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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) é wuma das principais doengas
cerebrovasculares e € responsavel pela maioria dos prejuizos funcionais na
populagéo idosa. Descobertas recentes instituiram o eletroencefalograma (EEG)
como parte da avaliagdo complementar e progndstica. O presente estudo descreve as
alteragdes eletroencefalograficas, comportamentais e histolégicas que ocorrem apos
isquemia cerebral associada ao tratamento com G1, agonista do receptor de
estrogénio acoplado a proteina G-1 (GPER1). Nesse sentido, o tratamento com G1
atenuou os déficits neurologicos induzidos pelo AVE isquémico a partir do segundo
dia e reduziu o tamanho da area de infarto. O tratamento com G1 também melhorou
a poténcia total das ondas cerebrais, bem como a atividade das ondas teta e alfa
especificamente, e restaurou a poténcia da banda delta para niveis semelhantes aos
observados nos grupos controle. Além disso, o tratamento com G1 também foi capaz
de atenuar os picos de atividade lesiva observados nos indices no EEG, além de
reduzir a area infarto e preservar os neurbnios das camadas corticais. Essas
melhorias nas atividades das ondas cerebrais indicam que o GPER1 desempenha um
papel fundamental na mediagdo da melhora da lesdo cerebral e no resultado
comportamental no déficit neuroldgico, sugerindo que o tratamento com G1 pode ser
uma estratégia farmacologica importante para a terapia do AVE no futuro.

Palavras-chave: acidente vascular encefalico; oclusdo da artéria cerebral média;
GPER1A; neuroprotecgéo, estrogénio.



ABSTRACT

Stroke is one of the main cerebrovascular diseases and accounts for the majority of
functional impairments in the elderly population. Recent discoveries have instituted the
electroencephalographic (EEG) as part of the complementary and prognostic
evaluation. The present study describes the EEG, behavioral, and histological changes
that occur following cerebral ischemia associated with treatment by G1, G protein-
coupled estrogen receptor 1 (GPER1) agonist. In this sense, treatment with G1
attenuated the neurological deficits induced by ischemic stroke from the second day
onward and reduced the size of the infarction area. The G1 treatment also improved
the total brainwave power, as well as the theta and alpha wave activity specifically, and
restored the delta bandpower to levels similar to those observed in the control groups.
Moreover, G1 treatment also was capable to attenuate the peaks of harmful activity
observed in the EEG indices, in addition to reducing the infarct area and preserving
the neurons of the cortical layers. These improvements in the brainwave activities
indicate that GPER1 plays a fundamental role in the mediation of cerebral injury and
in the behavioral outcome of is-chemic brain injury, suggesting that treatment with G1
may be a pharmacological strategy for the therapy of stroke in the future.

Keywords: stroke; MCAO; GPER1; neuroprotection, estrogen.
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1. VISAO INTEGRADORA DO PROBLEMA

As doencgas cardiocerebrovasculares sdo uma das condi¢cdes clinicas mais
prevalentes ao redor do mundo e possuem um papel importante na assisténcia
hospitalar (1). O acidente vascular encefalico, membro desse grupo de doengas, € a
segunda maior causa de morte em todo o mundo, com uma taxa de mortalidade anual
de cerca de 5,5 milhdes; além de também ser a principal causa de incapacidade
global, com mais de 70% dos sobreviventes evoluindo para disfungdo motora e/ou
cognitiva crénica (2,3).

Nos relatorios anuais da American Heart Association e da American Stroke
Association, no ano de 2020 o AVE foi responsavel por mais de 7 milhdes das
internagdes hospitalares nos Estados Unidos, que resultaram em mais de 800 mil de
mortes (4). Dados nacionais sdo escassos, porém estudos prospectivos indicam que
a ocorréncia desta condicdo clinica esta aumentando, com uma em cada quatro

pessoas em todo o mundo sendo afetada pelo AVE pelo uma vez durante a vida (5).

Nao obstante, o envelhecimento da populacdo somado aos fatores de risco
contribui para o aumento na incidéncia do AVE ao longo do tempo. Esses fatores de
risco incluem fibrilagdo atrial, hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes, tabagismo,
sedentarismo, maus habitos alimentares, obesidade abdominal e consumo de alcool
(6,7). Entre estes, a hipertenséo arterial é de longe o fator de risco mais importante
para o AVE e que responde por aproximadamente 54% de todos os acidentes
vasculares encefalicos associados a comorbidades (7-9).

Dessa forma, o AVE pode ser de natureza isquémica (ateromatosa ou
cardioembolica) ou hemorragica (Figura 1A). O AVE isquémico, forma mais
prevalente, &€ causado por uma redugdo do suprimento de sangue para uma
determinada regido do cérebro devido a obstrugao do fluxo sanguineo, seja por placa
ateromatosa ou com tromboembolismo. Em contraste, o AVE hemorragico ocorre
devido a ruptura de um vaso sanguineo no cérebro, causando sangramento no

parénquima ou no espacgo subaracnoideo (10,11).

Primeiramente, a progressdo do dano cerebral isquémico apds o
comprometimento do fluxo sanguineo envolve a formacéo inicial de um nucleo de
tecido necrético lesionado no leito vascular afetado (nucleo), seguido pelo

desenvolvimento de uma lesdo com potencial reversivel, de desenvolvimento lento
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(horas a dias) na area peri-infarto, uma regido potencialmente recuperavel ao redor
do nucleo (penumbra). Essa é a area onde os esforgos s&o concentrados e as
pesquisas buscam encontrar estratégias para recuperagao, pois a recuperacao desta
area pode tornar a area de lesdo menor, como consequéncia, as sequelas

neurolégicas também (Figura 1B) (12-14).

1A

AVE Ateroscleroético
Acumulo de placa
aterosclerdtica e
bloqueio da artéria

AVE Cardioembélico
Ruptura da placa
aterosclerética e

formacéao de trombo

AVE Hemorragico
Ruptura do vaso e
hemorragia

bPOR

1B
® ° ®

Bloqueio arterial Dano cerebral reverssivel
(Chamado de penumbra’)

Dano cerebral irreversivel
(Chamado de ‘core isquemico))

Figura 1. Tipo de acidente vascular encefalico (A) e esquema representativo da lesédo
(B).

Nesse sentido, a fisiopatologia do dano cerebral isquémico envolve a ativagao
de uma série de vias de sinalizag&o prejudiciais ao neurdnio. De inicio, a privagao de
oxigénio e suprimento de glicose para o tecido cerebral levam a uma falha imediata
de bombas e canais de ions dependentes de energia, resultando na despolarizagéo

celular sustentada e liberacdo de concentragdes potencialmente toxicas de

Luan Oliveira Ferreira Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 2



neurotransmissores excitatérios e, subsequentemente, morte dos neurdnios. Essa
atividade elétrica exacerbada esta intimamente ligada ao fluxo de sangue para o
cérebro, em escala espaco-temporal, que € muitas vezes referido como acoplamento
neurovascular (15). Se o fluxo sanguineo for interrompido, ha uma disfungcé&o dessa
unidade, o que leva metabolicamente a um desequilibrio elétrico no cérebro (15,16).

A liberacdo excessiva do neurotransmissor excitatério glutamato é, sem duvida,
um elemento primordial que inicia a progressédo do dano cerebral através da ativagao
dos receptores pos-sinapticos do tipo NMDA (do inglés, N-methyl-D-aspartat), AMPA
(do inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) e canais de calcio
(Ca?*) dependentes de voltagem tipo L (17,18). O influxo de calcio intracelular através
desses receptores leva a ativagao de uma série de cascatas de sinalizagao intracelular
(por exemplo, despolarizagdo mitocondrial, ativacdo da fosfolipase A2, catalise do
acido araquidénico pela ciclooxigenase-2 e ativacdo da NADPH oxidase (do inglés,
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), resultando em um aumento da geragéo

de radicais livres (19).

Somado a esses eventos, o aumento do estresse oxidativo causado pelos
radicais livres € ainda agravado pela restauracdo do suprimento de oxigénio apds a
reperfusdo (conhecido como dano de reperfusdo), induzindo peroxidagao lipidica,
oxidagao de proteinas e danos ao DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) durante a
isquemia e reperfusdo (19). Além disso, ocorre a liberagdo de moléculas nocivas
induzida por estresse oxidativo que causam danos a membrana celular (conhecido
como padrdes moleculares associados a danos [DAMPS]) que desencadeiam
resposta inflamatéria com ativagdo da microglia, aumento da permeabilidade da

barreira hematoencefalica (BHE) e infiltrag&o periférica de células imunes (20,21).

Evidéncias crescentes indicam que a inflamacao pds-isquémica pode ser uma
das responsaveis pela progressao secundaria do dano cerebral por isquemia, e a
gravidade do resultado do AVE parece depender da extensdo dessa resposta
inflamatoria (22-24). Além disso, € importante destacar, também, que as lesdes
causadas pelos AVE isquémicos ndo s&o visualizadas em exames de imagem de
rotina pelo menos nas primeiras 12-24h, apds o inicio do evento, o que torna o
monitoramento cerebral em tempo real imprescindivel para estabelecer estratégias

eficazes de tratamento e previsado de desfecho (25).
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Com os avangos nos equipamentos de monitoramento da funcéo cerebral ndo
invasiva, varias modalidades eficientes de imagem e ferramentas de avaliagado foram
desenvolvidas para monitorar e avaliar a condigdo cerebral pos-AVE. Entre eles, a
tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia magnética (RM) sao as
modalidades mais utilizadas devido a sua sensibilidade as alteragdes isquémicas ou
hemorragicas e ao fornecimento de informagdes estruturais (26). Por isso,
recomenda-se que os pacientes admitidos em hospitais com suspeita de acidente
vascular cerebral sejam submetidos a uma avaliagdo imediata por imagem cerebral
(27).

No entanto, essas modalidades de neuroimagem s&o caras e podem néo estar
disponiveis em alguns servigos, além de dependerem da estabilidade hemodindmica
do paciente. Assim, o uso de TC ou RM para monitoramento repetitivo também ¢é
limitado, apesar de serem as ferramentas diagndsticas de escolha para a detecgéo de
AVE, na emergéncia (27). Contudo, essas ferramentas nao avaliam o estado funcional
do cérebro, embora fornegam informag¢des anatdmicas detalhadas. Como fator
restritivo, a exposi¢ao a radiagao ionizante torna-se contraindicado o monitoramento
repetido da lesdo por esses métodos, associado aos altos custos, o que limitam sua
viabilidade como uma ferramenta de acompanhamento (28).

Nesse contexto, surge a eletroencefalografia (EEG), um exame que mede
diretamente a atividade cortical e reflete as informacgdes espago-temporais do cérebro
de forma precisa. Comparado a outras técnicas de imagem cerebral, é relativamente
barata, simples e quase n&do tem contraindicagdes. Além disso, oferece uma alta
resolucao temporal e fornece informacdes eletrofisioldgicas, de forma complementar,
que outras modalidades de imagem ou exames clinicos ndo fornecem (29).
Especificamente, o EEG permite a avaliacdo do cérebro em tempo real e quantifica a
funcao cerebral de forma objetiva, independentemente da cooperagéo ou do estado
hemodinamico do paciente (30).

Além disso, o EEG reflete as correntes extracelulares principalmente dos
dendritos das células piramidais corticais e tem sido relatado como sensivel o
suficiente para detectar alteragbes isquémicas cerebrais (Figura 2) (31).
Consequentemente, inumeros estudos de EEG foram realizados nas ultimas décadas

qgue se concentraram em avaliar a fungao cerebral e identificar os biomarcadores de
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EEG relacionados a lesdes e recuperagao cerebral (32). Ainda, varios relatos indicam
que o EEG quantificado com base na analise do espectro de poténcia permite
categorizagdo da gravidade do AVE e previsdo de desfecho clinico (32-35). Além
disso, a avaliagado da conectividade cerebral através da quantificacdo da assimetria
espectral entre os hemisférios ndo apenas se correlaciona com o grau da lesdo, mas

também fornece informagdes sobre a reorganizagéo cerebral (36).
FSC ml/100 g-min Onda EEG Resposta Celular

Diminuigéo da Sintese

MARE A
35-50 — f\{ f‘\\"‘b‘\{\‘/.\vj\‘f\"’ \]"{\,f Normal de Proteina
HRARE
Perda de frequéncias Metabc;!ibsmo gnacclarébico /
25-35 mais rapidas (8-14 Hz) Iberagao de
neurotransmissores

\/\/\/\ Aumento de frequéncias Acidose lactica / ATP
mais lentas (4-7 Hz) em declinio
Aumento de frequéncias Falha na NaKATPase /
mais lentas (1-4 Hz) Inchago intracelular

Acumulo de Célcio /

<10-12 NN Supresséo Despolarizagao Andxica /
Morte Celular

®

Figura 2. A relagdo do fluxo sanguineo cerebral (FSC) com o eletroencefalograma
(EEG). Adenosina trifosfato (ATP). Bomba de Sdédio e Potassio (NaKATPase). *:

Limiar de isquemia. #: Limiar de infarto. Adaptado de Foreman e Claassen (37).

A prevencéo secundaria do AVE é uma das questdes mais importantes na fase
subaguda, uma vez que a transformagado hemorragica ou o reinfarto podem piorar o
prognostico, principalmente em homens e mulheres menopausadas (38,39). Portanto,
a avaliagao sequencial do estado neuroldgico e a detecgao precoce da progresséo do
AVE sé&o primordiais na admissao e no acompanhamento durante a internagdo. No
entanto, no AVE, poucos estudos focaram em monitorar o cérebro diretamente e
continuadamente, bem como em terapias experimentais (40,41), e ndo ha estudos

suficientes que avaliem as correlagbes da lesdo anatébmica do cérebro com os
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resultados do EEG, ja que a maioria dos estudos acerca do uso da EEG foram

direcionados, apenas, aos desfechos clinicos.

Nos ultimos relatorios da AHA/ASA o AVE se encontra como a quarta, entre as
cinco principais, causa de morte em mulheres adultas, compreendendo o intervalo de
18-60 anos; e apods esse intervalo passa a responder como a segunda maior causa
(2,4). Apesar da incidéncia elevada, a severidade do AVE durante a menacme,
periodo reprodutivo da mulher e de maior concentracdo de estrogénios, € menor,
quando comparado ao género oposto em periodos de idade semelhantes, porém esse
desfecho muda completamente com inicio da menopausa. Dada a faléncia ovariana,
as mulheres passam a apresentar um risco maior e com quadros isquémicos mais

severos, tdo graves quanto dos homens (39).

Essa protegcao cerebral durante o periodo reprodutivo da mulher pode estar
relacionada aos hormoénios ovarianos circulantes, sobretudo o estrogénio (17f-
estradiol), principal hormonio feminino biologicamente ativo (39,42,43). Ele pode agir
em diversos sistemas; na fisiologia vascular, os esteroides sexuais femininos atuam
no controle da reatividade vascular e do fluxo sanguineo cerebral, além de poder
influenciar nos mecanismos seletivos da BHE; do contrario, também podem favorecer

a formagéo de lesdes endoteliais e eventos trombadticos (44).

Na perspectiva do AVE, o 17B-estradiol possui importante efeito vasodilatador,
além de reduzir a vasoconstricdo induzida pelas citocinas inflamatdrias liberadas no
microambiente infartado. Além disso, o seu uso terapéutico de forma experimental em
modelos de isquemia cerebral tem demostrado efeitos protetores e com perspectivas
promissoras (45). Nesse sentido, diversos estudos tém caracterizado os mecanismos
pelos quais o 17B-estradiol desenvolve seu efeito benéfico na lesdo isquémica, sendo
qualificado como um agente pleiotropico, ativando vias por a¢des lentas (genémicas)
e rapidas (ndo-gendmicas) (43,45-47).

Essas agdes por via gendmicas se dao pelos receptores estrogénicos (ER; do
inglés, estrogen receptor) classicos do tipo alfa e beta (ERa e ERp), 0s quais podem
ser ativados tanto a nivel citoplasmatico, como nuclear, tendo como alvo, por exemplo,
a ativacao de via de sinalizagado de proliferagao celular, reproducéo, sobrevivéncia,
crescimento e outras, que podem levar horas ou dias para se efetivarem (48,49).
Essas agbes gendmicas classicas através dos receptores nucleares de estrogénio

Luan Oliveira Ferreira Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 6



envolvem dimerizagao do receptor apds a ativagéo do ligante e eventual ligacdo aos
elementos de resposta ER nos promotores de genes-alvo para facilitar a regulagéo da
expressao génica (50,51). Nao obstante, a via rapida € mediada pelo receptor de
estrogeno acoplado a proteina G (GPER; do inglés, G protein-coupled estrogen
receptor) e autores tem relatado que o efeito neuroprotetor do 17p-estradiol seja
mediado, principalmente, pelo GPER, exercendo seus efeitos na ativagao de vias anti-

apoptoticas e de regulagao de atividade glial (46,52-55).

De inicio, as agdes do 17p-estradiol, como um importante modulador dos
eventos complexos que regulam as fungdes fisiolégicas em multiplos tecidos, s&o
mediadas por seus multiplos receptores, ja mencionados. Além das respostas
gendmicas, o 17p-estradiol também evoca sinalizagdo ndo genbémica rapida através
de outro ER, o receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER, anteriormente
conhecido como GPR30) (56,57).

Dessa forma, o GPER que inicialmente foi apontado como um receptor 6rfao
(58), demonstrou ser um receptor que liga fortemente ao 17p3-estradiol e com alta
afinidade e ativa varias vias ndo genémicas, bem como genémicas (56,59,60), sendo
expresso em diversos tipos de células e tecidos, incluindo tecidos reprodutivos,
enddcrinos, hematopoiéticos, adiposos, muscular esquelético, sistema nervoso
central, coragao, intestino e células inflamatorias (61). Ndo somente isso, relatos
adicionais indicam que a estimulagdo do GPER ativa uma infinidade de vias de
sinalizagao celular, incluindo MAPK (do inglés, mitogen activated protein kinases),
PKC (do inglés, protein kinase C), PI3K (do inglés, phosphatidylinositol-3-kinase),
adenilil ciclase, eNOS (do inglés, endothelial nitric oxide synthase) e mobilizacdo
de Ca?" intracelular (60,62-64). No entanto, apesar da presenga em diversos
sistemas, ele ndo modula a¢des voltadas ao desenvolvimento de caracteristicas
sexuais secundarias femininas, o que poderia ser um estratégia farmacologica

importante para ambos os sexos (65).

No cérebro, o GPER possui alta densidade (receptor/area) em regides
cerebrais importante, como nas areas corticais e hipocampal, com forte expressao
também observada no tronco encefalico, talamo e estriado dorsal (66,67). Estudos
que exploraram o papel e as fungbes do GPER no cérebro empregaram G1, um
agonista sintético seletivo para GPER, com o intuito de entender as fungdes
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fisiologicas do receptor nessas regides em ambos os sexos e como elas se relacionam
com neuropatologias ainda sdo escassos (68,69). Importante destacar que os relatos
na literatura mostram que a ligacdo do GPER via administragdo de G1 pode ativar
rapidamente as vias de sinalizacdo rapida da quinase PI3K-Akt e MEK-ERK no
hipocampo e exercer forte neuroprotegao contra o dano cerebral isquémico (67).

Nesse sentido, o objetivo geral do trabalho se concentrou em avaliar os
possiveis efeitos neurorreparadores mediados pelo receptor de estrégeno acoplado a
proteina G em modelo murino de isquemia cerebral focal transitéria. Além disso, os
objetivos especificos se concentraram em avaliar os desfechos comportamentais; o
tracado eletroencefalografico e decomposi¢cao das ondas cerebrais; além de investigar
os achados histopatologicos (area de infarto e reatividade glial) e as alteragdes
bioquimicas de estresse oxidativo em ratos machos submetidos a isquemia cerebral

focal transitoria e tratados com G1;

No proximo tépico segue a sequéncia de 3 artigos publicados/submetidos em
ordem cronoldgica dos experimentos. No artigo 1 € abordado a caracterizagdo das
ondas cerebrais no periodo agudo de isquemia e reperfusdo e como essas ondas se
comportaram no periodo subagudo. No Manuscrito 1 avaliamos a participagao do G1,
agonista GPER, na isquemia cerebral e a relagdo com as ondas cerebrais,
comportamento, area de lesdo e densidade neuronal. No Manuscrito 2, avaliamos os
aspectos celulares, com a utilizagdo de técnicas avangadas de estudo de biologica
molecular, como RNA de interferéncia para avaliar a auséncia do receptor no processo

de isquemia celular.
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Increased Relative Delta Bandpower
and Delta Indices Revealed by
Continuous gEEG Monitoring in a Rat
Model of Ischemia-Reperfusion

Luan Oliveira Ferreira’, Bruna Gerrits Mattos', Vanessa Joia de Mello?,
Arnaldo Jorge Martins-Filho?®, Edmar Tavares da Costa’, Elizabeth Sumi Yamada’,
Moisés Hamoy? and Dielly Catrina Favacho Lopes ™

" Laboratory of Experimental Neuropathology, Joao de Barros Barreto University Hospital, Federal University of Para, Belém,
Brazil, ? Laboratory of Pharmacology and Toxicology of Natural Products, Institute Biological Science, Federal University of
Paré, Belém, Brazil, ° Pathology Section, Evandro Chagas Institute, Ananindeua, Brazil

The present study describes the electroencephalographic changes that occur during
cerebral ischemia and reperfusion in animals submitted to transient focal cerebral
ischemia by middle cerebral artery occlusion (MCAQO) for 30 min. For this, male Wistar
rats were divided into two groups (n = 6 animals/group): (1) sham (control) group, and
(2) ischemic/reperfusion group. The quantitative electroencephalography (QEEG) was
recorded during the ischemic and immediate reperfusion (acute) phases, and then once a
day for 7 days after the MCAO (subacute phase). The acute phase was characterized by
a marked increase in the relative delta wave band power (o < 0.001), with a smaller, but
significant increase in the relative alpha wave bandpower in the ischemic stroke phase,
in comparison with the control group (o = 0.0054). In the immediate reperfusion phase,
however, there was an increase in the theta, alpha, and beta waves bandpower (o <
0.001), but no alteration in the delta waves (o = 0.9984), in comparison with the control
group. We also observed high values in the delta/theta ratio (DTR), the delta/alpha ratio
(DAR), and the (delta+theta)/(alpha+beta) ratio (DTABR) indices during the ischemia (p
< 0.05), with a major reduction in the reperfusion phase. In the subacute phase, the
activity of all the waves was lower than that of the control group (p < 0.05), although
the DTR, DAR, and DTABR indices remained relatively high. In conclusion, early and
accurate identification of decreased delta wave bandpower, DTR, DAR, and DTABR
indices, and an increase in the activity of other waves in the immediate reperfusion
phase may represent an important advance for the recognition of the effectiveness of
reperfusion therapy.

Keywords: quantitative electroencephalography, ischemic stroke, middle cerebral artery occlusion, delta wave,
brain injury, delta/alpha ratio

INTRODUCTION

Worldwide, stroke is one of the main causes of motor and functional impairment, adult-onset
disability (1), and reduced quality of life (2). In the acute phase of cerebral ischemia, however it
can be difficult to predict whether individuals with severe neurological deficits will recover their
functions fully or partially, or whether they will die (3). Although the anatomical location and the

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org

Luan Oliveira Ferreira

1 April 2021 | Volume 12 | Article 645138

Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 9



3. MANUSCRITO 1: G1, agonista de GPER1, reduz a lesao cerebral, melhora o gEEG
e o resultado comportamental apés acidente vascular cerebral isquémico (Manuscrito)

G1, GPER1 agonist, reduces brain injury, improves
the qEEG and the behavioral outcome following ischemic
stroke

Luan Oliveira Ferreira, MD’, Rafael Dias de Souza’, Leonan Lima Teixeira’, Laine Celestino Pinto, PhD’, Joao
Cleiton Martins Rodrigues’, Arnaldo Jorge Martins-Filho, PhD 2, Edmar Tavares da Costa, PhD, Moisés Hamoy,
PhD? and Dielly Catrina Favacho Lopes, PhD "
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Funding: This work was funded in part by PROPESP-UFPA.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

Abstract: Stroke is one of the main cerebrovascular diseases and accounts for the majority of functional impairments in the elderly
population. Recent discoveries have instituted the electroencephalographic (EEG) as part of the complementary and prognostic
evaluation. The present study describes the EEG, behavioral, and histological changes that occur following cerebral ischemia asso-
ciated with treatment by G1, the agonist of the G protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER1). In this sense, treatment with G1
attenuated the neurological deficits induced by ischemic stroke from the second day onward, and reduced the size of the infarction.
The G1 treatment also improved the total brainwave power, as well as the theta and alpha wave activity specifically, and restored
the delta bandpower to levels similar to those observed in the control groups. Moreover, G1 treatment also was capable to attenuate
the peaks of harmful activity observed in the EEG indices. These improvements in the brainwave activities indicate that GPER1
plays a fundamental role in the mediation of cerebral injury and in the behavioral outcome of is-chemic brain injury, suggesting that
treatment with G1 may be a pharmacological strategy for the therapy of stroke in the future.

Keywords: stroke; MCAO); GPER1; neuroprotection, estrogen.
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4. MANUSCRITO 2: A ativagdo do receptor de estrogénio acoplado a proteina G
atenua o dano neuronal induzido por isquemia (Manuscrito)
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5. CONCLUSOES INTEGRADORAS

Assim, os resultados apresentados mostram que a aplicagcdo de G1, um
agonista seletivo de GPER1, modula positivamente a atividade elétrica no cérebro
apos acidente vascular cerebral isquémico. Esses achados representam um grande
avango para o acompanhamento da les&o cerebral, uma vez que informacgdes valiosas
sobre a atividade cerebral podem ser obtidas sem submeter o paciente a
procedimentos cirurgicos ou exames de imagem desnecessarios. A soma das
evidéncias aqui apresentadas indica que o GPER1 desempenha um papel
fundamental na mediacéo da lesao cerebral e no resultado comportamental da lesao

cerebral isquémica.

Além disso, nossos achados reforcam que a ativacdo do GPER1 é crucial para
os efeitos neuroprotetores induzidos por E2 no AVE. Nossos resultados também
reforcam que as terapias tém uma janela de oportunidade precisa para atenuar os
danos pés-AVE. A busca por novos agonistas do GPER1 pode revolucionar o atual
paradigma terapéutico e melhorar substancialmente os desfechos e o progndstico do

AVE, inclusive em pacientes do sexo masculino.
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