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y vasculogénesis
Joan Llevadot y Takayuki Asahara?

Servicio de Cardiologia. Centro Cardiovascular Sant Jordi. Barcelona. 2Department of Medicine.
Cardiovascular Research. St. Elizabeth’s Medical Center. Boston, Massachusetts. EE.UU.

Las estatinas promueven la proliferacién, migracion y
supervivencia celular de las células endoteliales y las cé-
lulas endoteliales progenitoras (angioblastos) proceden-
tes de la médula 6sea a través de mecanismos relaciona-
dos con la activacion de la serina/treonina proteina
cinasa Akt (o proteina cinasa B). De forma similar al fac-
tor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), las estati-
nas promueven la angiogénesis y la vasculogénesis. Asi
pues, la activacion de la Akt puede ser responsable de
parte de los efectos beneficiosos de las estatinas, inclu-
yendo la neovascularizacion posnatal.

Palabras clave: Estatinas. Angiogénesis. Vasculogéne-
Sis.

Effects of Statins on Angiogenesis
and Vasculogenesis

Statins promote the proliferation, migration, and survi-
val of endothelial cells and bone marrow-derived endo-
thelial progenitor cells (angioblasts) by stimulating the se-
rine/threonine protein kinase Akt (also known as protein
kinase B) pathway. Like vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF), the statins promote angiogenesis and vascu-
logenesis. Therefore, Akt activation may explain some of
the beneficial effects of the statins, including postnatal
neovascularization.
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INTRODUCCION

Las estatinas inhiben la actividad de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzi-
ma que cataliza la sintesis de mevalonato, paso limi-
tante en la biosintesis del colesterol!. La reduccion
resultante en el colesterol intracelular conduce a un
aumento compensatorio de la captacion de colesterol
por los receptores de la lipoproteina de baja densidad
(LDL) y a una disminucién en el colesterol plasmati-
co. El descubrimiento de las estatinas y su utilizacién
en sujetos con valores elevados de colesterol ha permi-
tido importantes logros en la prevencién primaria y se-
cundaria de la enfermedad coronaria®?. Recientemen-
te, la eficacia de las estatinas en la prevencion
primaria y secundaria de la enfermedad coronaria se
ha extendido también a sujetos con valores de coleste-
rol mds bajos*¢. Ademds de reducir el colesterol LDL
(cLDL), las estatinas tienen una serie de efectos pleio-
tropicos en varios componentes de la aterosclerosis,
incluyendo la funcién endotelial, la migracion celular,
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y la inflamacién y tendencia trombdtica de la placa’!2.
En animales normocolesterolémicos se ha evidenciado
que las estatinas tienen un efecto protector en la lesién
por isquemia-reperfusién del misculo cardiaco, proba-
blemente a través de mecanismos relacionados con la
produccién de 6xido nitrico (NO) derivado del endote-
lio®3.

La serina/treonina proteina cinasa Akt o proteina ci-
nasa B (PKB) es un regulador intracelular multifuncio-
nal de la supervivencia, crecimiento y metabolismo
celular'* (fig. 1). En relacién a sus funciones cardiovas-
culares, Akt/PKB actda en la via intracelular estimulada
por el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGEH)*!15 y la angiopoyetina'®', promoviendo la
supervivencia celular y asegurando un desarrollo vascu-
lar adecuado'. La activacion constitutiva de la sefializa-
cion Akt protege a los cardiomiocitos de la apoptosis en
la lesién por isquemia-reperfusion®. Ademds de su pa-
pel citoprotector, Akt funciona como un activador de la
produccién de NO por el endotelio en respuesta al
VEGF y al estrés de cizallamiento a través de su capaci-
dad para fosforilar la sintasa de 6xido nitrico endotelial
(eNOS) en las serinas 1179 o 1177?22, controlando de
esta manera el tono vasomotor?. Por otra parte, Akt es
esencial en la migracion de las células endoteliales ha-
cia el foco productor de VEGF?*. Asf pues, la capacidad
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ABREVIATURAS

VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular.
LDL.: lipoproteina de baja densidad.

NO: 6xido nitrico.

PKB: proteina cinasa B.

eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial.

EPC: células endoteliales progenitoras.

FACS: técnicas de citometria de flujo.

de Akt para mediar la supervivencia celular, la produc-
cién de NO y la migracién inducida por VEGF sugieren
que la proteina cinasa Akt puede mediar la respuesta del
endotelio a los estimulos angiogénicos.

Recientemente se ha demostrado que las estatinas
también estimulan la via de sefializacion intracelular
de la proteina cinasa Akt/PKB*?7 en las células endo-
teliales® y las células endoteliales progenitoras (EPC)
procedentes de la médula Gsea’®?’ y esto promueve

tanto la angiogénesis®® como la vasculogénesis®®. Los
efectos de las estatinas en la cinética de las EPC han
sido también demostrados en el hombre por Vasa et
al®. Este articulo pretende revisar el efecto de las esta-
tinas en la induccién de angiogénesis® y vasculogéne-
sis?® a través de mecanismos relacionados con la acti-
vacion de la Akt>%,

ANGIOGENESIS Y VASCULOGENESIS

La angiogénesis y la vasculogénesis son responsa-
bles del desarrollo del sistema vascular en el em-
brién?-32, La vasculogénesis es el proceso de forma-
cion de los vasos sanguineos a partir de células
endoteliales progenitoras (angioblastos), las cuales mi-
gran y se fusionan con otras células endoteliales pro-
genitoras y se diferencian en células endoteliales
mientras forman nuevos vasos. Por el contrario, la an-
giogénesis es el proceso de extension de vasos ya for-
mados por gemacién de nuevos capilares a través de la
migracién y proliferacién de células endoteliales pre-
viamente diferenciadas (fig. 2).

Ang-1

VEGF FGF

Fig. 1. Estatinas, sefializacion Akt
y angiogénesis/vasculogénesis. La
angiopoyetina 1 (Ang-1), el VEGF y
el factor de crecimiento de fibro-
blastos (FGF), al unirse a sus re-
ceptores de membrana, inducen la
conversion de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (PIP3) por la fosfa-
tidilinositol 3-cinasa (PI3K). La for-
macién de PIP3 es necesaria para
la fosforilacion de la proteina cina-
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Fig. 2. Representacion esquemati-
ca de la angiogénesis y vasculogé-
nesis. (A) La vasculogénesis es la
agregacion de angioblastos o célu-
las endoteliales progenitoras para
formar los vasos sanguineos. Los
angioblastos coalescen in situ o
migran para formar vasos sangui-
neos en sitios distantes. (B) La
angiogénesis es la formacion de
NuUevos vasos a partir de vasos pre-
existentes por proliferacion y mi-
gracion de células endoteliales dife-
renciadas. (C) La angiogénesis y la
vasculogénesis también pueden
suceder de forma simultanea. (To-

Inicialmente se creia que el proceso de vasculogéne-
sis estaba restringido al desarrollo embrionario, mien-
tras que la angiogénesis (que también ocurre en el
embrién) era la dnica responsable de la neovasculari-
zacién en el adulto; sin embargo, el paradigma de la
neovascularizacion posnatal ha sido revisado reciente-
mente con el descubrimiento de que las células endo-
teliales progenitoras circulan en sangre periférica®, se
incorporan en los focos de neovascularizacién en los
animales adultos®*, aumentan en nimero en respuesta
a la isquemia tisular®® y promueven el desarrollo de
vasos colaterales después de su expansion in vitro y su
posterior trasplante®. Estos estudios han establecido
que tanto la angiogénesis como la vasculogénesis son
responsables de la neovascularizacién en los adultos.

Un tercer mecanismo que probablemente contribuye
al desarrollo de vasos colaterales es el incremento en
tamafio y calibre de conexiones colaterales arteriolares
preexistentes, un proceso llamado arteriogénesis®’. La
presencia y nimero de estos vasos colaterales nativos
varia mucho entre individuos y especies. Cuando un
vaso se ocluye, se produce un aumento en la velocidad
del flujo sanguineo en los vasos colaterales preexisten-
tes y un incremento del estrés de cizallamiento en la
luz, factores que contribuyen a la maduracién de los
vasos colaterales, particularmente los de mediano ta-
mafio.
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mada de Cleaver et al®.)

Métodos de estudio in vitro

El desarrollo de las técnicas de cultivo de células
endoteliales ha permitido una mayor comprensién de
los procesos involucrados en la angiogénesis®®. Las
células endoteliales en cultivo retienen la capacidad
de responder a los factores que estimulan o inhiben la
angiogénesis y también la capacidad de formar tubos
endoteliales in vitro. Los ensayos de proliferacion ce-
lular permiten el anélisis del efecto de una determina-
da sustancia en la proliferacion celular endotelial. La
migracién de las células endoteliales hacia una solu-
cion que contenga una determinada sustancia, separa-
da por una membrana porosa, puede ser analizada en
la cdmara de Boyden. Los mecanismos de formacién
tubular endotelial y el efecto de una determinada sus-
tancia sobre éstos se estudian mediante la utilizacion
de ensayos bidimensionales o tridimensionales. Con
estas técnicas se analizan los procesos de formacién
de la luz endotelial y la influencia de la matriz extra-
celular en el desarrollo del capilar®®. Finalmente, los
cultivos de células endoteliales permiten el estudio de
las vias moleculares involucradas en los procesos
de angiogénesis.

Recientemente, mediante el uso de técnicas de se-
leccién celular y medios de cultivo especiales, se han
utilizado las técnicas empleadas con células endotelia-
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Fig. 3. Modelo murino de trasplante de médula dsea para el estudio de
la vasculogénesis. Como donante de médula 0sea, se utilizan ratones
transgénicos que expresan constitutivamente el gen LacZ (que codifi-
ca para la betagalactosidasa) regulado por un promotor endotelial es-
pecifico, el Tie-2. Se extrae la médula 6sea y ésta es trasplantada a un
raton receptor cuya médula dsea ha sido irradiada subletalmente. Des-
pués de un periodo de 4 semanas para conseguir la reconstitucion de
la médula dsea trasplantada, se realizan una o mas intervenciones en
el raton receptor (en el caso ilustrado un modelo de microsaco corne-
al) con el objetivo de estimular la neovascularizacion. Después de es-
tas intervenciones, los animales son sacrificados y se realiza el estudio
histologico con el fin de detectar la expresion de betagalactosidasa.
Cuando se utiliza la tincién X-gal, las células que expresan betagalac-
tosidasa son de color azulado. La utilizacion de un promotor especifi-
co para las células endoteliales permite la identificacion de células azu-
les que se han incorporado en los focos de neovascularizacion como
células de linaje endotelial.

les diferenciadas para el estudio de las células endote-
liales progenitoras®*-3,

Métodos de estudio in vivo

Si bien las técnicas in vitro permiten un analisis ini-
cial de la angiogénesis y la vasculogénesis, existen
multiples factores que pueden influir o modular estos
procesos in vivo*®. Con el objetivo de estudiar los me-
canismos de formacién de vasos sanguineos in vivo, se
han desarrollado diferentes sistemas bioldgicos que
permiten cuantificar o demostrar el efecto de una de-
terminada sustancia: el microsaco corneal en el raton,
la membrana corioalantoidea en el embrién de pollo o
los implantes esponjosos®. Estos sistemas, al requerir
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el posterior sacrificio del animal, sélo permiten captu-
rar el efecto en un determinado momento. Para estu-
diar la evolucién temporal de los acontecimientos en
un mismo tejido, se han desarrollado las técnicas de
microscopia intravital en la piel del dorso o en la piel
del craneo del raté6n®®. Finalmente, el desarrollo de las
técnicas de ingenieria genética ha permitido estudiar el
efecto de la supresion (knock-out) o adicién (knock-in)
de un gen en los procesos de vasculogénesis y angio-
génesis.

El estudio de la vasculogénesis posnatal y el efecto
de determinadas sustancias en los procesos de vascu-
logénesis han sido posibles gracias a la utilizacién de
técnicas de citometria de flujo (FACS), técnicas espe-
ciales de cultivo celular de células endoteliales proge-
nitoras (EPC) a partir de sangre periférica y a los mo-
delos murinos de trasplante de médula 6sea**3¢. Las
FACS permiten la deteccién y cuantificacién de las
EPC en sangre periférica mediante la utilizacion de
anticuerpos dirigidos contra los antigenos de superfi-
cie de estas células. De este modo se puede analizar la
influencia de determinados farmacos o factores de cre-
cimiento en el ndmero de estas células en sangre peri-
férica. Las técnicas especiales de seleccién y cultivo
celular desarrolladas por nuestro grupo han permitido
también detectar y cuantificar las EPC. En el modelo
murino de trasplante de médula dsea se trasplantan a
un ratén receptor células de la médula 6sea de un ratén
donante que tiene en su material genético un gen que
codifica la elaboraciéon de una sustancia que permite
su deteccion posterior (fig. 3). En nuestro caso este
gen codifica la elaboracién de la betagalactosidasa en
las células endoteliales. Esta selectividad de expresion
se consigue gracias a que, en el ratén donante, este gen
estd regulado por un promotor especifico de las células
endoteliales, el Tie-2. Por tanto, sélo las células endo-
teliales procedentes de la médula 6sea del animal do-
nante expresardn la betagalactosidasa que se podrad de-
tectar en el animal receptor. Si después del trasplante
de médula 6sea, en el animal receptor, se realizan los
experimentos bioldgicos descritos previamente, podre-
mos analizar la influencia de una determinada sustan-
cia en la vasculogénesis, ya que se podrd cuantificar el
nimero de células endoteliales progenitoras que pro-
ceden de la médula dsea.

EFECTO DE LAS ESTATINAS
EN LA INDUCCION DE ANGIOGENESIS
Y VASCULOGENESIS

La investigacion realizada tanto en nuestro laborato-
rio como en otros ha permitido demostrar que las estati-
nas estimulan la via de sefializacién intracelular de la
proteina cinasa Akt/PKB*?, y esto promueve tanto
la angiogénesis® como la vasculogénesis®®. Ademads,
Vasa et al también han podido demostrar los efectos en
el hombre de las estatinas en la cinética de las EPC?.

Rev Esp Cardiol 2002;55(8):838-44 841



Llevadot J, et al. Efecto de las estatinas en la induccién de angiogénesis y vasculogénesis

o

Angographes S

Simvastatina o

” * ok
P e ")
Ve CON ,é III III

Simvastatina e

S.salino

d i

Capflary Dansity (mm’)

s S.salino

Fig. 4. Aumento de la neovascularizacion inducida por estatinas en la pierna del conejo en respuesta a la reseccion unilateral de la arteria femoral.
a) La arteria femoral y sus ramas se disecan. La transferencia genética al endotelio se realiza mediante la infusién de adenovirus que codifican beta-
galactosidasa (Ad-pgal) o Akt (Ad-myrAkt) a la arteria femoral distal y la posterior incubacion durante 15 min con el pinzamiento temporal de la
vena femoral. b) Al tercer dia, se extrae el misculo gastrocnemio y se realiza la tincion X-gal con el objetivo de determinar la distribucion transgéni-
ca en las preparaciones histoldgicas de hematoxilina-eosina. ¢) La angiografia a través de iliaca interna se realiza con el objeto de analizar la forma-
cion de colaterales en los diferentes grupos de tratamiento. En las angiografias realizadas a los 40 dias se evidencia el incremento en la formacion
de vasos colaterales en aquellos animales que recibieron 0,1 mg/kg de simvastatina por inyeccion intraperitoneal en relacion a los animales que
fueron intervenidos pero sélo recibieron suero salino. El andlisis cuantitativo de los vasos colaterales se realizd en el grupo control, en el grupo tra-
tado con simvastatina y en el grupo de animales que recibieron una inyeccion intramuscular de Ad-VEGF. La puntuacion angiografica también fue
analizada en los grupos experimentales que recibieron infusion de suero salino, Ad-Bgal y Ad-myrAkt a los 31 dias después de la cirugia. d) La tin-
cion fosfatasa alcalina del masculo aductor de la pierna isquémica muestra una mayor densidad capilar en el grupo de animales tratados con sim-
vastatina respecto al grupo control a los 40 dias poscirugia. Los datos de cada experimento son presentados como la media + DE (n = 6 conejos en
cada uno de los grupos de tratamiento, *p < 0,05 en relacion al grupo de infusion o inyeccion de suero salino mediante el andlisis de la varianza de

una sola cola). (Tomada de Kureishi et al®.)

Efectos in vitro de las estatinas

Las estatinas activan rdpidamente la proteina cinasa
Akt/PKB en las células endoteliales® y las EPC?*?7,
aumentando de este modo la fosforilacién de la eNOS
y la produccién consiguiente de NO. La activacién de
la Akt por las estatinas promueve la proliferacion, la
migracion y la supervivencia celular de las células en-
doteliales y EPC, asi como la formacién de la estruc-
tura vascular. Ademads, la inhibicién de la Akt me-
diante la utilizacién de adenovirus que codifican
formas de Akt negativas dominantes conduce a la inhi-
biciéon de los efectos estimulados por las estatinas.
Este potencial de las estatinas en los procesos de rege-
neracion tisular fue previamente demostrado en osteo-
blastos, en los que aumenta su proliferacion y nivel de
actividad, con el consiguiente aumento en la forma-
cién de hueso®.

Si bien no se conocen con precision los mecanismos
de activacién de la Akt por las estatinas, es probable
que esté involucrada la sefializacién de la fosfatidili-
nositol 3-cinasa (PI3K), pues este proceso fue bloque-
ado por la wortmanina y el LY294002, dos inhibidores
de esta enzima (fig. 1). Ademads, la inhibicién de la
HMG-CoA reductasa es necesaria, ya que la activa-

842 Rev Esp Cardiol 2002;55(8):838-44

cion de la Akt por simvastatina fue inhibida cuando se
anadia mevalonato a la incubacién (fig. 1). Ademads de
la biosintesis del colesterol, el mevalonato es necesa-
rio en la produccién de ubiquinona, dolicoles e isopre-
noides, los cuales son esenciales en varios procesos
celulares. Si bien las estatinas estabilizan el ARN
mensajero (ARNm) de la eNOS a través de cambios
en la sintesis de isoprenoides*, no pudimos observar
cambios en los valores de la proteina sintasa eNOS.
En este sentido, es importante destacar que el aumento
en la concentraciéon de ARNm ocurre mas tarde (24 h)
que la activacién de la fosforilacién de la eNOS por
Akt (15 min). Este tiempo de activacién mds corto es
consistente con los cambios inducidos por las estatinas
en la produccién de NO y en la vasodilatacion obser-
vada en anillos adrticos ex vivo*.

Efectos in vivo de las estatinas

Las estatinas y la activacién de la sefializacion intra-
celular de la Akt promueven la angiogénesis en mode-
los de isquemia periférica realizados en conejos nor-
mocolesterolémicos®. En los animales que recibieron
estatinas se observaron mayores presiones de perfu-
sion, un mayor nimero de colaterales y una mayor
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Fig. 5. Aumento de la neovascularizacién corneal por vasculogénesis inducida por estatinas. a) Fotos representativas en las que se evidencia la
neovascularizacion corneal (izquierda, vehiculo; derecha, simvastatina). b) Tincion X-gal de cdrneas enteras. Los puntos azulados son las células
que expresan betagalactosidasa (izquierda, vehiculo; derecha, simvastatina). ¢) Microfotografias representativas del examen histoquimico por fluo-
rescencia de corneas en parafina procedentes de ratones Tie2/LacZ/BMT (izquierda, vehiculo; derecha, simvastatina). La presencia de células do-
blemente positivas es una evidencia de que las células endoteliales progenitoras (EPC) procedentes de la médula dsea se incorporan en los focos
de neovascularizacion (vasculogénesis). El color rojo muestra en este caso la betagalactosidasa y el color verde muestra el marcador endotelial es-
pecifico isolectina B4. Las células doblemente positivas (color amarillo) son aquellas EPC procedentes de la médula 6sea que se han incorporado
en los nuevos vasos. d) Microfotografias representativas del examen histoquimico por fluorescencia de cdrneas enteras procedentes de ratones
Tie2/LacZ/BMT (izquierda, vehiculo; derecha, simvastatina). El color rojo muestra la betagalactosidasa y el color verde muestra el marcador endote-
lial especifico lectina BS-1. ¢) Cuantificacion de las EPC derivadas del trasplante incorporadas en la nueva vasculatura. Se expresa como la razon

entre el nimero de EPC y el nimero total de células endoteliales que forman los nuevos vasos. *p < 0,05. (Tomada de Llevadot et al?.)

densidad capilar (fig. 4). Por otro lado, las estatinas
aumentan el nimero de células endoteliales progenito-
ras en sangre periférica tanto en ratones?*?’ como en
humanos?®. Ademds, las estatinas aumentan la neovas-
cularizacién corneal en ratones normocolesterolémicos
y esto en parte se debe a vasculogénesis a partir de
EPC procedentes de la médula 6sea (figs. 3 y 5)%. Me-
diante el modelo murino de trasplante de médula 6sea
fue posible evidenciar un mayor nimero de EPC pro-
cedentes de médula 6sea en las cérneas de aquellos ra-
tones que fueron tratados con estatinas. Asi pues, las
estatinas tienen un importante efecto en la cinética de
las EPC, tal y como previamente se habia demostrado
con el VEGF o el factor estimulador de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF)*, y la moviliza-
cion de estas células inducida por estos farmacos po-
dria aumentar la neovascularizacién posnatal.

CONCLUSIONES

Las estatinas promueven la proliferacién, migracion
y supervivencia celular de las células endoteliales y las
EPC que proceden de la médula 6sea a través de
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mecanismos relacionados con la activacion de la seri-
na/treonina protefna cinasa Akt o PKB. De forma si-
milar al VEGF, las estatinas promueven la angiogéne-
sis y la vasculogénesis. Asi pues, la activacion de la
Akt puede ser responsable de parte de los efectos be-
neficiosos de las estatinas, incluyendo la neovasculari-
zacion posnatal.

BIBLIOGRAFIA

1. Goldstein JL, Brown MS. Regulation of the mevalonate pathway.
Nature 1990;343:425-30.

2. Shepherd J, Cobbe SM, Ford I, Isles CG, Lorimer AR, MacFarla-
ne PW, et al. Prevention of coronary heart disease with pravasta-
tin in men with hypercholesterolemia: West of Scotland Coronary
Prevention Study Group. N Engl J Med 1995;333:1301-7.

3. Randomised trial of cholesterol lowering in 4,444 patients with
coronary heart disease: the Scandinavian Simvastatin Survival
Study (4S). Lancet 1994;344:1383-9.

4. Downs JR, Clearfield M, Weis S, Whitney E, Shapiro DR, Beere
PA, et al. Primary prevention of acute coronary events with lo-
vastatin in men and women with average cholesterol levels: re-

Rev Esp Cardiol 2002;55(8):838-44 843



Llevadot J, et al. Efecto de las estatinas en la induccién de angiogénesis y vasculogénesis

10.

11.

12.

14.

15.

16.

20.

21.

22.

sults of AFCAPS/TexCAPS: Air Force/Texas Coronary Atheros-
clerosis Prevention Study. JAMA 1998;279:1615-22.

. Sacks FM, Pfeffer MA, Moye LA, Rouleau JL, Rutherford JD,

Cole TG, et al. The effect of pravastatin on coronary events after
myocardial infarction in patients with average cholesterol levels:
Cholesterol and Recurrent Events Trial investigators. N Engl J
Med 1996;335:1001-9.

. Prevention of cardiovascular events and death with pravastatin in

patients with coronary heart disease and a broad range of initial
cholesterol levels: the Long-Term Intervention with Pravastatin
in Ischaemic Disease (LIPID) Study Group. N Engl ] Med
1998;339:1349-57.

. Maron DJ, Fazio S, Linton MF. Current perspectives on statins.

Circulation 2000;101:207-13.

. Koh K. Effects of statins on vascular wall: vasomotor function,

inflammation, and plaque stability. Cardiovasc Res 2000;35:1-10.

. Fukumoto Y, Libby P, Rabkin E, Hill CC, Enomoto M, Hirouchi

Y, et al. Statins alter smooth muscle cell accumulation and colla-
gen content in established atheroma of watanabe heritable hyper-
lipidemic rabbits. Circulation 2001;103:993-9.

Bustos C, Herndndez-Presa MA, Ortego M, Tunon J, Ortega L,
Pérez F, et al. HMG-CoA reductase inhibition by atorvastatin re-
duces neointimal inflammation in a rabbit model of atherosclero-
sis. J Am Coll Cardiol 1998;32:2057-64.

Lacoste L, Lam JY, Hung J, Letchacovski G, Solymoss CB, Wa-
ters D. Hyperlipidemia and coronary disease. Correction of the
increased thrombogenic potential with cholesterol reduction. Cir-
culation 1995;92:3172-7.

Aikawa M, Rabkin E, Sugiyama S, Voglic SJ, Fukumoto Y, Fu-
rukawa Y, et al. An HMG-CoA reductase inhibitor, cerivastatin,
suppresses growth of macrophages expressing matrix metallopro-
teinases and tissue factor in vivo and in vitro. Circulation
2001;103:276-83.

. Lefer AM, Campbell B, Shin YK, Scalia R, Hayward R, Leferet

DJ. Simvastatin preserves the ischemic-reperfused myocardium
in normocholesterolemic rat hearts. Circulation 1999;100:178-84.
Gerber HP, McMurtrey A, Kowalski J, Yan M, Keyt BA, Dixit
V, et al. Vascular endothelial growth factor regulates endothelial
cell survival through the phosphatidylinositol 3’-kinase/Akt sig-
nal transduction pathway: Requirement for Flk-1/KDR activation.
J Biol Chem 1998;273:30336-43.

Fujio Y, Walsh K. Akt mediates cytoprotection of endothelial
cells by vascular endothelial growth factor in an anchorage-de-
pendent manner. J Biol Chem 1999;274:16349-54.

Kim I, Kim HG, So JN, Kim JH, Kwak HJ, Koh GY. Angiopoie-
tin-1 regulates endothelial cell survival through the phosphatidy-
linositol 3’-kinase/Akt signal transduction pathway. Circ Res
2000;86:24-9.

. Kontos CD, Stauffer TP, Yang WP, York JD, Huang L, Blanar

MA, et al. Tyrosine 1101 of Tie2 is the major site of association
of p85 and is required for activation of phosphatidylinositol 3-ki-
nase and Akt. Mol Cell Biol 1998;18:4131-40.

. Papapetropoulos A, Fulton D, Mahboubi K, Kalb RG, O’Connor

DS, Li F, et al. Angiopoietin-1 inhibits endothelial cell apoptosis
via the Akt/Survivin pathway. J Biol Chem 2000;275:9102-5.

. Carmeliet P, Lampugnani MG, Moons L, Breviario F, Comperno-

lle V, Bono F, et al. Targeted deficiency or cytosolic truncation of
the VE-cadherin gene in mice impairs VEGF-mediated endothe-
lial survival and angiogenesis. Cell 1999;98:147-57.

Fujio Y, Nguyen T, Wencker D, Kitsis RN, Walsh K. Akt promo-
tes survival of cardiomyocytes in vitro and protects against ische-
mia-reperfusion injury in mouse heart. Circulation 2000;101:660-7.
Fulton D, Gratton JP, McCabe TJ, Fontana J, Fujio Y, Walsh K,
et al. Regulation of endothelium-derived nitric oxide production
by the protein kinase Akt. Nature 1999;399:597-601.

Dimmeler S, Fisslthaler B, Fleming I, Hermann C, Busse R,
Zeiher AM. Activation of nitric oxide synthase in endothelial
cells via Akt-dependent phosphorylation. Nature 1999;399:601-5.

844 Rev Esp Cardiol 2002;55(8):838-44

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Luo Z, Fujio Y, Kureishi Y, Rudic RD, Daumerie G, Fulton D, et
al. Acute modulation of endothelial Akt/PKB activity alters NO-
dependent vasomotor activity in vivo. J Clin Invest 2000;106:
493-9.

Morales-Ruiz M, Fulton D, Sowa G, Languino LR, Fujio Y,
Walsh K, et al. Vascular endothelial growth factor-stimulated ac-
tin reorganization and migration of endothelial cells is regulated
via the serine/threonine kinase Akt. Circ Res 2000;86:892-6.
Kureishi Y, Luo Z, Shiojima I, Bialik A, Fulton D, Lefer DJ, et
al. The HMG-CoA reductase inhibitor simvastatin activates the
protein kinase Akt and promotes angiogenesis in normocholeste-
rolemic animals. Nat Med 2000;6:1004-10.

Llevadot J, Murasawa S, Kureishi Y, Uchida S, Masuda H, Ka-
wamoto A, et al. HMG-CoA reductase inhibitor mobilizes bone-
marrow derived endothelial progenitor cells. J Clin Invest
2001;108:399-405.

Dimmeler S, Aicher A, Vasa M, Mildner-Rihm C, Adler K, Tie-
mann M, et al. HMG-CoA reductase inhibitors (statins) increase
endothelial progenitor cells via the PI 3-kinase/Akt pathway. J
Clin Invest 2001;108:391-7.

Vasa M, Fichtlscherer S, Adler K, Aicher A, Martin H, Zeiher
AM, et al. Increase in circulating endothelial progenitor cells by
statin therapy in patients with stable coronary artery disease. Cir-
culation 2001;103:2885-90.

Cleaver O, Krieg P. Molecular mechanisms of vascular deve-
lopment. En: Harvey RP, Rosenthal N, editors. Heart Develop-
ment. 1* ed. San Diego: Academic Press Publications, 1999; p.
221-52.

Risau W. Mechanisms of angiogenesis. Nature 1997;386:671-4.
Yancopoulos GD, Davis S, Gale NW, Rudge JS, Wiegand SJ,
Holash J. Vascular-specific growth factors and blood vessel for-
mation. Nature 2000;407:242-8.

Freedman SB, Isner JM. Therapeutic angiogenesis for coronary
artery disease. Ann Intern Med 2002;136:54-71.

Asahara T, Murohara T, Sullivan A, Silver M, van der Zee R, Li
T, et al. Isolation of putative progenitor endothelial cells for an-
giogenesis. Science 1997;275:964-7.

Asahara T, Masuda H, Takahashi T, Kalka C, Pastore C, Silver
M, et al. Bone marrow origin of endothelial progenitor cells res-
ponsible for postnatal vasculogenesis in physiological and patho-
logical neovascularization. Circ Res 1999;85:221-8.

Takahashi T, Kalka C, Masuda H, Chen D, Silver M, Kearney M,
et al. Ischemia- and cytokine-induced mobilization of bone ma-
rrow-derived endothelial progenitor cells for neovascularization.
Nat Med 1999;5:434-8.

Kalka C, Masuda H, Takahashi T, Kalka-Moll WM, Silver M,
Kearney M, et al. Transplantation of ex vivo expanded endothelial
progenitor cells for therapeutic neovascularization. Proc Natl
Acad Sci USA 2000;97:3422-7.

Arras M, Ito WD, Scholz D, Winkler B, Schaper J, Schaper W.
Monocyte activation in angiogenesis and collateral growth in the
rabbit hindlimb. J Clin Invest 1998;101:40-50.

Moulton KS, Folkman J. Angiogenesis in cardiovascular disease.
En: Chien K, editor. Molecular basis of cardiovascular disease. A
companion to Braunwald’s heart disease. 1* ed. Philadelphia:
W.B. Saunders Publications, 1999; p. 393-409.

Carmeliet P, Jain RK. Angiogenesis in cancer and other diseases.
Nature 2000;407:249-57.

Mundy G, Garrett R, Harris S, Chan J, Chen D, Rossini G, et al.
Stimulation of bone formation in vifro and in rodents by statins.
Science 1999;286:1946-9.

Laufs U, Liao JK. Post-transcriptional regulation of endothelial
nitric oxide synthase mRNA stability by Rho GTPase. J Biol
Chem 1998;273:24266-71.

Kaesemeyer WH, Caldwell RB, Huang J, Caldwell RW. Pravas-
tatin sodium activates endothelial nitric oxide synthase indepen-
dent of its cholesterol-lowering actions. J Am Coll Cardiol
1999:33:234-41.

00



