacionadas a coleta,
armazenamento, utilizagao e destino final do material bioldgico.

Qualquer intercorréncia médica, tais como anafilaxia e/ou infegbes seréo
devidamente tomadas medidas para encaminhamento ao pronto atendimento e
procedimentos necessarios.

Sobre as medidas minimizadoras durante a avaliacdo e intervencao
ressaltamos: respeitar tempo e respostas sobre todo e qualquer manuseio realizado
com o bebé, lembrando que bebé que chora, ndo processa e nem armazena qualquer
informacéao que esta sendo demandada. As facilitacbes sempre trardo respostas sobre
as reacgoes cervical de endireitamento, Optica e labirintica de retificagcao e de protecao,
buscando sempre alinhamento, bases de suporte, centro de massas, dissociagao e
sinergias sobre todos os segmentos corporais do bebé, tais informagdes podem
exaurir o bebé e causar fadiga.

No caso de desconfortos por qualquer estimulo desregulatério de qualquer
sistema sensorial, retirar o minimo de roupas, mantendo as vestimentas mais
grosseiras e facilitar a regulacdo usando de manuseios especificos para regular e
autorregular o bebé, ofertando ao bebé uma experiéncia estavel e equilibrada. As
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posicdes sdo aquelas em que o bebé esta “reagrupado” sobre si mesmo, estando em
estado de “enrolamento”, os diferentes grupos musculares estdo colocados em
posicdes favoraveis a coordenacdo motora. E dessas posi¢cdes que vai depender o
desenvolvimento psicomotor da crianga, e que a levara progressivamente a autonomia
e a conquista do mundo exterior. No inicio, o bem-estar da crianga depende, em
grande medida, do adulto e do seu meio. Por isso, atribuiremos uma grande
importancia a todos os gestos da vida cotidiana (mamadeira, fraldas, banho etc.).
Respeitando algumas regras simples, podemos aumentar o bem-estar da crianga e
facilitar seu desenvolvimento ulterior. Por isso, sempre que possivel, os horarios das
intervencgdes serao estabelecidos de acordo com a rotina e alertas do bebé e familia.

O "enrolamento" é capital para o bebé. Segure-o com as maos bem abertas,
uma delas sob a cabecga e a parte superior das costas, a outra segurando o quadril e
a parte inferior das costas. Os bragos do bebé ficam a frente. Vocé pode sentir como
ele vai se "reagrupar" e se enrolar por iniciativa propria.

No caso de sinais de estresse como sono, fome, fralda suja e dores, identificar
qual esta sendo o sinal e buscar sana-lo imediatamente, visto que tais situacdes
interferirdo no desempenho da avaliagao e intervencao.

Orientar pais e/ou responsaveis sobre alimentacado ser administrada 1h antes
da intervencéo a fim de evitar qualquer refluxo gastroesofagico, nauseas, vémitos e
desconfortos abdominais. Se mesmo, mantendo tal cautela e orientagao os sintomas
aparecerem, interromper manuseios até total reestabelecimento clinico do bebé.

Em caso de estados febris no dia da intervencdo, aumento da temperatura
durante a interveng¢do ou qualquer outra intercorréncia médica que nao tenha sido
pautada na pesquisa, imediatamente sera cancelado o horario, tomando medidas para
encaminhamento ao pronto atendimento e procedimentos necessarios.

Outro sim, fica ao pesquisador a suspensao imediata da pesquisa ao perceber
riscos ou danos a saude do participante ndo previstos no termo de consentimento livre
e esclarecido, oferecendo-lhe todo suporte e assisténcia necessaria.

Vale ressaltar que outras pesquisas usando bebés nascidos prematuros, de
idade gestacionais ainda menores que as elencadas a esta pesquisa, foram
encontradas na literatura disponivel, conduzindo a construcédo e delineamento desta
metodologia de maneira segura e confortavel.

Em contrapartida a isto, mesmo que considerados esses inumeros riscos
acompanhados de suas medidas minimizadoras, os beneficios serdo
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significativamente maiores, visto interferir amplamente no desenvolvimento
neuropsicomotor, na funcionalidade e qualidade de vida.

Compondo assim estudos semelhantes, exemplifica Magalhaes et al. 2017,
onde usaram 40 bebés em seu estudo, nascidos entre 28 e 32 semanas incompletas
de gestacdo, com o objetivo de verificar através de coletas de sangue, testes de urina
e avaliacdo do desempenho motor, a associacido entre biomarcadores, fatores
neurotroficos e a presenca de anormalidades no desenvolvimento motor desses
bebés.

Ja Rao e colaboradores 2009, avaliaram 33 bebés nascidos prematuros,
verificando as concentragdes de fatores neutrotroficos derivados do cérebro, através
de coletas de sangue no primeiro dia de nascimento, entre 6-10 dias, 30 dias e nos
60 dias de vida.

Tais pesquisas corroboram na aplicabilidade deste estudo, pois além da
verificagdo dos marcadores inflamatorios, fator neurotrofico derivado do cérebro,
componentes da sinalizagdo purinérgica e fungao neurolégicas, interviremos
precocemente com a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath,
impedindo que quaisquer atrasos e/ou anormalidades no desenvolvimento motor

ocorram e prejudique significativamente esses participantes ao longo da vida.

Os resultados serdo divulgados em eventos e/ou publicagdes cientificas
mantendo sigilo dos dados pessoais conforme Resolugdo Conselho Nacional de
Saude n° 466 de 2012 item XI.2.h.

Caso concorde em participar, uma via deste termo ficara em seu poder e a outra
sera entregue ao pesquisador.

Nao recebera copia deste termo, mas apenas uma via.

Desde ja agradecemos sua participagdo, conforme Resolugao Conselho
Nacional de Saude n° 466 de 2012 item IV.3.f.

CAAE: 86710325.7.0000.5564

Numero do Parecer de aprovacao no CEP/UFFS: 7.519.006
Data de Aprovacgao: 23 de abril de 2025.
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Chapecdé — SC, abril de 2025.

MICHELE BREANSINI

Pesquisador Responsavel

Contatos Relevantes da Pesquisa

Contato profissional com a pesquisadora responsavel.:

Telefone: (49) 99909 6681

E-mail: michele.breansini@estudante.uffs.edu.br

Endereco para Correspondéncia: Rua Jodo da Cruz e Souza, 1085 — E, Bairro Cristo
Rei, Chapecé — SC, CEP 89810-160.

Contato do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira
Sul:

Em caso de duvida quanto a condugao ética do estudo, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal Fronteira Sul — UFFS:
Telefone: (49) 2049-3745

E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br

Enderecgo para Correspondéncia: Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS —
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal Fronteira Sul — UFFS, Rodovia
SC 484 Km 02, Fronteira Sul, CEP 89815-899 Chapecé - Santa Catarina — Brasil.

Declaro que entendi os objetivos e condi¢des da participagdo do meu filho (a)

na pesquisa e concordo com a participagao.

Nome completo do (a) responsavel:
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Assinatura:

MICHELE BREANSINI

Pesquisador Responsavel
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ANEXO A - Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DA £~ Platoforma
FRONTEIRA SUL - UFFS %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DO CONCEITO NEUROEVOLUTIVO BOBATH NOS MARCADORES
INFLAMATORIOS, FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO,
COMPONENTES DA SINALIZACAO PURINERGICA E FUNCAO NEUROLOGICA DE
BEBES NASCIDOS PREMATUROS

Pesquisador: MICHELE BREANSINI

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 86710325.7.0000.5564

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 7.519.006

Apresentac¢ao do Projeto:

TRANSCRICAO ;, RESUMO

Introdugao: A prematuridade é definida como parto antes de 37 semanas completas de gestagao, se
tornando a principal causa de morte neonatal no mundo e maior causa de mortalidade infantil antes dos 5
anos de idade. Além dos variados impactos a longo da vida de bebés sobreviventes, incluindo
principalmente o risco aumentado de Paralisia Cerebral. Estudos mostram que o Exame Neurolégica Infantil
de Hammersmith fornece a identificagao precoce e reforgam o encaminhamento para a intervengao precoce
e tratamentos de atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor. Os marcadores inflamatérios incluem a
liberagao de citocinas que podem por sua vez, contribuir para a neuroinflamagao, potencialmente
interferindo no desenvolvimento do Sistema Nervoso Central. O fator neurotréfico derivado do cérebro é
uma proteina mais abundante no cérebro, responsavel pelo desenvolvimento e manutengao do sistema
neural, bem como os componentes da sinalizagao purinérgica. O Conceito Neuroevolutivo Bobath por sua
vez usa de suas atribuigoes para promover estimulos inibitérios dos padrées de movimento que afetam as
execugoes normais, usando de facilitagao, inibigao e estimulagao como abordagem através de um modelo
de pratica holistica e interdisciplinar, centrado na familia, baseando-se na analise de movimento para
habilitar e

Enderego: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Bairro: Area Rural CEP: 89.815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (49)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uffs.edu.br
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Continuagao do Parecer: 7.519.006

reabilitar. Objetivos: Avaliar os efeitos da abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath sobre
os marcadores inflamatérios, fator neurotréfico derivado do cérebro, sinalizagdes purinérgicas e fungao
neurolégica de bebés nascidos prematuros. Metodologia: A pesquisa possui delineamento metodolégico
quanti-qualitativo, caracterizado como intervencionista, de cunho descritivo e longitudinal, constituida de pré
e pos teste. A amostra sera composta por 20 bebés nascidos prematuros de até 18 meses de idade, que
terao o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado pelos pais e/ou responsaveis legais. Sera
realizada a avaliagao da fungao neurolégica com o Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith e coleta de
sangue para verificar os marcadores inflamatérios, fator neurotréfico derivado do cérebro e componentes da
sinalizagao purinérgica pré e pos intervengao com o Conceito Neuroevolutivo Bobath. Resultados
Esperados: Espera-se com os resultados obtidos a diminuigao de atrasos oriundos da prematuridade,
refreagao das assimetrias cranianas posicionais, bem como torcicolos posicionais, aumentos dos escores do
Exame Neuroldgico Infantil de Hammersmith e por consequéncia redugao nos diagnésticos de Paralisia
Cerebral, contemplando assim a eficacia da abordagem terapéutica empregada nas intervengoes.

COMENTARIOS: Adequado.

Objetivo da Pesquisa:

TRANSCRIGAO ¢, HIPOTESE:

- Ao intervir, usando a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath promoveremos mudangas
funcionais no cérebro, aumentando a liberagao do fator neurotréfico derivado do cérebro, favorecendo assim
o0 seu desenvolvimento motor;

- A neuroplasticidade permitira que a rede neuronal se reflita na capacidade de respostas e habilidades
motoras de bebés nascidos prematuros;

- Os niveis de citocinas, a expressao de NDPDase e do receptor P2x7 que sado desregulados pela
prematuridade, devem diminuir, assegurando assim a eficacia do Conceito Neuroevolutivo Bobath no
cenario da reabilitagao neuropediatrica.

HIPOTESE ; COMENTARIOS: Adequado.

TRANSCRIGAO ;, OBJETIVOS:
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Continuagéo do Parecer: 7.519.006

Objetivo Primario:

Analisar a efeito do Conceito Neuroevolutivo Bobath nos marcadores inflamatérios, fator neurotréfico
derivado do cérebro, componentes da sinalizag@o purinérgica e fungao neurologica de bebés nascidos
prematuros.

Objetivo Secundario:

a) Mensurar a concentragao dos marcadores inflamatérios pré e pos intervengao de bebés nascidos
prematuros;

b) Analisar o fator neurotréfico derivado do cérebro pré e pés intervengao de bebés nascidos prematuros;

¢) Avaliar os componentes da sinalizagao purinérgica pré e pos intervengao de bebés nascidos prematuros;
d) Avaliar a fungao neurolégica infantil pré e pos intervengao de bebés nascidos prematuros;

e) Correlacionar o perfil dos mediadores imuno-inflamatérios, fator neurotréfico derivado do cérebro,
componentes da sinalizagao purinérgica e a fungao neurologica infantil de bebés nascidos prematuros pré e
pos intervengao;

f) Compreender como a abordagem terapéutica interfere na resposta imuno-inflamatéria, componentes da
sinalizagao purinérgica e na fungao neurolégica infantil de bebés nascidos prematuros pré e poés
intervengao.

OBJETIVO PRIMARIO ;, COMENTARIOS: Adequado.

OBJETIVOS SECUNDARIOS ¢ COMENTARIOS: Adequado.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

TRANSCRIGAO ¢, RISCOS:

Segundo a Resolugéo do Conselho Nacional de Satde no 466/12, item V - DOS RISCOS E BENEFICIOS:
¢ Toda pesquisa com seres humanos envolve riscos em tipos e graduagoes variados. Quanto maiores e
mais evidentes os riscos, maiores devem ser os cuidados para minimiza-los.

Devem ser analisadas possibilidades de danos imediatos ou posteriores, no plano individual ou coletivo,,.
Segundo a Resolugao do Conselho Nacional de Saude no 674, de 6 de maio de 2022, que dispoe sobre a
tipificagao da pesquisa e a tramitagao dos protocolos de pesquisa no
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Sistema Comité de Etica em Pesquisa/Comité Nacional de Etica em Pesquisa, 1é-se: (A tipificagdo de risco
da pesquisa é o processo pelo qual se define o grau de risco de uma pesquisa. Baseia-se na possibilidade
de ocorréncia de danos dela decorrentes, na magnitude desses e nas consequéncias a integridade dos
participantes de pesquisa em todas as suas dimensées.;,

Desta forma, os danos decorrentes da pesquisa podemos classificar em psicolégicos/emocionais, fisicos,
sociais, juridicos e financeiros/econémicos, dos quais citamos: desconforto, medo, vergonha, estresse,
angustia, quebra de sigilo, cansago, aborrecimento de qualquer natureza, quebra de anonimato, invasao de
privacidade, possibilidade de constrangimento, alteragdes de comportamento, exposi¢ao de dados e fotos
clinicas do participante que possam resultar na sua identificagao, exposi¢ao da imagem do participante em
videos (gravados ou nao) que possam resultar na sua identificagdo ou mesmo gravagao de imagens ou
videos sem a permissao do participante, desconforto de qualquer natureza, divulgagao de dados
confidenciais, desconfortos e constrangimentos quando ha falta de cuidado na elaboragao do contetdo e no
modo de aplicagao, alteragdes na autoestima provocadas pela evocagao de memorias ou por reforgos na
conscientizagao sobre uma condigao fisica ou psicolégica restritiva ou incapacitante, interferéncia na vida e
na rotina dos participantes.

Outros riscos podem ser inferidos, considerando a coleta de sangue para amostra da analise dos
marcadores inflamatoérios, do fator neurotréfico derivado do cérebro e componentes da sinalizagao
purinérgica, dos quais citamos: constrangimento ao realizar exames, sangramentos, nauseas, tonturas,
alteragao da pressao arterial, possibilidade de desmaio, dores de maneira geral, desconforto local, dor e
lesao nos nervos, hematomas, anafilaxia e ocorréncia de infecgoes, erupgdes cutaneas ou urticaria, risco de
contaminagao, sangramento prolongado, rea¢ao vago-vagal.

Além disso, riscos sobre a avaliagao do Exame Neurologico Infantil de Hammersmith e a intervengao
através com Conceito Neuroevolutivo Bobath podem ser considerados como: cansago fisico demonstrado
por choro, desconforto por estimulo desregulatorio de qualquer sistema sensorial (tatil, olfativo, gustativo,
auditivo, visual e vestibular), sinais de estresse (sono, fome, fralda suja, dores), reflexo gastroesofagico,
nauseas, vomitos, desconfortos abdominais, aumento da temperatura.

De igual maneira aos riscos exemplificados, existem medidas minimizadoras para a exposi¢ao deles na
execugao da pesquisa, dos quais citamos: garantia do sigilo em relagao as suas
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respostas, as quais serao tidas como confidenciais e utilizadas apenas para fins cientificos; garantia do
acesso em um ambiente que proporcione privacidade durante a coleta de dados, uma abordagem
humanizada, optando-se pela escuta atenta e pelo acolhimento do participante, obten¢ao de informagdes,
apenas no que diz respeito aquelas necessarias para a pesquisa; garantia da nao identificagao nominal no
formulario nem no banco de dados, a fim de garantir o seu anonimato; esclarecer e informar a respeito do
anonimato e da possibilidade de interromper o processo quando desejar, sem danos e prejuizos a pesquisa
e a si proprio;.... (Continuagao do texto em *Outras Informagoes).

Continuagao dos *Riscos: ...assegurar a confidencialidade e a privacidade, a prote¢ao da imagem e a nao
estigmatizagao, garantindo a nao utilizagao das informagées em prejuizo das pessoas e/ou das
comunidades, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou econémico ¢, financeiro; garantia da
retirada do seu consentimento prévio, ou simplesmente interrup¢ao do autopreenchimento das respostas e
nao enviar o formulario, caso desista de participar da pesquisa; garantia ao participante a liberdade de se
recusar a ingressar e participar do estudo, sem penalizagao alguma por parte dos pesquisadores; garantia
uma abordagem cautelosa ao individuo considerando e respeitando seus valores, cultura e crengas;
promogao de privacidade em ambiente tranquilo e seguro; garantia do zelo pelo sigilo dos dados fornecidos
e pela guarda adequada das informagdes coletadas, assumindo também o compromisso de nao publicar o
nome dos participantes (nem mesmo as iniciais) ou qualquer outra forma que permita a identificagao
individual; garantia ao participante de pesquisa o direito de acesso ao teor do conteudo do instrumento
(topicos que serao abordados) antes de qualquer intervengao, para uma tomada de decisao informada;
garantia ao participante de pesquisa que somente apés ter dado o seu consentimento a intervengao sera
aplicada. Além disso, outras medidas minimizadoras sao consideradas: as
avaliagoes/exames/procedimentos serao realizadas por profissionais capacitados e treinados; as
avaliagoes/exames/procedimentos serao realizadas em local reservado para evitar possiveis
constrangimentos; garantia de que o estudo sera suspenso imediatamente ao perceber algum risco ou
danos a saude do participante da pesquisa, nao previsto no termo de consentimento; garantia da retirada do
seu consentimento prévio, ou simplesmente interrupgao do tratamento, ou até a desisténcia em participar da
pesquisa; garantia de que nao havera interferéncia dos pesquisadores nos procedimentos habituais do local
de estudo ou na vida do paciente; garantia de que o material sera devidamente identificado, armazenado e
transportado em recipiente especifico e procedimentos padrao. Da mesma forma, sera garantida a guarda
da amostra
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coletada sob responsabilidade do pesquisador responsavel. No caso de sangramentos serao aplicadas
técnicas de compressao asséptica e utilizagao de produtos cicatrizantes adequados, sendo realizado por
profissional capacitado e treinado. No caso de nauseas, tonturas, alteragao de pressao arterial e/ou
desmaios, o participante deixara de realizar o procedimento, e sera devidamente assistido, e caso seja
necessario, poderao ser realizados encaminhamentos a pronto atendimento para evitar/minimizar tais riscos.
No caso de dores, lesdes, desconfortos fisicos e hematomas, o participante sera devidamente informado do
tempo de duragao destes riscos ou danos. A equipe cientifica estara preparada para reduzir esses danos
utilizando compressas frias/quentes, e caso seja necessario, encaminhamentos a pronto atendimento para
evitar/minimizar tais riscos. No caso de reagao vago-vagal, assegurar que o participante esteja assentado
em uma cadeira apropriada ou deitado em uma cama, verificando se ha pessoal de apoio disponivel;
reclinar e proteger o paciente para evitar lesoes. Procurar assisténcia de contingéncia, se necessario. No
caso de dor e lesao nos nervos, o colhedor deve remover imediatamente a agulha do brago do participante
e pressionar o local. Perguntar ao participante se a sensagao acabou. Se assim for, tentar puncionar outro
local, se o participante estiver disposto e consentir. Explicar ao participante que um nervo foi tocado e
solicitar para comunicar mais dorméncia, fraqueza ou sensagao de choque no mesmo local. No caso de
sangramento prolongado, deve-se continuar a aplicar pressao. Normalmente, apés minutos forma-se uma
rede de fibrina suficiente para estancar o sangramento. Recomendar nao levantar objetos pesados com o
brago e informar sobre a possibilidade de apresentar um hematoma. No caso de hematomas, deve-se retirar
a agulha e garrote e aplicar pressao no local por um periodo minimo de 3 minutos. Conferir o local e se o
hematoma parou de se formar. Pode se aplicar um curativo compressivo durante um minimo de meia hora.
No caso de alergias, interrompa imediatamente, observe se a reagao foi local e/ou sistémica. Realizar a
troca do material utilizado e encaminhar ao pronto atendimento caso necessario. Garantia de que as coletas
do tipo invasiva serao realizadas seguindo as recomendagoes da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial para Coleta de Sangue Venosa; garantia do correto manuseio dos materiais e
equipamentos utilizados para o procedimento, ao conhecimento do profissional que realiza a coleta, ao uso
de equipamentos de protecao individual (luvas, mascara, gorros, etc.); garantia de que o pesquisador fara a
correta assepsia (lavagem de maos, assepsia antes da pungao com etanol 70%); garantia da assepsia das
salas de coleta; garantia de que serao utilizados materiais de coleta estéreis e descartaveis, com pessoal
capacitado e paramentado (com os equipamentos de protegao individual adequados
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para a técnica de pungao venosa; garantia de que havera suspensao imediata do teste caso o participante
se sinta mal; garantia de que a equipe de coleta de amostras biol6gicas executora do procedimento, esta
treinada para atender o participante de maneira segura e imediata, declaragao na Plataforma Brasil que
havera formagao de banco de material biol6gico; informagéao, no termo de consentimento, de forma clara e
completa, as informagdes relacionadas a coleta, armazenamento, utilizagao e destino final do material
biologico. Qualquer intercorréncia médica, tais como anafilaxia e/ou infegées serao devidamente tomadas
medidas para encaminhamento ao pronto atendimento e procedimentos necessarios. Sobre as medidas
minimizadoras durante a avaliagao e intervengao ressaltamos: respeitar tempo e respostas sobre todo e
qualquer manuseio realizado com o bebé, lembrando que bebé que chora, ndo processa e nem armazena
qualquer informagao que esta sendo demandada. As facilitagdes sempre trarao respostas sobre as reagoes
cervical de endireitamento, optica e labirintica de retificagao e de protegao, buscando sempre alinhamento,
bases de suporte, centro de massas, dissociagao e sinergias sobre todos os segmentos corporais do bebé,
tais informagdes podem exaurir o bebé e causar fadiga. No caso de desconfortos por qualquer estimulo
desregulatorio de qualquer sistema sensorial, retirar o minimo de roupas, mantendo as vestimentas mais
grosseiras e facilitar a regulagao usando de manuseios especificos para regular e autorregular o bebé,
ofertando ao bebé uma experiéncia estavel e equilibrada. As posigoes sao aquelas em que o bebé esta
;reagrupadoy, sobre si mesmo, estando em estado de ;enrolamentoy, os diferentes grupos musculares
estdo colocados em posigdes favoraveis a coordenagdo motora. E dessas posigdes que vai depender o
desenvolvimento psicomotor da crianga, e

que a levara progressivamente a autonomia e a conquista do mundo exterior. No inicio, o bem-estar da
crianga depende, em grande medida, do adulto e do seu meio. Por isso, atribuiremos uma grande
importancia a todos os gestos da vida cotidiana (mamadeira, fraldas, banho etc.). Respeitando algumas
regras simples, podemos aumentar o bem-estar da crianga e facilitar seu desenvolvimento ulterior. Por isso,
sempre que possivel, os horarios das intervengdes serao estabelecidos de acordo com a rotina e alertas do
bebé e familia. O "enrolamento" é capital para o bebé. Segure-o com as maos bem abertas, uma delas sob
a cabega e a parte superior das costas, a outra segurando o quadril e a parte inferior das costas. Os bragos
do bebé ficam a frente. Vocé pode sentir como ele vai se "reagrupar" e se enrolar por iniciativa propria. No
caso de sinais de estresse como sono, fome, fralda suja e dores, identificar qual esta sendo o sinal e buscar
sana-lo imediatamente, visto que tais situagoes interferirao no desempenho da
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avaliagao e intervencao. Orientar pais e/ou responsaveis sobre alimentagao ser administrada 1h antes da
intervengao a fim de evitar qualquer refluxo gastroesofagico, nauseas, vomitos e desconfortos abdominais.
Se mesmo, mantendo tal cautela e orientagdao os sintomas aparecerem, interromper manuseios até total
reestabelecimento clinico do bebé. Em caso de estados febris no dia da intervengao, aumento da
temperatura durante a intervengao ou qualquer outra intercorréncia médica que nao tenha sido pautada na
pesquisa, imediatamente sera cancelado o horario, tomando medidas para encaminhamento ao pronto
atendimento e procedimentos necessarios. Outro sim, fica ao pesquisador a suspensao imediata da
pesquisa ao perceber riscos ou danos a saude do participante nao previstos no termo de consentimento
livre e esclarecido, oferecendo-lhe todo suporte e assisténcia necessaria. Vale ressaltar que outras
pesquisas usando bebés nascidos prematuros, de idade gestacionais ainda menores que as elencadas a
esta pesquisa, foram encontradas na literatura disponivel, conduzindo a construgao e delineamento desta
metodologia de maneira segura e confortavel. Em contrapartida a isto, mesmo que considerados esses
inumeros riscos acompanhados de suas medidas minimizadoras, os beneficios serao significativamente
maiores, visto interferir amplamente no desenvolvimento neuropsicomotor, na funcionalidade e qualidade de
vida. Compondo assim estudos semelhantes, exemplifica Magalhaes et al. 2017, onde usaram 40 bebés em
seu estudo, nascidos entre 28 e 32 semanas incompletas de gestagao, com o objetivo de verificar através
de coletas de sangue, testes de urina e avaliagao do desempenho motor, a associagao entre
biomarcadores, fatores neurotréficos e a presenga de anormalidades no desenvolvimento motor desses
bebés. Ja Rao et al. 2009, avaliaram 33 bebés nascidos prematuros, verificando as concentragoes de
fatores neutrotréficos derivados do cérebro, através de coletas de sangue no primeiro dia de nascimento,
entre 6-10 dias, 30 dias e nos 60 dias de vida. Tais pesquisas corroboram na aplicabilidade deste estudo,
pois além da verificagao dos marcadores inflamatorios, fator neurotréfico derivado do cérebro, componentes
da sinalizagao purinérgica e fungao neurologicas, interviremos precocemente com a abordagem terapéutica
do Conceito Neuroevolutivo Bobath, impedindo que quaisquer atrasos e/ou anormalidades no
desenvolvimento motor ocorram e prejudique significativamente os participantes ao longo da vida.

RISCOS ;, COMENTARIOS: Adequado.

TRANSCRIGAO ;, BENEFICIOS:
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Da mesma maneira que ocorrem riscos e conforme Resolugao do Conselho Nacional de Saude no 466/12,
ha proveito direto ou indireto, imediato ou posterior, auferido pelo participante em decorréncia de sua
participagao na pesquisa.

Desta forma, os beneficios diretos e imediatos relacionam-se aos objetivos inicialmente propostos pela
pesquisa, contemplando assim: a diminuigdo, a diminuigdao dos atrasos no desenvolvimento
neuropsicomotor oriundos da prematuridade, redugao do aparecimento de assimetrias e torcicolos
posicionais, aumento do escores do Exame Neurol6gico Infantil de Hammersmith, bem como a refreagao no
diagnostico de Paralisia Cerebral, reduzindo consideravelmente o numero de comprometimentos
relacionados ao parto prematuro.

Além da interferéncia do Conceito sobre a melhora na concentragao dos marcadores inflamatérios, aumento
do fator neurotréfico derivado do cérebro, nos componentes da sinalizagao purinérgica e na fungao
neurolégica dos bebés nascidos prematuros, reduzindo assim complicagdes inerentes a prematuridade,
estimulando a neuroplasticidade e promovendo ganhos significativos no desenvolvimento motor, cognitivo e
sensorial.

Envolvimento ativo dos pais nos cuidados com o bebé, estabelecimento do vinculo pais-filho e no estado
emocional dos pais, trazendo seguranga e confiabilidade sobre a intervengao, acompanhamento e redugao
de quaisquer agravos.

Outrossim, os beneficios empregados a esta populagao posteriormente através do desenvolvimento de
metodologias que potencializem a educagao a profissionais da satde sobre o acompanhamento e estimulo
precoce a esta populagao, promovendo ganhos de conhecimento, percepg¢ao e entendimento sobre os
comprometimentos decorrentes da prematuridade e a importancia de intervir tao logo que os agravos se
instalem, melhorando dessa maneira o processo saude/doenga. Desenvolvimento de estratégias de
implantagao sobre os cuidados em saude do bebé prematuro junto a uma equipe multiprofissional.
Implantagao de programas de flow-up adequados com profissionais capacitados em avaliar, diagnosticar e
intervir precocemente. Além de cortes de custos com assisténcia em salude com base nesse conhecimento,
pois a estimulagao precoce interferira no processo de incorporagao da Paralisia Cerebral, bem como nos
atrasos do desenvolvimento motor oriundos da prematuridade.

BENEFICIOS ; COMENTARIOS: Adequado.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
TRANSCRIGAO ¢, DESENHO:
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A pesquisa possui delineamento metodolégico quanti-qualitativo, caracterizado como intervencionista, de
cunho descritivo e longitudinal, constituida de pré e pos teste.

A populagao e amostra serao compostas por 20 bebés nascidos prematuros de até 18 meses de idade,
oriundos de uma clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia Neuropediatrica, sendo este nimero
justificado por outros estudos encontrados na literatura disponivel que utilizaram da mesma quantidade
amostral (Romeo et al., 2020; Romeo et al., 2021; Uusitalo et al., 2021).

O recrutamento da amostra e as coletas de dados somente iniciardo ap6s aprovagao do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul, bem como a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido pelos pais e/ou responsaveis legais do participante.

Para o recrutamento da amostra dar-se-a de maneira voluntaria, uma vez ofertados aos pacientes que sao
encaminhados a esta clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia Neuropediatrica, a possibilidade
da participagao do estudo.

A pesquisa tera dois momentos distintos, pré e pés intervengao, onde serao utilizados como instrumentos de
coleta e execugao dos dados de pesquisa: a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath
como instrumento interventivo; Exame Neurologico Infantil de Hammersmith e coleta de sangue para analise
de marcadores inflamatoérios, fator neurotréfico derivado do cérebro e componentes da sinalizagao
purinérgica como instrumentos de avaliagao pré e poés intervengao.

Tanto as coletas pré e pos intervengao, quanto as intervengdes, serao realizadas na clinica de fisioterapia
especializada em Fisioterapia Neuropediatrica.

O Exame Neurologico Infantil de Hammersmith, sera aplicado pela pesquisadora fisioterapeuta,
especializada e devidamente capacitada, assim como a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo
Bobath.

Ja a coleta de sangue para mensurar os marcadores inflamatérios, analisar o fator neurotréfico derivado do
cérebro e componentes da sinalizagao purinérgica, dar-se-a por uma técnica de enfermagem, devidamente
formada, especializada e com experiéncia em coletas com criangas a mais de 15 anos.

A avaliagao do Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith sera aplicado antes e apés as intervengdes
com o Conceito Neuroevolutivo Bobath, bem como a coleta de sangue para mensurar os marcadores
inflamatérios, analisar o fator neurotréfico derivado do cérebro e componentes da sinalizagao purinérgica.
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As coletas de sangue seguirao para posteriores analises bioquimicas, realizadas em dois momentos
distintos, antes da aplicagao da intervengao da abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath e
apo6s o seu término.

O sangue coletado sera encaminhado para as dependéncias dos laboratérios de pesquisa biol6gica da
Universidade Federal da Fronteira Sul Campus Chapec6 ¢, SC, devidamente processados e armazenados
para posteriores analises.

Apenas pesquisadoras terao acesso aos documentos impressos apos coleta dos dados, onde serao
arquivados e armazenados com seguranga e privacidade por periodo de 5 anos. Contudo, apés este tempo,
serao incinerados como forma de descarte.

As amostras biologicas ficarao armazenadas em freezer, -800C, nas dependéncias da Universidade Federal
da Fronteira Sul Campus Chapec6 (SC, até a finalizagao das analises bioquimicas e ap6s serao
descartadas conforme as normas de biosseguranga da mesma instituigao.

As intervengdes com a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath respeitarao trés meses
de aplicagao, sendo submetidos a dois atendimentos semanais de 45 minutos cada, conforme
disponibilidade e rotina de cada pesquisado, com horarios organizados juntos aos pais, respeitado outrossim
rotinas especificas de cada pesquisado e todas as suas particularidades e iniciar-se-a logo ap6s a
aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul.

Vale ressaltar que condigdes febris, sao impeditivos absolutos de contraindicagao para a realizagao do
atendimento, necessitando nesse sentido de reorganizagao dos horarios e otimizagéao para que os dois
atendimentos semanais possam ser realizados. Caso ocorra desisténcias ou exclusao por faltas sera
possivel novo recrutamento, respeitando tempo de aplicagdo da intervengao e todos os processos da
pesquisa. Em todos os momentos da pesquisa os pesquisados, bem como seus pais e/ou responsaveis
legais, nao receberao qualquer auxilio financeiro, de transporte ou alimenticio, sendo de total
responsabilidade de cada participante da pesquisa, podendo sair do estudo a qualquer momento sem 6nus.
A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, os pais e/ou responsaveis legais poderao
solicitar do pesquisador informagdes sobre a participagao do seu filho (a) e/ou sobre a pesquisa, o que
podera ser feito através dos meios de contato explicitados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Apos a realizagao da pesquisa os dados serao analisados estatisticamente e empregando tabelas, graficos
ou outros meios pertinentes a representagao dos dados para serem apresentados e posteriormente
divulgados. Aos pesquisados a
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devolutiva devera ser realizada apos esta etapa de analise dos dados, divulgando assim, os resultados
encontrados, através de um parecer fisioterapéutico impresso, contendo os dados da evolugao do
pesquisado, juntamente com as analises bioquimicas, de maneira clara e de facil entendimento, sendo
apresentada e entregue ao seus pais e/ou responsaveis legais na clinica de fisioterapia especializada em
Fisioterapia Neuropediatrica, onde todas as coletas pré e pos intervengao, assim como as intervengoes se
farao. A relevancia e aplicabilidade dos resultados da pesquisa permeiam-se sobre o papel do Conceito
Neuroevolutivo Bobath em bebés nascidos prematuros, pois, considerando suas premissas, o Conceito
possui um papel importante, quando comparado as demais abordagens terapéuticas, pois trabalha com a
biomecanica, respeitando todas as fases e marcos do desenvolvimento motor. O aproveitamento precoce
das janelas terapéuticas, possibilita melhores e maiores resultados quando relacionados a plasticidade
cerebral. Tao logo, sabendo disso, quanto mais precoce forem as intervengées em proteger ou estimular o
Sistema Nervoso Central, melhor sera a resposta do bebé ao seu desenvolvimento, seja ele motor, cognitivo
ou sensorial. Além disso, existem alteragdes de marcadores inflamatérios sobre o comportamento da
prematuridade e sua associagao ao desenvolvimento motor nos primeiros meses de vida de bebés nascidos
prematuros, porém ha poucos estudos sobre esta tematica, tornando ainda mais relevante compreender e
descrever o comportamento de moléculas inflamatérias em resposta ao periodo de intervengao dos bebés
nascidos prematuros.

TRANSCRIGAO ;, METODOLOGIA PROPOSTA:

A pesquisa possui delineamento metodolégico quanti-qualitativo, caracterizado como intervencionista, de
cunho descritivo e longitudinal, constituida de pré e pos teste.

A populagao e amostra serdo compostas por 20 bebés nascidos prematuros de até 18 meses de idade,
oriundos de uma clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia Neuropediatrica, sendo este numero
justificado por outros estudos encontrados na literatura disponivel que utilizaram da mesma quantidade
amostral (Romeo et al., 2020; Romeo et al., 2021; Uusitalo et al., 2021).

O recrutamento da amostra e as coletas de dados somente iniciardo ap6s aprovagao do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul, bem como a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido pelos pais e/ou responsaveis legais do participante.

Para o recrutamento da amostra dar-se-a de maneira voluntaria, uma vez ofertados aos
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pacientes que sao encaminhados a esta clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia
Neuropediatrica, a possibilidade da participagao do estudo.

A pesquisa tera dois momentos distintos, pré e pés intervengao, onde serao utilizados como instrumentos de
coleta e execugao dos dados de pesquisa: a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath
como instrumento interventivo; Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith e coleta de sangue para analise
de marcadores inflamatoérios, fator neurotréfico derivado do cérebro e componentes da sinalizagao
purinérgica como instrumentos de avaliagao pré e p6s intervengao. Tanto as coletas pré e poés intervengao,
quanto as intervengoes, serao realizadas na clinica de fisioterapia especializada em Fisioterapia
Neuropediatrica.

O Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith, sera aplicado pela pesquisadora fisioterapeuta,
especializada e devidamente capacitada, assim como a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo
Bobath.

Ja a coleta de sangue para mensurar os marcadores inflamatoérios, analisar o fator neurotréfico derivado do
cérebro e componentes da sinalizagao purinérgica, dar-se-a por uma técnica de enfermagem, devidamente
formada, especializada e com experiéncia em coletas com criangas a mais de 15 anos.

A avaliagao do Exame Neurol6gico Infantil de Hammersmith sera aplicado antes e apo6s as intervengoes
com o Conceito Neuroevolutivo Bobath, bem como a coleta de sangue para mensurar os marcadores
inflamatérios, analisar o fator neurotréfico derivado do cérebro e componentes da sinalizagao purinérgica.
As coletas de sangue seguirdo para posteriores analises bioquimicas, realizadas em dois momentos
distintos, antes da aplicagao da interven¢ao da abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath e
apos o seu término.

O sangue coletado sera encaminhado para as dependéncias dos laboratorios de pesquisa biol6gica da
Universidade Federal da Fronteira Sul Campus Chapeco ¢, SC, devidamente processados e armazenados
para posteriores analises.

Apenas pesquisadoras terdao acesso aos documentos impressos apo6s coleta dos dados, onde serao
arquivados e armazenados com seguranga e privacidade por periodo de 5 anos. Contudo, apés este tempo,
serao incinerados como forma de descarte.

As amostras biolégicas ficarao armazenadas em freezer, -800C, nas dependéncias da Universidade Federal
da Fronteira Sul Campus Chapec6 ¢SC, até a finalizagao das analises bioquimicas e apés serao
descartadas conforme as normas de biosseguranga da mesma instituigao.
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As intervengdes com a abordagem terapéutica do Conceito Neuroevolutivo Bobath respeitarao trés meses
de aplicagao, sendo submetidos a dois atendimentos semanais de 45 minutos cada, conforme
disponibilidade e rotina de cada pesquisado, com horarios organizados juntos aos pais, respeitado outrossim
rotinas especificas de cada pesquisado e todas as suas particularidades e iniciar-se-a logo apés a
aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul.

Vale ressaltar que condigbes febris, sao impeditivos absolutos de contraindicagao para a realizagao do
atendimento, necessitando nesse sentido de reorganizagao dos horarios e otimizagao para que os dois
atendimentos semanais possam ser realizados. Caso ocorra desisténcias ou exclusao por faltas sera
possivel novo recrutamento, respeitando tempo de aplicagcao da intervengao e todos os processos da
pesquisa. Em todos os momentos da pesquisa os pesquisados, bem como seus pais e/ou responsaveis
legais, nao receberao qualquer auxilio financeiro, de transporte ou alimenticio, sendo de total
responsabilidade de cada participante da pesquisa, podendo sair do estudo a qualquer momento sem énus.
A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, os pais e/ou responsaveis legais poderao
solicitar do pesquisador informagdes sobre a participagao do seu filho (a) e/ou sobre a pesquisa, o que
podera ser feito através dos meios de contato explicitados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Apos a realizagao da pesquisa os dados serao analisados estatisticamente e empregando tabelas, graficos
ou outros meios pertinentes a representagao dos dados para serem apresentados e posteriormente
divulgados. Aos pesquisados a devolutiva devera ser realizada apos esta etapa de analise dos dados,
divulgando assim, os resultados encontrados, através de um parecer fisioterapéutico impresso, contendo os
dados da evolugao do pesquisado, juntamente com as analises bioquimicas, de maneira clara e de facil
entendimento, sendo apresentada e entregue ao seus pais e/ou responsaveis legais na clinica de
fisioterapia especializada em Fisioterapia Neuropediatrica, onde todas as coletas pré e pés intervengao,
assim como as intervengoes se farao. A relevancia e aplicabilidade dos resultados da pesquisa permeiam-se
sobre o papel do Conceito Neuroevolutivo Bobath em bebés nascidos prematuros, pois, considerando suas
premissas, o Conceito possui um papel importante, quando comparado as demais abordagens terapéuticas,
pois trabalha com a biomecanica, respeitando todas as fases e marcos do desenvolvimento motor. O
aproveitamento precoce das janelas terapéuticas, possibilita melhores e maiores resultados quando
relacionados a plasticidade cerebral. Tao logo, sabendo disso, quanto mais precoce forem as intervengoes
em proteger ou estimular o Sistema Nervoso Central, melhor sera a
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resposta do bebé ao seu desenvolvimento, seja ele motor, cognitivo ou sensorial. Além disso, existem
alteragoes de marcadores inflamatérios sobre o comportamento da prematuridade e sua associagao ao
desenvolvimento motor nos primeiros meses de vida de bebés nascidos prematuros, porém ha poucos
estudos sobre esta tematica, tornando ainda mais relevante compreender e descrever o comportamento de
moléculas inflamatérias em resposta ao periodo de intervengao dos bebés nascidos prematuros.

DESENHO e METODOLOGIA PROPOSTA ;, COMENTARIOS: Adequado.

TRANSCRIGAO ;, CRITERIO DE INCLUSAO:

Os critérios de inclusao e exclusao sao aqueles que possibilitam o estabelecimento do perfil do participante,
sem tais critérios nao se tem clareza de quem sera o participante da pesquisa (Belluomini, 2021).

Portanto, para os critérios de inclusao dessa pesquisa considera-se qualquer raga, etnia, sexo ou classe
social, bebés de nascimento prematuro, que tenham até 18 meses de idade, nascimento seja parto normal
ou cesareo, que tenham ou nao permanecido hospitalizado, encaminhado ao servigo de fisioterapia com
abordagem terapéutica através do Conceito Neuroevolutivo Bobath e que os pais e/ou responsaveis legais
consintam em patrticipar da pesquisa assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE.

CRITERIO DE INCLUSAO ; COMENTARIOS: Adequado.

TRANSCRICAO ¢, CRITERIO DE EXCLUSAO:

Ja os critérios de exclusao, por sua vez, competem aqueles bebés que ja tenham diagnéstico estabelecido
de Paralisia Cerebral, sindromes genéticas ou qualquer desordem neuromotora, que estejam realizando
quaisquer abordagens terapéuticas e que nao serao beneficiadas através do Conceito Neuroevolutivo
Bobath.

CRITERIO DE EXCLUSAO ;, COMENTARIOS: Adequado.
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TRANSCRICAO ;, METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS

Para Mattar 2001, ;0s métodos descritivos tém o objetivo de proporcionar informagdes sumariadas dos
dados contidos no total de elementos da (s) amostra (s) estudada (s).

Marconi e Lakatos 2004, ainda complementam que o objetivo da estatistica descritiva € o de representa de
forma concisa, sintética e compreensivel a informagao contida num conjunto de dados.

A analise dos dados sao registros de observagao de caracteristicas em individuos ou elementos, podendo
ser de natureza quantitativa ou qualitativa ou ambos (Hair et al., 2005).

Os dados quantitativos obtidos nas se¢des nao pontuadas do Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith,
serao expressos em tabelas, representagoes graficas, estimativa de parametros e indicadores estatisticos.
Ja nos dados qualitativos obtidos nas seg¢des pontuadas do Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith e
na analise das coletas de sangue, referem-se as tabelas de frequéncia, diagramas de barras ou setores ou
circulares (Marconi; Lakatos, 2004).

As variaveis quantitativas serdao primeiramente analisadas quanto a sua distribui¢gdo. Se seguirem
distribuicao normal, serao submetidas a teste de medidas repetidas (ANOVA One-Way). O programa
estatistico utilizado sera GraphPad Prism versao 8.3. Sera considerado estatisticamente significativo quando
P< 0,05. Este software estatistico esta licenciado e sera disponibilizado pela orientadora da pesquisa, sem
custas orgamentarias a esta pesquisa.

METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS ;, COMENTARIOS: Adequado.

TRANSCRIGAO ; DESFECHOS

Desfecho Primario:

Por sua vez, os resultados esperados da pesquisa, permeiam-se na efetivagao dos objetivos elencados para
a pesquisa, contemplando assim a diminui¢cao de assimetrias cranianas posicionais, bem como torcicolos
posicionais, aumentos dos escores da Exame Neurolégico Infantil de Hammersmith, desenvolvimento
neuropsicomotor esperado para cada idade cronolégica, diminuigao de atrasos no desenvolvimento oriundos
da prematuridade, redugao nos diagnésticos de Paralisia Cerebral, eficacia quanto a abordagem terapéutica
empregada na interveng¢ao e envolvimento da familia no processo de estimulagao, bem como melhora na
verificagao do niveis de marcadores inflamatérios, fator Neurotrofico derivado do cérebro e componentes da
sinalizagao purinérgica.

Vale ressaltar que, bebés de nascimento prematuro, independente de sua idade gestacional de
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nascimento, necessitam de acompanhamento fisioterapéutico até 2 anos de idade corrigida, mesmo que
tenham atingidos os marcos do desenvolvimento, evitando assim, quaisquer desordens neuromotora ou

impedimento para seu desenvolvimento normal.

DESFECHOS ;, COMENTARIOS: Adequados.

CRONOGRAMA DE EXECUGAO
Periodo previsto para coleta de dados ¢, 01/05/2025 a 31/10/2025

CRONOGRAMA DE EXECUGAO ;, COMENTARIOS: Adequado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
FOLHA DE ROSTO: Adequado.

TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido (para maiores de 18 anos), e/ou Termo de assentimento

(para menores de 18 anos), e/ou Termo de consentimento livre e esclarecido para os pais ou responsaveis:

Adequado.

DECLARAGCAO DE CIENCIA E CONCORDANCIA DAS INSTITUICOES ONDE SERAO COLETADOS 0OS
DADOS: Adequado.

TERMO DE COMPROMISSO PARA USO DE DADOS EM ARQUIVO (por exemplo: prontuarios): Nao se
aplica.

JUSTIFICATIVA PARA A NAO-OBTENGAO (OU DISPENSA) DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO: Nao se aplica.

Recomendacoes:
As sugestdes a seguir, embora recomendaveis, sao de modificagao opcional:

# Sugere-se incluir dentro das etapas cronolégicas o envio dos Relatérios Parciais (a cada 6 meses a partir
da aprovacao pelo CEP mediante emissao do parecer consubstanciado) e Relatério final (ao término do
cronograma previsto pelo/a pesquisador/a); Link do modelo de relatério: https://www.uffs.edu.br/pastas-
ocultas/bd/pro-reitoria-de-pesquisa-e-pos-
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graducao/repositorio-de-arquivos/arquivos-do-cep/modelo-de-relatorio-notificacao

Para relatorios finais, € necessario postar a ata da defesa, ou outro comprovante de publicagao/divulga¢ao
dos resultados. O link a seguir apresenta o manual disponivel na Plataforma Brasil:
https://www.uffs.edu.br/pastas-ocultas/bd/pro-reitoria-de-pesquisa-e-pos-graducao/repositorio-de-
arquivos/arquivos-do-cep/manual-de-envio-de-relatorios-notificacao-da-plataforma-brasil

# Sugere-se atentar a data prevista atualmente no cronograma para inicio da coleta de dados, pois a
depender dos tramites éticos ainda necessarios para resolugao das pendéncias emitidas neste parecer,
seria prudente o/a pesquisador/a cogitar sua postergagao, ja que a data de inicio da coleta de dados devera
ser, necessariamente, posterior & emissdo do (futuro) parecer consubstanciado de APROVACAO;

# Uma vez concluida a coleta de dados, é recomendado ao pesquisador responsavel fazer o download dos
dados coletados para um dispositivo eletrénico local, apagando todo e qualquer registro de qualquer
plataforma virtual, ambiente compartilhado ou "nuvem". (Pesquisa em ambientes virtuais);

# Pesquisas em Ambientes Virtuais: Incluir como recomendagao que apoés a coleta de dados, o pesquisador
responsavel deve realizar o download dos dados coletados para um dispositivo eletrénico local, apagando
todo e qualquer registro em plataforma virtual, ambiente compartilhado ou ¢nuvem¢,. O mesmo cuidado
devera ser seguido para os registros de consentimento livre e esclarecido que sejam gravagdes de video ou
audio.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha pendéncias e/ou inadequagdes éticas, baseando-se nas Resolugdes 466/2012 e 510/2016, do
Conselho Nacional de Saude, e demais normativas complementares. Logo, uma vez que foram procedidas
pelo/a pesquisador/a responsavel todas as corre¢ées apontadas pelo parecer consubstanciado, o Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP/UFFS) julga o
protocolo de pesquisa adequado para, a partir da data deste novo parecer consubstanciado, agora de
APROVAGCAO, iniciar as etapas de coleta de dados e/ou qualquer outra que pressuponha contato com os/as
participantes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador(a)
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A partir desse momento o CEP passa a ser corresponsavel, em termos éticos, do seu projeto de pesquisa ¢,
vide artigo X.3.9. da Resolugéao 466 de 12/12/2012.

Fique atento(a) para as suas obrigagdes junto a este CEP ao longo da realizagao da sua pesquisa. Tenha
em mente a Resolugao CNS 466 de 12/12/2012, a Norma Operacional CNS 001/2013 e o Capitulo 11l da
Resolugao CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento ¢ Deveres do
Pesquisadory,.

Lembre-se que:

1. No prazo maximo de 6 meses, a contar da emissao deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatério parcial a este CEP (via NOTIFICACAO, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CEP/UFFS. Um novo relatério parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatorio final.

2. Qualquer alteragao que ocorra no decorrer da execugao do seu projeto e que nao tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O nao
cumprimento desta determinagao acarretara na suspensao ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatério final por meio de NOTIFICAGAO, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovagao de publicizagao dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em caso de davida:

Contate o CEP/UFFS: (49) 2049-3745 (8:00 as 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs.edu.br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opgao 8 e opgao 9, solicitando ao atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a ¢ central de suporte;, da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
eletrénica da Plataforma Brasil. O atendimento é online.

Boa pesquisa!

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/04/2025 Aceito
do Projeto ROJETO_2506255.pdf 19:35:57
Projeto Detalhado | Projeto2_Modificado_assinado.pdf 13/04/2025 |MICHELE Aceito
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CBra

mo

/ Brochura Projeto2_Modificado_assinado.pdf 19:24:43 |BREANSINI Aceito
Investigador
Outros Carta_Pendencias2_assinado.pdf 13/04/2025 |MICHELE Aceito
19:24:28 | BREANSINI
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 13/04/2025 [MICHELE Aceito
Assentimento / arecido2_Modificado_assinado.pdf 19:23:51 [BREANSINI
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma_modificado_assinado.pdf 13/04/2025 [MICHELE Aceito
19:21:22 | BREANSINI
Outros Carta_Pendencias_assinado.pdf 26/03/2025 [MICHELE Aceito
15:07:45 | BREANSINI
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 26/03/2025 [MICHELE Aceito
Assentimento / arecido_Modificado_assinado.pdf 15:07:07 |BREANSINI
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_Modificado_assinado.pdf 26/03/2025 |MICHELE Aceito
Brochura 15:06:53 [BREANSINI
| Investigador
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 27/02/2025 [MICHELE Aceito
15:03:28 | BREANSINI
Outros Oficio_de_encaminhamento_a_coorden | 26/02/2025 [MICHELE Aceito
an_do_cep_assinado.pdf 16:57:52  [BREANSINI
Outros Instrumentos_de_Coletas_de_Dados_as| 26/02/2025 |MICHELE Aceito
sinado.pdf 16:56:36 [ BREANSINI
Declaragao de Declaracao_de_pesquisa_nao_iniciada_| 26/02/2025 |MICHELE Aceito
Pesquisadores assinado.pdf 16:56:04 | BREANSINI
TCLE / Termos de | Termo_de_Consentimento_Livre_e_Escl| 26/02/2025 [MICHELE Aceito
Assentimento / arecido_assinado_assinado.pdf 16:55:44 |BREANSINI
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_de_Pesquisa_Sbmissao_para_ | 26/02/2025 |MICHELE Aceito
Brochura Comite_de_Etica_assinado.pdf 16:55:13 |BREANSINI
or
Orgamento Orcamento_assinado.pdf 26/02/2025 [MICHELE Aceito
16:54:48 | BREANSINI
Declaragao de Declaracao_de_Ciencia_e_Concordanci| 26/02/2025 |MICHELE Aceito
concordancia a_das_|Instituicoes_assinado_assinado. 16:54:32 [BREANSINI
pdf
Cronograma Cronograma_assinado.pdf 26/02/2025 [MICHELE Aceito
16:53:32 | BREANSINI

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Endereco:
Bairro: Area Rural
UF: SC

Telefone:

CEP: 89.815-899

Municipio: CHAPECO
(49)2049-3745

E-mail:

Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

cep.uffs@uffs.edu.br
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Continuacao do Parecer: 7.519.006
Nao

CHAPECO, 283 de Abril de 2025

Assinado por:
Renata dos Santos Rabello
(Coordenador(a))

Endereco: Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul - Bloco da Biblioteca - sala 310, 3° andar

Bairro: Area Rural CEP: 89.815-899
UF: SC Municipio: CHAPECO
Telefone: (49)2049-3745 E-mail: cep.uffs@uiffs.edu.br
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