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Bolile cardiovasculare reprezintă principala cauză de mortalitate în întreaga lume. Deși, 

aflat în centrul a unui număr considerabil de cercetări, infarctul miocardic rămâne una din 

principalele tulburări cardiovasculare fatale, rezultat al obstrucției arterelor coronare și a 

distrugerii cardiomiocitelor. 

Bolile sistemului cardiovascular afectează inima și vasele de sânge (artere, vene și 

capilare). Odată cu îmbătrânirea organismului au loc schimbări fiziologice și morfologice care 

modifică funcțiile sistemului cardiovascular și apariția riscului de boli cardiovasculare, uneori 

asimptomatice. Majoritatea afecțiunilor și deceselor survenite în urma bolilor cardiovasculare au 

ca principal factor declanșant ateroscleroza. Acest proces debutează cu îngroșarea și rigidizarea 

peretelui arterial datorită depunerilor de colesterol în structura peretelui, formându-se astfel plăci 

ateromatoase, ceea ce duce la obturarea fluxului sanguin. Ateroscleroza afectează toate arterele 

din organism. Debutul aterosclerozei la nivelul arterelor coronare este unul precoce, această 

afecțiune fiind denumită boală coronariană, care în stadiul avansat de dezvoltare poate provoca 

infarctul miocardic acut (IMA). IMA este urmarea obturării fluxului sanguin, ce reduce astfel 

aportul de oxigen miocardului, ducând în final la lezarea țesutului. Zona lezată devine astfel 

hipoxică, dând startul proceselor inflamatorii și ulterior de regenerare. Repararea inimii făcându-

se prin cicatrizarea țestului lezat. 

Progresele recente în domeniul cercetării celulelor stem pentru regenerarea țesuturilor 

evidențiază potențiala utilizare a celulelor stem adulte pluripotente/precursoare pentru 

reconstrucția sau regenerarea diferitelor țesuturi fără a include probleme etice (Nesselmann et al. 

2008; Karantalis & Hare 2015; Singh et al. 2016a). În acest context, celulele stromale 

mezenchimale multipotente (MSC) care sunt capabile să se transforme în diferite tipuri de celule 

au câștigat atenția pentru a servi ca instrument terapeutic pentru repararea/regenerarea permanentă 

a țesutului cardiac deteriorat. MSC-urile sunt de origine mezodermică și pot fi diferențiate în 

diferite tipuri de celule (celule endoteliale, osteoblaste, condrocite, adipocite, miocitare) atunci 

când sunt expuse factorilor de creștere specifici, moleculelor de semnalizare și factorilor de 

transcripție (Karantalis & Hare 2015).  

Mai important, ele pot fi cultivate și pregătite pentru livrare într-un cadru in vitro 

(Karantalis & Hare 2015). MSC pot fi izolate din mai multe surse (țesut adipos, placentă, intestin, 

plămân, ficat, lichid amniotic, pulpă dentară, pulpă parodontală, inimă). Luate împreună, sursele 
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de ţesuturi multiple și natura pluripotentă a MSC, împreună cu ușurința de expansiune in vitro, le 

face un instrument atractiv terapeutic pentru tratarea leziunilor cardiace. 

 În ultimul deceniu au fost observate mai multe studii clinice atât pe animale, cât și 

pe oameni, ce evaluează potențialul terapeutic al MSC în repararea leziunilor și funcțiilor cardiace 

(Nesselmann et al. 2008; Singh et al. 2016b). Deși au fost stabilite multe studii (nu toate) în care 

terapia cu MSC poate duce la  o potențială ameliorare a neovascularizării, reducerea cicatricilor și 

recuperarea funcțională, un obstacol major al terapiei cu MSC îl reprezintă retenția scăzută a 

celulelor transplantate, adică 0,44% din MSC transplantate se regăsesc în miocard după 4 zile 

(Toma et al. 2002; Müller-Ehmsen et al. 2006). Acest lucru a condus la o cerere de optimizare 

suplimentară a terapiei MSC prin identificarea moleculelor care ar putea fi utilizate pentru a 

primi/trata MSC sau destinatarii pentru a crește capacitatea MSC de a regenera zona ischemică 

(Novotny et al. 2008). Deoarece s-a demonstrat că androgenii stimulează creșterea, influențează 

activitatea celulelor cardiovasculare (Yeap et al. 2003; Ikeda et al. 2005), promovează creșterea și 

angiogeneza în celulele endoteliale progenitoare (EPC) și celulele stromale mezenchimale (Cai et 

al. 2016), am presupus că androgenii pot facilita, de asemenea, aderarea și integrarea în țesutul 

ischemic atât a MSC cât și a EPC. 

Celulele endoteliale (EC) sunt necesare pentru repararea țesuturilor și vindecarea rănilor, 

prin construirea unei rețele noi de vase de sânge. Interesant este faptul că, pe lângă EC reziduale, 

EPC circulante ce sunt derivate din măduva osoasă și splină, au fost găsite că participă activ la 

repararea vasculară. Prin urmare, accentul nostru principal a fost și studierea efectelor androgenilor 

asupra funcției EPC. Legătura dintre deficitul de testosteron și numărul redus de EPC circulante 

este un semn distinctiv al tulburărilor cardiovasculare, fiind demonstrată la pacienții hipogonadali 

(Foresta et al. 2006; Calogero et al. 2017). 

Există numeroase dovezi ce sugerează un rol central al androgenilor în sănătatea 

cardiovasculară a bărbaților. În ciuda numeroaselor studii efectuate pentru a descifra rolurile 

precise ale testosteronului (T) în boala cardiovasculară (BCV), nu s-a ajuns la niciun acord cu 

privire la efectele protectoare sau dăunătoare ale T asupra sistemului cardiovascular (CVS). Prin 

urmare, este esențial să se clarifice modul în care T afectează CVS pentru a identifica riscurile și 

beneficiile potențiale ale terapiei de substituție cu testosteron (TST), utilizată din ce în ce mai mult 

de bărbații în vârstă. 
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 Noi presupunem că androgenii modulează și procesele de remodelare vasculară asociate 

cu BCV. În prim plan se află capacitatea de migrare a MSC și EPC, capacitatea de răspuns pro-

angiogen a ambelor tipuri celulare și nu în ultimul rând chemokinele activate ca răspuns  al pre-

tratamentului cu androgeni. Toate aceste procese fiind orientate înspre îmbunătățirea capacității 

de regenerare a ischemiei cardiovasculare. 

Pentru a răspunde acestor întrebări, am utilizat dihidrotestosteronul (DHT), un metabolit 

al T, care imită efectele T și nu poate fi  transformat în estradiol. Prin urmare, utilizarea DHT poate 

certifica faptul că efectele observate sunt doar androgene și nu sunt compromise prin conversia la 

estradiol. 

Cunoscând toate cele enumerate mai sus, am emis ipoteza care stă la baza studiului lucrării 

de față, și anume: poate fi amplificată capacitatea MSC și EPC de aderare, integrare și proliferare 

prin pre-stimularea cu DHT în așa fel încât șansele regenerării ischemiilor cardiovasculare să fie 

îmbunătățite?  

În prima parte a lucrării de doctorat sunt descrise succint aspecte teoretice legate de 

structura și acțiunile hormonilor androgeni, caracteristici și proprietăți ale celulelor stromale 

mezenchimale și ale celulelor endoteliale progenitoare, aspecte la zi ale terapiilor cu hormonii 

androgeni și celulele stromale/progenitoare în tratamentul bolilor cardiovasculare. Ce-a de-a doua 

parte a lucrării, care include contribuțiile originale ale prezentei teze de doctorat, este împărțită în 

două studii majore. 

 

Primul studiu se referă la “Studii privind efectul dihidrotestosteronului asupra 

proliferării, migrării și integrării MSC în secțiuni ventriculare murine” și este caracterizat de 

două obiective generale:  

 investigarea efectelor DHT asupra proliferării, migrării și aderării MSC de miocardul 

murin; 

 evaluarea rolului AR în efectele modulatoare ale DHT asupra funcțiilor MSC. 
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Cel de-al doilea studiu se referă la “Cercetări asupra efectului dihidrotestosteronului asupra 

proliferării, migrării și integrării celulelor endoteliale progenitoare umane în secțiuni 

ventriculare murine” și este divizat în două părți:  

 determinarea mecanismelor care intermediază efectele induse de DHT asupra funcțiilor 

de migrare/aderare a EPC în miocardul murin; 

 evaluarea și interacțiunea dintre AR și activitatea EPC după tratamentul cu DHT. 

 

Pentru îndeplinirea obiectivelor propuse în prezenta lucrare de doctorat am folosit o serie 

de tehnici de biochimie, biologie moleculară și culturi de celule care au fost descrise amănunțit în 

secțiunea „Materiale și metode” caracteristică fiecărui capitol. Pentru o mai bună reproductibilitate 

a rezultatelor obținute, am optimizat protocoalele de obținere a secțiunilor de inimi de șoarece și 

cel de optimizare a aderării secțiunilor de inimă de baza godeurilor plăcilor de cultură. Am pus la 

punct o metoda, brevetată, ce ne permite să măsurăm în timp real migrarea pe orizontală a celulelor 

pe baza impedanței celulare folosind dispozitivul xCELLigence. De asemenea, am optimizat 

metoda de cuantificare a celulelor umane din modelul de co-cultură directă dintre MSC/EPC și 

secțiunile inimilor murine folosind tehnica qRT-PCR. 

Cunoscând toate cele enumerate mai sus, am emis ipoteza care stă la baza studiului lucrării 

de față, și anume: poate fi amplificată capacitatea MSC și EPC de aderare, integrare și proliferare 

prin pre-stimularea cu hormoni androgeni în așa fel încât șansele regenerării ischemiilor 

cardiovasculare să fie îmbunătățite?  

 

În prima parte a lucrării de doctorat sunt descrise succint aspecte teoretice legate de 

structura și acțiunile hormonilor androgeni, caracteristici și proprietăți ale celulelor stromale 

mezenchimale și ale celulelor endoteliale progenitoare, aspecte la zi ale terapiilor cu hormonii 

androgeni și celulele stromale/progenitoare în tratamentul bolilor cardiovasculare. Ce-a de-a doua 

parte a lucrării, care include contribuțiile originale ale prezentei teze de doctorat, este împărțită în 

două studii majore. 

Primul studiu se referă la “Studii privind efectul dihidrotestosteronului asupra 

proliferării, migrării și integrării MSC în secțiuni ventriculare murine” și este caracterizat de 

două obiective generale:  
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 investigarea efectelor DHT asupra proliferării, migrării și aderării MSC de miocardul 

murin; 

 evaluarea rolului AR în efectele modulatoare ale DHT asupra funcțiilor MSC. 

 

Cel de-al doilea studiu se referă la “Cercetări asupra efectului dihidrotestosteronului asupra 

proliferării, migrării și integrării celulelor endoteliale progenitoare umane în secțiuni 

ventriculare murine” și este divizat în două părți:  

 determinarea mecanismelor care intermediază efectele induse de DHT asupra funcțiilor 

de migrare/aderare a EPC în miocardul murin; 

 evaluarea și interacțiunea dintre AR și activitatea EPC după tratamentul cu DHT. 

 

Pentru îndeplinirea obiectivelor propuse în prezenta lucrare de doctorat am folosit o serie 

de tehnici de biochimie, biologie moleculară și culturi de celule care au fost descrise amănunțit în 

secțiunea „Materiale și metode” caracteristică fiecărui capitol. Pentru o mai bună reproductibilitate 

a rezultatelor obținute, am optimizat protocoalele de obținere a secțiunilor de inimi de șoarece și 

cel de optimizare a aderării secțiunilor de inimă de baza godeurilor plăcilor de cultură. Am pus la 

punct o metoda, brevetată, ce ne permite să măsurăm în timp real migrarea pe orizontală a celulelor 

pe baza impedanței celulare folosind dispozitivul xCELLigence. De asemenea, am optimizat 

metoda de cuantificare a celulelor umane din modelul de co-cultură directă dintre MSC/EPC și 

secțiunile inimilor murine folosind tehnica qRT-PCR. 

 

Creșterea speranței de viață este însoțită și de o cerere sporită de îmbunătățire a 

calității vieții și de o prevenire a bolilor legate de îmbătrânire. Deoarece deficitul de testosteron a 

fost sugerat a fi asociat BCV, numărul bărbaților ce sunt sub tratament cu suplimente de 

testosterone (TST) a crescut. Cu toate acestea, unele studii au raportat efecte adverse ale TST și 

creșterea mortalității datorită BCV. Prin urmare, este necesar să se înțeleagă rolul T în sănătatea 

cardiovasculară și dacă TST este benefic. Rolul EPC în regenerarea cardiovasculară este bine 

stabilit și se utilizează în prezent în terapia cardiovasculară. La bărbații hipogonadali s-a dovedit 

ca nivelurile mai scăzute de EPC este direct corelat cu predispoziția dezvoltării de boli 

cardiovasculare.  
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În concordanță cu aceste constatări, rezultatele originale demonstrează că ipotezele 

de la care am plecat în prezentul studiu sunt corecte, după cum urmează:  

 DHT crește proliferarea și capacitatea de aderare a MSC la țesutul cardiac;  

 În MSC, expresia proteică și genică a MMP-2, MMP-9 și EMMPRIN este 

modulată de către DHT; 

 DHT crește migrarea și chemotaxia MSC către țesutul cardiac; 

 Secreția de angiogenină, VEGF și NO – factori cheie în procesul regenerării 

țesutului ischemic este crescută în MSC stimulate cu DHT; 

 Proteinele citoscheletului MSC implicate în migrarea celulară sunt activate în 

urma stimulării cu DHT; 

 DHT induce creșterea  proliferării, migrarea și capacitatea EPC de a alcătui 

rețele de tip capilar pe substrat de Matrigel® într-o manieră dependentă de 

AR; 

 Activitatea proteolitică a EPC este reglată și de DHT prin creșterea expresiei  

EMMPRIN și  MMP-9;  

 Secreția de angiogenină, VEGF și PlGF- factori cheie implicați în debutul și 

desfășurarea proceselor de regenerare prin angiogeneză este crescută în EPC 

stimulate cu DHT; 

 Prin stimulare cu DHT a EPC se activează grupe mari de proteine ce sunt 

implicate în semnalizarea răspunsului la rănire, vindecarea rănilor, procesul 

metabolic al compusului organonirtogen. 

Rezultatele principale din prima parte a acestei teze edifică rolul DHT în creșterea, 

proliferarea și migrarea MSC și în promovarea integrării acestor celule în țesutul cardiac in vitro. 

Aceste efecte sunt însoțite de o creștere a expresiei de AR și a moleculelor cheie cunoscute pentru 

promovarea remodelării țesuturilor și angiogeneză (EMMPRIN, MMP-2, MMP-9, VEGF, 

angiogenină, NO). Aceste  date originale cuprinse în primul studiu al prezentei teze de doctorat s-

au concretizat în articolul cu titlul:  ”Dihydrotestosterone induces pro-angiogenic factors and 

assists homing of MSC into the cardiac tissue”, are ca autori pe: Popa MA*, Mihai MC*, 

Constantin A, Șuică V, Țucureanu C, Costache R, Antohe F, Dubey RK & Simionescu M (* 
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contribuție egală) și este publicată în anul  2018 în revista Journal of Molecular Endocrinology 60 

1–15. (doi:10.1530/JME-17-0185)  (Factorul de impact în 2017 = 3.29). 

Datele principale din a doua parte descifrează și un alt rol al DHT în urma stimulării 

EPC. Am demonstrat că DHT reglează funcția formării de tubi asemănători capilarelor a EPC 

prin creșterea numărului de structuri închise. Am demonstrat că AR este implicat în procesele de 

migrare celulară în prezența DHT. Mai mult decât atât, am arătat că DHT a reglat expresia 

proteinelor implicate în migrarea celulară, EMMPRIN și MMP-9, totodată și expresia proteinelor 

pro-angiogene este crescută ca urmare a prezenței DHT (VEGF, VEGFR-2, angiogenina și 

PlGF). Presupunem că DHT activează și calea de semnalizare PI3-k/AKT prin intermediul AR, 

cale ce îmbunătățește capacitatea de proliferare și migrare celulară a EPC (Liu et al. 2014). Prin 

urmare, cercetările noastre susțin conceptul efectelor protectoare ale androgenilor asupra funcției 

EPC prin stimularea formării de noi vase de sânge și prin îmbunătățirea integrității endoteliale. 

Aceste date originale fac parte dintr-un articol în curs de publicare. 

Noile date obținute din experimentele noastre indică faptul că stimularea in vitro cu 

DHT a MSC și EPC păstrează proprietățile celulelor și crește semnificativ capacitatea de 

adeziune și proliferarea celulelor. Cu toate acestea, sunt necesare studii suplimentare pentru a 

determina mecanismele implicate în efectul DHT asupra supraviețuirii, mobilizării și stimulării 

MSC și EPC. Amplificarea potențialului de proliferare a MSC și EPC stimulate cu DHT, fără a 

afecta potențialul de acțiune, ar putea face din  aceste celule nu doar simple candidate, ci o 

opțiune excelentă pentru medicina regenerativă vasculară și pentru bolile ischemice în general. 
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Perspective 

Utilizarea terapeutică a celulelor stromale mezenchimale și a celulelor endoteliale 

progenitoare în tratamentul leziunilor cardiovasculare nu și-a atins încă potențialul din cauza 

eficienței reduse a grefării în țesutul lezat dar și a mecanismelor deficitare ale organismului 

gazdă. În această lucrare am demonstrat că pre-tratamentul MSC și EPC cu DHT îmbunătățește 

capacitatea de migrare celulară ca răspuns la stimuli ai secțiunilor cardiace și totodată crește 

profilul pro-angiogenic al celulelor stimulate. 

Un viitor proiect ar avea la bază experimente în care să se investigheze mecanismele 

și efectele DHT asupra co-culturii dintre MSC și EPC co-cultivate în prezența secțiunilor murine. 

Având în vedere faptul că activitatea proteolitică a celulelor este stimulată de prezența DHT, este 

de observat și cum este influențat setul de citokine pro-inflamatorii din debutul fibrozei post 

ischemie. 

 Un pas intermediar al viitorului proiect este utilizarea celulelor stimulate cu DHT 

în ingineria tisulară ca suport pentru grefe ex vivo. Știut fiind faptul că celulele se comportă 

diferit în construct bidimensional, analizarea funcțiilor și moleculelor activate în urma cultivării 

în sistem tridimensional poate revela noi funcții. Accentul se va pune în continuare pe activitatea 

proteolitică a MMP și pe sinteza factorilor pro-angiogeni cărora li se va adăuga setul de citokine 

imuno-modulatoare specific ischemiei vasculare. 

 Înainte de a proceda la experimentele in vivo, toate datele experimentale vor fi 

trecute ca variabile într-un model de simulare in silico ce va fi dezvoltat având bază algoritmi de 

inteligență artificială. Acești algoritmi se vor structura sub formă de baze de date și rețele 

neuronale in silico ce vor simula posibile căi de acțiune a moleculelor de interes pe  baza 

probabilităților. Respectiva analiză are ca scop eficientizarea studiilor in vivo și reducerea la 

minim a experimentelor de confirmare pe subiecte animale. 
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