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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1 A placa instavel e o remodelamento positivo

A sindrome coronaria aguda € uma das maiores causas de morbimortalidade
no mundo contemporaneo.’ Apresenta-se clinicamente como angina instavel, infarto
agudo do miocardio ou morte stbita, todas com enorme custo social e financeiro.?>

Alguns autores demonstraram a forte associacédo destas sindromes com a
rotura ou erosdo da placa ateromatosa (Figura 1).*® Por este motivo, ¢ de suma
importancia o conhecimento da placa ateromatosa, principalmente da placa instavel,

para o entendimento da doenca arterial coronaria e prevencao de novos eventos.

"
-

Figura 1: Presenca de trombo em uma placa rota na artéria coronaria.
Fonte: http://quizlet.com/13244134/step-1-pathomadit-pictures-flash-cards/

Estudos anatomopatolégicos mostraram que algumas morfologias e
elementos intraplaca sao importantes fatores preditores de roturas e erosdo. Foram
identificadas como caracteristicas de instabilidade a presenga de um grande lago

lipidico, justa luminal recoberto por fina capa fibrética"°

e a presenca do
remodelamento positivo."

O remodelamento foi inicialmente descrito por Glagov'?, que o descreveu
como uma dilatacdo coronariana, mas o que realmente caracteriza o remodelamento

positivo de forma pratica € a relacdo da area do vaso no local do remodelamento
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sobre a area de referéncia do vaso; caso a relagdo for maior que 1,05, esta
caracterizado o remodelamento positivo.”'*'>1%17  Algumas séries sugeriram que
pessoas com remodelamento positivo tinham maiores niveis de marcadores
inflamatodrios e, pela histologia, apresentavam grandes nucleos necréticos, escassez
de células musculares lisas e adelgacamento da média, ou seja, a placa instavel.'®%

Quando se utilizou o ultrassom intracoronario associado a analise
histopatolégica, observou-se que o papel fisiopatoldégico do remodelamento arterial é
mais complexo do que um mero processo de compensacao, tendo este uma forte
associagao com a vulnerabilidade da placa. Isto talvez se justifique, pois no nucleo
necrético ja foi identificada a presengca de metaloproteinase (MMP), enzimas
proteoliticas com aproximadamente 20 membros conhecidos, particularmente as
MMPs - 1, 8, 9 e 13, e as proteases da cisteina, as quais, ao digerirem o colageno
(tipo | e Ill) e a elastina da capa, podem desestabilizar a placa e causar
desestruturacdo da parede do vaso. As MMPs sao liberadas pelos macréfagos e
pelos mastdcitos e tém sido implicadas como pecas- chave nos mecanismos de
remodelamento vascular.?'??

Pesquisas dedicadas a descoberta da placa instavel eram limitadas a séries
com cadaveres, nao tendo implicacdo na histéria natural das placas de alto risco e,
portanto, na evolucdo clinica dos pacientes. Desta forma, acreditava-se que a
identificacdo dessas placas in vivo pudesse fornecer maiores informacgdes sobre o
prognéstico e a historia natural dessas lesdes. Recentes pesquisas utilizando o
ultrassom intracoronario em pacientes com SCA mostraram a associacdo do
remodelamento positivo com a rotura da placa coronaria culpada pelo evento
cardiovascular.?>?4%

Em outras séries também foi observada uma frequéncia maior de
remodelamento positivo em pacientes com sindrome coronaria aguda do que
naqueles com doenca arterial coronaria (DAC) estavel.”®?® Os achados nesses
trabalhos foram semelhantes aos que identificaram que placas associadas ao RP
eram preditoras de eventos cardiacos em pacientes com angina instavel e

apresentavam maior quantidade de trombo e sinais de ruptura ao ultrassom.?’
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1.2 O Ultrassom Intracoronario

O ultrassom intracoronario € uma modalidade de imagem invasiva e baseia-
se na aquisigao das imagens a partir do catéter de ultrassom guiado até as artérias
coronarias. Para tanto, deve ser escolhida uma via arterial, e os acessos podem ser

por via femoral, braquial ou radial (Figura 2).22

Figura 2: Processo de cateterismo realizado pela via femoral.

ApOs a puncdo arterial e colocagdo do introdutor valvado, ministra-se
sistémicamente 70 U/Kg de heparina para preveng¢ao de fendbmenos trombéticos. O
procedimento é realizado através de um catéter-guia, o qual é direcionado até a
coronaria por visao fluoroscopica.

Depois de posicionar-se o catéter no 6stio da coronaria de interesse (Figura
3) é infundido de 100 a 300 microgramas de nitroglicerina intracoronaria (para
vasodilatagdo maxima do vaso). Em seguida, passa-se uma corda-guia com 0,014
polegadas até a porgao mais distal da coronaria por onde deslizara o catéter de

ultrassom.
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Figura 3: Desenho esquematico do posicionamento do cateter no 6stio da coronaria (neste caso a
coronaria esquerda).

Com o posicionamento do catéter de ultrassom na porgao distal da artéria, o
médico hemodinamicista inicia a aquisicdo das imagens através do recolhimento
desse catéter em diregcdo a regiao ostial, finalizando no momento em que o
transdutor de ultrassom retorna ao catéter-guia. O recolhimento do catéter de
ultrassom é realizado de forma automatica e continua. Os consoles de ultrassom
permitem duas velocidades de recolhimento, 0,5 ou 1,0 mm/s, sendo a primeira mais
utilizada por fornecer mais imagens e possibilitar uma investigagdo mais detalhada
da regido em andlise.”® As imagens sdo arquivadas em midia digital e a
reconstrugao da Histologia Virtual® é realizada posteriormente.

Os catéteres captadores de imagens sao dispositivos com microtransdutores
nas pontas. Os transdutores emitem pulsos ultrassdnicos de alta frequéncia — de 20
a 40 MHz —, os quais se chocam com as estruturas da parede arterial gerando varias
reflexdes, espalhamentos e difragées. Cada tecido tem um ruido caracteristico e as
diferengas nos ruidos formam as imagens ultrassonograficas; o sinal de retorno
obtido nos transdutores é transformado em impulsos elétricos, os quais sao
processados intensivamente até serem transformados nas imagens de ultrassom
tradicional.?

Atualmente existem duas classes distintas de consoles de ultrassom,
determinadas pelo tipo de catéter utilizado: mecanico ou eletrénico (Figura 4). O
catéter mecanico possui um unico transdutor que é rotacionado em torno da corda-
guia através de um motor de passo presente no console do equipamento, gerando
uma rotacdo de frequéncia em torno de 1.800 rotagdes por minuto. Ja o catéter

eletrébnico € composto por um conjunto de transdutores dispostos simetricamente na
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sua superficie exterior e, desta forma, ndo € necessaria a rotacdo do catéter. Os
transdutores sdo acionados de maneira sincronizada de forma a realizar varreduras
de todas as regides do vaso em estudo.*®* Ambas as modalidades de equipamentos
estao disponiveis no mercado atual e ndo ha consenso sobre qual destas classes &

a melhor.

Cateter Mecanico
Transdutor Girantc

Eixo de Rotagio

Cateter Eletronico

Vetor de Multiplos Elementos

v

Figura 4: Desenho esquematico dos modelos de cateteres de ultrassom. O mecénico acima, e abaixo
o eletrdnico.

1.3 O Ultrassom na Interveng¢ao Coronaria

O ultrassom intravascular em escala de cinza (USIC), como ja mencionado
anteriormente, € uma ferramenta atual na cardiologia que auxilia no diagnéstico da
doenca coronaria e se torna uma poderosa ferramenta de acompanhamento durante
a intervencgao coronaria percutanea. O ultrassom intracoronario foi fundamental para
0 entendimento do processo de angioplastia, tanto por baldo quanto por implante do
stent. A sua grande contribuicdo é facilitar a escolha adequada das dimensdes do
instrumental e mostrar que as hastes bem apostas quase que eliminam o risco de
trombose, desde que respeitada a dupla antiagregagdo plaquetaria.*’** Com essa
descoberta, seguiram-se muitos estudos com o intuito de mostrar que o implante de
stent teria melhor evolugdo quando guiado por ultrassom intracoronario. O estudo
MUSIC, por sua vez, chamou a ateng¢do por demonstrar que o implante do stent

guiado pelo ultrassom reduzia as taxas de reestenose para 8,3%.%
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Outros ensaios clinicos controlados tentaram confirmar o ultrassom
intracoronario como método de rotina para guiar o implante do stent. Entretanto, em
uma metanalise que incluiu nove estudos (2.972 pacientes), seu uso rotineiro nao
demonstrou redugao nos eventos duros em seis meses (RC = 1,13; IC 95%, 0,79 a
1,61; p = 0,5); em contrapartida, naqueles pacientes em que o implante foi guiado
por ultrassom houve redugdo na revascularizagao da lesdo-alvo (RC = 0,62; IC
95%, 0,49 a 0,78; p = 0,00003) em comparacao aos guiados por angiografia.>?

Com o advento dos stents farmacoldgicos e o0 seu uso em situacbées mais
complexas, como tronco de coronaria esquerda e bifurcacbes, casos em que a
trombose pode ser catastréfica, o ultrassom pode elevar de forma consistente a
segurancga do uso destes dispositivos.

Pelas diretrizes brasileiras, a indicagao de ultrassom para guiar o implante de
stent é lla com nivel de evidéncia A, ou seja, peso ou evidéncia/opinidao a favor do
procedimento, suportada por dados obtidos a partir de multiplos estudos
randomizados de bom porte, concordantes e/ou de metanalise robusta de estudos

clinicos randomizados.®*

1.4 Histologia Virtual®

O ultrassom intracoronario em escala de cinza € muito util para caracterizar a
extensédo, a distribuicdo e a morfologia das placas ateromatosa in vivo, bem como
das paredes do vaso. No entanto, esse método nao permite diferenciar os
componentes presentes na placa. A Histologia Virtual® (HV) ou ultrassom
intracoronario com radiofrequéncia constitui uma evolugdo do ultrassom
intracoronario, transformando os sinais captados na escala de cinza em imagens
que distinguem os componentes da placa ateromatosa. As imagens em modo
Histologia Virtual® sao geradas através das imagens monocromaticas mais proximas
temporalmente aos picos da onda R do eletrocardiograma (taxa de aquisi¢cao de 1
quadro/batimento cardiaco), e a partir dai analisa-se o sinal de radiofrequéncia para
caracterizar a placa ateromatosa (Figura 5). Cada componente da placa recebeu
uma cor de acordo com o sinal emitido, o que possibilita que seja avaliado de forma
precisa e quantitativa o contetdo das placas.*

A Histologia Virtual® foi validada através de varios estudos histopatoldgicos.
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Dois dos principais estudos foram publicados por Nair e mostraram uma alta
acuracia preditiva para os componentes fibroso, fibrolipidico, calcificado e nucleo
necrético de 90,4%, 92,8%, 90,9% e 89,5%, respectivamente.*

JC
Only the envelope amplitude (echo intensity)
is used in formation of the gray-scae WVUS image

2L

|/ | )
N /7\ |/ ' I e
I' “u' f /' V \ /|| “l'n I "', .',1' \/ W

¥ J ”

P4 c
Frequency (lying beneah the anplitude)
of echo signal can also vay, depending on the tissue

Fibrous - ROCIV  >12 Fibrosis Fibrotic
Fibrofatty ROCII 0.8-1.2 Dense fib. Lipidic

Necrotic core ROCIl 06-089 Lipid Necrotic

Dense calcium ROC | 0-06 Calcified Calcified J

Figura 5: O sinal de ultrassom intravascular é obtido a partir da parede do vaso (A). A imagem em
escala de cinza é formada pelo invélucro (amplitude) (B) do sinal de radiofreqiiéncia (C) em tons de
cinza, (D) mostra uma vista em corte transversal de uma imagem em escala de cinza. Histologia
Virtual (E), palpografia (F), integracéo do ultrassom intravascular (G), e iIMAP (H).

Fonte: Hector M Garcia Garcia — European Heart Journal (2010)3,2456-2469.

Ja Nasu publicou resultados semelhantes no JACC em 2006, os quais

mostraram também um alto valor de acuracia preditiva para os componentes fibroso,
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fibrolipidico, nucleo necrético e regides com calcio denso de 87,1%, 87,1%, 88,3% e
96,5%, respectivamente.®

Esses estudos foram fundamentais para a validacdo do método, pois
comparavam as caracteristicas histologicas de pegas pds-morte diretamente com as

imagens obtidas pelo ultrassom.

1.5 Aplicacoes Clinicas do USIC e da Histologia Virtual®

A imagem do ultrassom intravascular, como ja citado anteriormente,
desempenha papel fundamental no entendimento da doenca ateromatosa em seres
humanos e como ferramenta de analise para novas terapias para a aterosclerose na
area clinica.

O ultrassom em escala de cinza foi utilizado para acompanhar o volume da
placa ateromatosa nos estudos REVERSAL, que comparou a pravastatina com a
atorvastatina, as quais ndo mostraram diferenca significativa no desfecho final, que
era o volume total da placa.®®

No estudo ASTEROID, que utilizou apenas uma droga, o ultrassom
intracoronario mostrou que a rosuvastatina reduziu de forma significativa a
porcentagem do volume e o volume total da placa.*

Recentemente publicado, o estudo SATURN*® comparou duas estatinas
potentes apdés 104 semanas de tratamento e mostrou que os pacientes que fizeram
uso de rosuvastatina tinham niveis mais baixos de colesterol LDL do que o grupo da
atorvastatina (62,6 vs 70,2 mg por deciltro P <0,001) e maiores niveis de
lipoproteina de alta densidade (HDL) (50,4 vs 48,6 mg por decilitro, P = 0,01). O
desfecho primario de eficacia era o percentual do volume do ateroma. O grupo da
atorvastatina diminuiu 0,99% (95% intervalo de confianga [IC], -1,19 para -0,63) e o
grupo da rosuvastatina, 1,22% (95% CI, -1,52 para -0,90) (P = 0,17). O objetivo
secundario de eficacia, o volume normalizado do ateroma, foi mais favoravel com o
uso da rosuvastatina -6,39 mm?® (IC de 95%, -7,52 a -5,12) do que com a
atorvastatina -4,42 mm?® (IC de 95%, -5,98 a -3,26) (P = 0,01). Os dois agentes
induziram a regressao da placa na maioria dos pacientes: 63,2% com atorvastatina e
68,5% com a rosuvastatina no percentual do volume do ateroma (P = 0,07), e

64,7% e 71,3%, respectivamente, para o volume normalizado do ateroma (P = 0,02).
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Com esses dados de redugdao do volume da placa, havia necessidade de
saber o que ocorria nos elementos intraplaca. Surgiram entdo as primeiras séries
com avaliagdo da placa ateromatosa através da HV, o maior deles o IBIS 2, um
ensaio clinico randomizado com duracdo de 12 meses, que mostrou reducao
significativa do nucleo necrético com Darapladib contra placebo, mas néo foi eficaz
na diminui¢ao do stress pela palpografia e redugao da proteina C reativa.*’

Outro grande estudo testando terapia com estatinas publicado por Toi et al
comparou trés drogas: a rosuvastatina, a atorvastatina e a pivastatina. A HV
mostrou que a pivastatina reduziu o volume da placa e do componente fibrolipidico.*?
No ensaio clinico de Hong, pacientes com sindrome coronaria aguda usaram
sinvastatina e fizeram acompanhamento com a Histologia Virtual® apos 12 meses e
houve redugao significativa no nticleo necrético e aumento no volume fibrolipidico.*?

Esses estudos todos mostraram uma boa aplicabilidade do método para a
avaliagao in vivo na placa ateromatosa e a sua evolugao com varios tipos de drogas
e cenarios clinicos. No entanto, ndo ha um unico relatério que descreva uma direta
ou clara associacao entre a reducdo no tamanho da placa e/ou a sua composigcao
com a reducao de eventos clinicos.

A tentativa da avaliagao prospectiva de certas placas ateromatosa também se
fazia necessario, e recentemente surgiu o mais importante estudo em relagéo a
Histologia Virtual® e com seguimento para eventos duros, o PROSPECT*, um
estudo multicéntrico publicado no NEJM, que estudou em torno de 700 pacientes
com SCA e que foram submetidos a cateterismo cardiaco e intervencao coronaria.
Foram analisados os trés vasos apos a intervencao. A propedéutica utilizada foi a
angiografia coronaria quantitativa (ACQ), o ultrassom intravascular com Histologia
Virtual® (USIC-HV) e a palpografia. O tempo de seguimento dos pacientes foi de 1,
6,12 meses, 2, 3 e 5 anos. As mesmas analises angiograficas de ultrassom e
palpografia foram repetidas apenas nos pacientes com eventos. O estudo mostrou
fraca associacao das lesdes nao culpadas com eventos mas com caracteristicas de
instabilidade, ou seja, a presenga de nucleo necrético, com a maior incidéncia de
eventos. Em contrapartida, as caracteristicas de placa estavel ndo mostraram
associacdo com eventos. As principais caracteristicas de composicdo de placa com
alto risco para eventos em trés anos, identificados pela analise multivariavel, foram

os fibroateromas com capa fibrética fina.
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Um dos grandes desafios atuais € a caracterizagdo da placa vulneravel, isto
€, identificar quais os atributos das lesdes ateromatosas que aumentam o risco de
ruptura, ocasionando eventos oclusivos subitos. Enquanto placas causadoras de
futuros eventos cardiovasculares maiores sédo frequentemente e angiograficamente
discretas,*® a maioria das placas n3o tratadas que se tornam sintomaticas tem uma
grande carga de placa e um lumen reduzido, detectaveis somente por ultrassom,

que também visualiza o remodelamento positivo.



CAPITULO 2

2.1 Justificativa

A integracdo de conhecimentos basicos sobre o remodelamento arterial com
observagbes de imagem da placa ateromatosa podem levar a um melhor
entendimento da progressao, regressao e vulnerabilidade da placa, acarretando em
implicagdes para a prevencao e o tratamento da doencga coronaria ateromatosa e
suas sindromes clinicas, assim como na identificacdo de fatores relacionados a
placa vulneravel que possam possibilitar e facilitar sua deteccédo previamente a sua

ruptura que determina manifestagdes clinicas potecialmente fatais.
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2.2 Hipotese

O remodelamento positivo da artéria coronaria esta associado com placas
ateromatosas de com grande conteudo nucleo necrético, caracteristica essencial de

placas ateromatosas vulneraveis.
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2.3 Objetivos

O presente estudo tem como objetivos:

a. Objetivo primario: correlacionar a presenga de remodelamento positivo em
artérias coronarias com maior quantidade de nucleo necrético na placa
ateromatosa mediante avaliagdo com ultrassom intracoronario e Histologia
Virtual®.

b. Objetivo secundario: correlacionar a presenga de remodelamento positivo
em artérias coronarias com os outros componentes da placa ateromatosa

mediante avaliagdo com ultrassom intracoronario e Histologia Virtual®.
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RESUMO

Introducgédo: A sindrome coronaria aguda possui grande impacto social e econédmico
e esta associada a placas coronarias instaveis. Estudos anatomopatoldgicos
sugerem a associagao destas placas com remodelamento positivo. A identificagao e
caracterizacao das placas ateromatosas nos locais de remodelamento arterial &
fundamental para a compreensao da doenca coronaria, assim como a identificagcao
do remodelamento positivo pode servir como método de avaliagdo para a
identificacao de placas instaveis.

Objetivos: Primario: avaliar a correlagéo entre remodelamento vascular positivo e
nucleo necroético na placa ateromatosa em artérias coronarias. Secundario: avaliar a
correlacao entre remodelamento vascular positivo com os demais componentes da
placa ateromatosa em artérias coronarias.

Métodos: Foram estudados 270 cortes transversais oriundos de imagens de
ultrassom intracoronario com Histologia Virtual® ou ultrassom intracoronario com
radiofrequéncia previamente obtidas de 30 pacientes, os quais apresentavam
suspeita clinica de doenca arterial coronariana e presenca de remodelamento
positivo nas artérias coronarias identificado por meio do ultrassom intracoronario. As
diferentes composi¢des da placa ateromatosa foram avaliadas e caracterizadas por
histologia virtual. O indice de remodelamento foi calculado através da razdo entre a
area do vaso no corte transversal analisado e a area de referéncia do vaso,
definindo-se como remodelamento positivo a razao > 1,05. O corte transversal com o
maior indice de remodelamento arterial foi denominado corte transversal de
interesse (corte transversal 4).

Resultados: A média de idade foi de 60,8 anos e 80% eram do sexo masculino.
Angina instavel foi a apresentagcdo clinica mais frequente (56,6%). A artéria
descendente anterior foi 0 vaso analisado mais prevalente (43%), seguida da artéria
coronaria direita (30%) e da artéria circunflexa (27%). A média da area na referéncia
proximal foi de 16,46 +- 5,17 mm2, a média da area na referéncia distal foi de 14,49
+- 4,85 mm2, a média da area de referéncia do vaso foi de 15,45 +- 4,88 mm2 e a
média do indice de remodelamento no corte transversal de interesse (corte
transversal 4) foi de 1,23 +-0,10. A analise de variancia de medidas repetidas
mostrou diferenca significativa para todos os componentes da placa ateromatosas:

fibrético (p=0,031), fibrolipidico (p<0,001), nucleo necrético (p<0,001) e calcio
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(p<0,001). A correlagao linear (Spearman) entre o indice de remodelamento e cada
componente da placa ateromatosa evidenciou correlagao positiva do remodelamento
arterial coronariano com o nucleo necrético rsy 0,79 (p< 0,001) e com o calcio r(s)
0,53 ( p=0,03). Por outro lado, houve correlagdo inversa entre remodelamento
arterial e componente fibroso rsy = - 0,48 (P=0,007), assim como entre o
remodelamento arterial e o componente fibrolipidico rs)=- 0,58 (p=0,001).

Conclusoées: O remodelamento positivo da artéria coronaria estd associado a
presenca de calcio e de nucleo necrdtico, o qual caracteriza placas ateromatosas
instaveis ou vulneraveis. Portanto, a pesquisa de remodelamento arterial positivo e
calcio pode ser uma ferramenta util para a deteccdo de placas instaveis ou

vulneraveis previamente a sua instabilizacio e repercussao clinica.

Palavras Chave: Remodelamento vascular. Vulnerabilidade. Placa ateromatosa.

Histologia Virtual.

Introducgao

As sindromes coronarias agudas apresentam-se clinicamente como angina
instavel, infarto agudo do miocardio e morte subita. Em varias séries de estudos ja
foi demonstrado de forma robusta a associacao destas sindromes com a rotura ou a
erosao da placa ateromatosa, expondo, desta forma, o conteudo do seu interior que
resulta na formagao de trombo e, consequentemente, na oclusado aguda do vaso."?

A principal caracteristica histolégica das placas coronarias instaveis é a
presenca de um grande conteudo lipidico justaposto ao lumen recoberto por uma
fina capa fibrotica.*” Outra caracteristica das placas coronarias instaveis é a
presenca de remodelamento positivo da artéria coronaria, o qual pode ser definido
como o0 aumento do didmetro do vaso no local da lesdo ateromatosa e que esta
associado a eventos cardiovasculares em estudos patolégicos.®'?

Os dados atualmente disponiveis sobre a associagao entre as caracteristicas
da placa ateromatosa e o padrdao de remodelamento vascular ndao foram
suficientemente estudados e os resultados de alguns estudos sédo conflitantes. A
principal teoria € que o remodelamento positivo geralmente ocorre em lesbes
precoces, visando manter o didametro da luz do vaso apesar do acumulo de carga de

placa.'®"
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Estudos com a utilizagdo de cortes histolégicos e ultrassom intracoronario tém
mostrado que o papel fisiopatolégico do remodelamento arterial pode ser mais
complexo do que um mero processo de compensag¢ao, havendo uma forte
associacao entre o remodelamento arterial vascular, a resposta inflamatdria local e a
vulnerabilidade da placa.'®*

O ultrassom intravascular em escala de cinza € uma ferramenta que auxilia no
diagnostico da doenga coronaria. As imagens sao muito Uteis para caracterizar a
extenséo, a distribuicdo e a morfologia das placas ateromatosas in vivo, bem como
as paredes do vaso?’. No entanto, este método ndo permite diferenciar
adequadamente o conteudo da placa ateromatosa. A Histologia Virtual®  ou
intracoronario com radiofrequéncia constitui uma ferramenta auxiliar do ultrassom
intracoronario que transforma os sinais de ondas ultrassonograficas captadas em
imagens coloridas que distinguem os componentes da placa ateromatosa.?

Este estudo tem como objetivos correlacionar a presenga de remodelamento
positivo em artérias coronarias com maior quantidade de nucleo necrotico e com os
demais componentes da placa ateromatosa mediante avaliagdo por ultrassom

intracoronario com radiofrequéncia (Histologia Virtual®).

Métodos

Populagao

Pacientes homens e mulheres com idade acima de 18 anos, com lesdo
obstrutiva significativa em artéria coronaria (>50%) pela angiografia quantitativa e
submetidos a avaliagdo com ultrassom intracoronario e Histologia Virtual® no
periodo de janeiro/2007 a janeiro de 2011, conforme indicagao clinica.

O estudo foi realizado no Unidade de Hemodinamica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre e foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital,

estando de acordo com a Declaragao de Helsinki para pesquisa em humanos.

Delineamento da Pesquisa

Estudo transversal, retrospectivo.
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Critérios de Inclusao
Foram incluidos nesta analise pacientes de ambos os sexos, maiores de 18
anos, que preenchiam todos os critérios abaixo:

- cateterismo cardiaco com lesao obstrutiva significativa em artéria coronaria
(>50%);

- realizagao de ultrassom intracoronario com Histologia Virtual®;

- presenca de remodelamento positivo durante a analise do ultrassom
intracoronario em escala de cinza; €;

- disponibilidade das informagbes clinicas e de dados demograficos nos

registros do hospital.

Critérios de exclusao
Foram excluidos deste estudo pacientes que preenchiam pelo menos um dos
critérios abaixo:

- obtencédo de imagem de ultrassom em escala de cinza e/ou com Histologia
Virtual® inadequadas para a analise;

- impossibilidade de obter os dados clinicos e demograficos, tanto através dos
prontuarios ou por ligagao telefénica;

- stent no vaso estudado;

- enxertos de ponte safena ou artéria toracica interna esquerda como vaso-
alvo;

- lesao ostial em tronco de coronaria esquerda ou em coronaria direita como
lesao-alvo;

- presenga de ramo lateral maior ou igual a 2,0mm originando-se no segmento
do vaso em andlise;

- choque cardiogénico ou doenga sistémica importante; e

- Infarto agudo do miocardio.

Coleta de Dados

Apds a revisao do livro de registros de ultrassom intracoronario da Unidade de
Hemodinédmica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre foram selecionados 113
pacientes com doenca arterial coronariana que foram submetidos a estudo com

ultrassom intracoronario e Histologia Virtual® no periodo entre janeiro/2007 e
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janeiro/2011.

Através de prontuarios hospitalares e posteriormente de ligagbes telefénicas
foram coletadas as seguintes variaveis: idade, sexo, fatores de risco, sindrome
clinica de apresentagdo. Os casos elegiveis foram arrolados para o estudo. As
informagdes que pudessem identificar os pacientes foram mantidas estritamente
confidenciais, visto que os pacientes foram identificados com cdédigos de
identificacao unica.

A anadlise do ultrassom intracoronario com Histologia Virtual® foi realizada de
acordo com o Consenso de Especialistas do Colégio Americano de Cardiologia
Clinica sobre Normas de Aquisicao de Medicao e Relatério de Estudos de Ultrassom
Intravascular.?®> O analisador foi 1 médico cardiologista intervencionista com ampla
experiéncia em ultrassom intracoronario e Histologia Virtual®, o qual estava cegado
para as caracteristicas clinicas dos pacientes e as indicagdes para a realizagao do
exame.

As imagens de ultrassonografia em escala de cinza e Histologia Virtual® dos
113 pacientes que estavam arquivadas em midia de DVD foram analisadas apos
abertura dos arquivos de imagem no console da estagcdo de trabalho do
equipamento de ultrassom intracoronario Volcano S5™.

A sequéncia de imagens a ser analisada foi escolhida com o auxilio da
reconstrugcdo em eixo longitudinal da escala em cinza, delimitando-se a regiao de
interesse a ser analisada. As analises transversais foram realizadas nos locais de
interesse, conforme descrito a seguir.

O didmetro e a area de referéncia da artéria coronaria foram determinados
mediante o calculo da média entre os didmetros e as areas de referéncia proximal e
distal a0 segmento em andlise, respectivamente. Os diametros de referéncia
proximal e distal foram calculados conforme a média entre 0 maior e 0 menor €ixo
da membrana elastica externa em milimetros (mm). As areas de referéncia proximal
e distal foram determinadas mediante o contorno da membrana elastica externa em
milimetros quadrados (mm?).

Os cortes transversais para a determinacdo do diametro e da area de
referéncia do vaso foram selecionados contemplando-se o critério da simetria, ou
seja, razao entre o didmetro menor e o didmetro maior inferior a 0,7, com o objetivo
de obter-se resultados fidedignos e excluir cortes transversais com remodelamento

vascular. Quando na presenga de ramo lateral maior ou igual a 2,0mm originando-se
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distalmente ao corte transversal utilizado para os calculos do diametro e da area de
referéncia proximal, ou um ramo maior que 2,0 mm originando-se proximal ao corte
transversal utilizado como referencia distal as medidas foram desconsideradas,
visando desta forma excluir a interferéncia da despropor¢ao ou mudancga abrupta de
calibre da artéria, o que poderia causar distorcdes e fatores de confusdo nas
medidas de referencia.

Apos a localizagao do corte transversal com o maior indice de remodelamento
arterial, denominado corte transversal de interesse (corte transversal 4), e a
realizacdo das medidas quantitativas em escala de cinza e da avaliagdo com
Histologia Virtual®, procedeu-se a avaliagdo de mais 6 cortes transversais com 5
quadros de diferenca, trés proximais e trés distais ao ponto com o maior indice de
remodelamento arterial (Figura 1).

Através da analise ultrassonografica foram determinadas as seguintes
medidas:

- diametros de referéncia proximal e distal da artéria coronaria em mm para o

calculo do diametro de referéncia do vaso pela média simples;

- areas de referéncia proximal e distal da artéria coronaria em mm? para o

calculo da area de referéncia do vaso pela média simples

- area do vaso nos cortes transversais em mm? para o calculo do indice de

remodelamento do vaso;

- area do limen nos cortes transversais em mm?;

- area da placa ateromatosa nos cortes transversais em mm?, calculada

subtraindo-se a area do vaso pela area da luz arterial; e

- carga de placa nos cortes transversais em porcentagem.
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Figura 1: Exemplo esquematico da posigdo dos cortes das imagens geradas pelo Ultrassom com
Histologia Virtual em relagao a artéria coronaria.

O indice de remodelamento foi calculado através da razdo entre a area do
vaso no corte transversal analisado e a area de referéncia do vaso, definindo-se
como remodelamento positivo razdo > 1,05.""1?

As diferentes composigcbes da placa ateromatosa foram avaliadas e
caracterizadas por Histologia Virtual®, utilizando-se o programa PcVH 2.2 (Volcano
Therapeutics, Rancho Cordova, EUA). Para a analise quantitativa da Histologia
Virtual® o tecido correspondente a placa ateromatosa foi codificado em cores, as
quais foram divididas em quatro grupos conforme os componentes principais da
placa ateromatosa: verde (fibrética); verde-amarelo (fibrolipidica), branco (calcio) e
vermelho ( nucleo necrético). Os dados da andlise por Histologia Virtual® foram
relatados em valores absolutos e em porcentagem em relagcdo a area da placa

ateromatosa (Figura 2).
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Nome Area %
do Componente (mm?) da Placa

Fibro-lipidico (FF)
I

Calcio-Denso (DC)

Figura 2: Exemplo de imagem do estudo. O mesmo quadro, a esquerda, o USIC em escala de cinza
e a direita, em modo de Histologia Virtual. Acima a quantidade dos componentes da placa (mm2 e
Porcentagem)

Analise Estatistica

Para o célculo do tamanho da casuistica foi usado o programa WINPEPI
modulo etcetera versao 2.32. Utilizou-se um coeficiente de correlagédo de 0,3 com
poder do teste de 90% com nivel de significancia de 0,01 para testar a diferenga de
zero no teste bicaudal. O tamanho da amostra foi calculado em 159 cortes
transversais, ou seja, em torno de 22 pacientes com 7 cortes transversais por
paciente.

Os dados das caracteristicas basais e da analise por ultrassom intracoronario
e Histologia Virtual® foram tabulados e inseridos na base de dados do programa
SPSS versdo 18. Os dados quantitativos gaussianos foram descritos por média e
desvio-padrao. Na presenca de assimetria usamos a mediana, amplitude inter-quartil
(P25 a P75) e valores minimo e maximo. Os dados categoricos foram descritos por
contagens e percentuais. Para avaliar a correlagdo entre o indice de remodelamento
e 0s componentes da placa ateromatosa foi utilizado o coeficiente de correlagao de

Spearman devido a assimetria dos dados.
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A variagcao dos componentes da placa ateromatosa entre os diferentes cortes
da artéria coronaria foi estudada mediante a anadlise de variancia de medidas
repetidas com a utilizagdo do programa SPSS versdo 18.0. Os dados foram
transformados logaritmicamente antes da analise. O nivel de significancia adotado
foi de a= 0,05.

Resultados

Foram avaliados um total de 113 pacientes, sendo que destes somente 30
pacientes preenchiam os critérios de inclusdo e ndo possuiam critérios de exclusao.
Dos 30 pacientes incluidos neste estudo, foram avaliados um total de 270 cortes
transversais oriundos das imagens de ultrassom intracoronario com Histologia
Virtual® previamente obtidas, sendo que 60 cortes transversais foram utilizados para
o calculo da area de referéncia do vaso.

A populacdo estudada apresenta média de idade de 60,8 anos, sendo a
maioria do sexo masculino (80%). A apresentagao clinica mais frequente foi a
angina instavel (56,6%). Em relacdo aos fatores de risco para doenca arterial
coronariana, 70% dos individuos apresentavam hipertensédo, 73,3% dislipidemia,
30% diabetes, 60% historia familiar de doenga arterial coronariana, 53,3% tabagismo
e 10% histdoria de infarto agudo do miocardio. A artéria descendente anterior foi o
vaso analisado mais prevalente (43%), seguida da artéria coronaria direita (30%) e
da artéria circunflexa (27%) (Tabela 1).

As medidas realizadas pelo ultrassom intracoronario em escala de cinza
mostraram que a média da area na referéncia proximal foi de 16,46 +- 5,17 mm?, a
média da area na referéncia distal foi de 14,49 +- 4,85 mm?, a média da area de
referéncia do vaso foi de 15,45 +- 4,88 mm? e a média do indice de remodelamento
no corte transversal de interesse (corte transversal 4) foi de 1,23 +-0,10 (Tabela 2).

Ao analisar quantitativamente os componentes da placa ateromatosa e dispor
os resultados em graficos de acordo com o corte transversal analisado, visualiza-se
a representacédo da quantidade de cada componente da placa ateromatosa ao longo
do segmento estudado. O corte transversal numero 1 representa o corte mais distal
do vaso, enquanto o corte transversal numero 7 € o mais proximal. O corte

transversal numero 4 ou corte transversal de interesse e os cortes transversais de
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numero 2, 3, 5 e 6 complementam a representacao do grafico para o entendimento
quantitativo dos componentes da placa ateromatosa no segmento de artéria

coronaria estudado.

Tabela 1 - Dados demograficos dos pacientes com leséo obstrutiva significativa em
artéria coronaria pela angiografia quantitativa e submetidos a avaliagdo com
ultrassom intracoronario e Histologia Virtual®. Unidade de Hemodinamica do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre, periodo janeiro de 2007 a janeiro de 2011.

Dados Demograficos 30 pacientes
Idade 60,8 +- 8,8
Sexo masculino 24 (80%)
Apresentacao clinica
angina estavel 13 (43,3)
angina instavel 17 (56,6)
Fatores de risco para doencga arterial coronariana
hipertensao 21 (70%)
dislipidemia 22 (73,3%)
diabetes 9 (30%)
histéria familiar 18 (60%)
tabagismo 16 (53,3%)
IAM prévio 3 (10%)
Artéria coronaria analisada
DA 13 (43%)
CX 8(27%)
CD 9(30%)

Tabela 2 - Medidas do vaso dos pacientes com lesédo obstrutiva significativa em
artéria coronaria pela angiografia quantitativa e submetidos a avaliagdo com
ultrassom intracoronario e Histologia Virtual®, Unidade de Hemodinamica do Hospital

de Clinicas de Porto Alegre, periodo janeiro de 2007 a janeiro de 2011.

Medidas do vaso 30 pacientes

Area proximal 16,46 +- 5,17 mm?
Area média 15,45 +- 4,88 mm?
Area distal 14,49 +- 4,85 mm?
Corte transversal de interesse (corte 4) 18,89 +- 5,23 mm?

indice de remodelamento 1,23+- 0,10
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Observa-se maior quantidade de conteudo fibrético seguido de fibrolipidico,
nucleo necrético e calcio (Figura 3). A analise da variagdo dos componentes da
placa ateromatosa entre os diferentes cortes da artéria coronaria utilizando-se a
analise de variancia de medidas repetidas evidenciou diferenca estatisticamente
significativa para todos os componentes da placa ateromatosa: fibrético (p=0,031),
fibrolipidico (p<0,001), nucleo necrdético (p<0,001) e célcio (p<0,001).
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Figura 3: Representagdo grafica da porcentagem de cada componente ao longo da placa
aterosclerética, cada numero esta relacionado ao corte histolégico. Em A o componente fibrético, B o
nucleo necrético C o fibrolipidio e D o calcio Houve variagao significativa entre os mesmos

componentes entre os diferentes cortes da artéria. Os dados foram transformados logaritmicamente
antes da analise.
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O conjunto de graficos, representando a correlagao linear (Spearman) entre o

indice de remodelamento e cada componente da placa ateromatosa, demonstra uma

correlagao positiva do remodelamento arterial coronariano com o nucleo necrético

rsy 0,79 (p< 0,001) e com o calcio

rsy 0,53 ( p=0,03). Por outro lado, houve

correlagéo inversa entre remodelamento arterial e o componente fibrético risy = - 0,48

(P=0,007), assim como entre remodelamento arterial € o componente fibrolipidico
rs)= - 0,58 (p=0,001) (Figura 4).
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Figura 4: Conjunto de graficos mostrando a correlagéo linear (Spearman) entre o indice de Remodelamento e
cada componente da placa. A o componente fibrético, B o componente fibrolipidico, C o nucleo necrético e D
Calcio. A regressao linear mostra uma relagéo inversa do remodelamento com o tecido fibroso e do fibrolipidico,
e correlagao positiva entre o nucleo necrético e o calcio (p<0.05).
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Discussao

A doenga coronaria como uma das maiores causas de morbimortalidade €&
investigada globalmente em busca de uma forma de melhor entende-la. Quando
buscamos na literatura, concluimos que existe certa relacdo entre o remodelamento
vascular e a composi¢do da placa ateromatosa®®'®'™. Estudos mostraram a forte
relacéo entre os eventos coronarios e os acidentes de placa (eroséo ou ruptura0. As
placas propensas a esses eventos possuem certas caracteristicas; uma delas € a
relacdo entre os componentes e sua distribuicdo e a outra € a presenca do
remodelamento positivo.?%:242526:27

Para a quantificagdo do remodelamento arterial foi criado o indice de
remodelamento, que é a relagdo entre a area da regido de interesse e a area de
referéncia do vaso'®. Essas medidas sdo possiveis porque o USIC oferece uma
visdo de 360 graus das artérias coronarias, diferenciando as varias estruturas do
vaso. Estudos de validagéo in vitro mostraram a boa correlacdo entre imagens
geradas pelo ultrassom intracoronario em escala de cinza e amostras histologicas de
tecidos®. Entretanto, essa modalidade de imagem ndo consegue caracterizar e
diferenciar de forma precisa os componentes da placa.

A Histologia Virtual® constitui um método adjunto de diagnéstico, uma
evolucao tecnoldgica do ultrassom intracoronario em escala de cinza. A Histologia
Virtual® possibilita fornecer informacdes detalhadas qualitativas e quantitativas sobre
a composicdo da placa ateromatosa, tendo sido validado através de estudos

histologicos de segmentos de artéria coronaria.?’

Esse recurso de imagem vem
sendo largamente utilizado na pesquisa clinica, tanto na avaliagdo da evolugao
prospectiva de lesdes ateroscleréticas®’, quanto na demonstragdo da eficacia de
novos tratamentos para a doenca aterosclerdtica®®>?

O estudo PROSPECT?®! avaliou pacientes com eventos cardiacos e placas
ateromatosas consideradas nao culpadas, porém com aspecto vulneravel. Os
resultados demonstraram que placas ateromatosas com caracteristicas de
vulnerabilidade e consideradas nao culpadas ndo foram associadas de forma
significativa a futuros eventos cardiovasculares adversos maiores, ou seja, essas

placas ateromatosas ndo sao preditoras de eventos. Contudo, neste estudo nao foi
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avaliada a presenca do remodelamento positivo como uma das variaveis preditoras
de eventos clinicos ou de vulnerabilidade de placa.

A Histologia Virtual® permite estudar a placa ateromatosa in vivo em uma
populacdo com a presenca de remodelamento positivo. Dessa forma, foi possivel a
realizacao desse estudo em uma populacdo com média de idade superior a 60 anos,
de maioria masculina, com alta prevaléncia de dislipidemia, hipertensdo arterial
sistémica, histéria familiar de DAC, tabagismo e diabetes, e que na sua maioria se
apresentou com angina instavel, caracterizando uma populagéo de alto risco.

Em relacdo aos dados referentes a analise da placa ateromatosa, as
correlagdes do remodelamento arterial positivo com nucleo necrético e com calcio
foram demonstradas com significancia estatistica (rsy = 0,79, p< 0,001 e rs) = 0,53,
p=0,03; respectivamente). Além disso, houve correlagdo inversa estatisticamente
significativa entre os componentes fibrético e fibrolipidico e o remodelamento do
vaso (ris) = - 0,48, p=0,007 e r)= - 0,58, p=0,001; respectivamente).

Resultados semelhantes foram reportados no estudo de Rodriguez-Granillo et
al.*, estudo também retrospectivo e com uma populagdo de 41 pacientes, no qual o
indice de remodelamento foi correlacionado com os componentes da placa
ateromatosa por Histologia Virtual® em artérias coronarias consideradas nao
culpadas e com estenose nao significativa (<50%). A analise por regressao linear
evidenciou a existéncia de relacdo entre os componentes da placa ateromatosa e o
remodelamento da artéria coronaria. O tamanho do nucleo necrético foi
significativamente maior nas lesdes corondrias com vaso positivamente remodelado
(r = 0.83 p < 0.0001) do que naquele com remodelamento negativo. Houve
correlagdo inversa estatisticamente significativa entre remodelamento positivo e
conteudo fibrético (r = —0.45 p = 0.003). Além disso, as placas ateromatosas nos
vasos positivamente remodelados tinham uma morfologia mais compativel com
placa vulneravel, sendo que 56% delas apresentavam uma fina capa fibrética,
enquanto no remodelamento negativo as placas ateromatosas possuiam uma
aparéncia mais estavel, onde 64% tinham espessamento patolégico da intima sem
nenhuma evidéncia de fibroateroma com capa fibrética fina.

Contudo, apesar de alguns resultados semelhantes, este estudo e o de
Rodriguez-Granillo®® apresentam varias diferencas na metodologia e na selegdo de
pacientes e da lesdo-alvo que constituem um diferencial importante entre ambos os

estudos. Em nossa analise, que tem como objetivo estudar o remodelamento arterial
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coronariano, o ponto de partida foi a busca do ponto de maior remodelamento
positivo e ndo o ponto de maior estenose, como no estudo de Rodriguez-Granillo e
colaboradores. Outra diferenga relevante na metodologia foi a realizagédo da analise
completa de um segmento de artéria coronaria de extensao pré-definida em nosso
estudo, o que possibilitou a analise intracortes da variagdo dos componentes da
placa ateromatosa nos segmentos de artérias coronarias estudados, enquanto
Rodriguez-Granillo e colaboradores realizaram apenas analises pontuais. Quanto a
selecdo da lesdo-alvo, nosso estudo analisou lesbes com obstrugédo significativa
(>50%) em artérias coronarias consideradas culpadas pelo evento cardiovascular,
ao passo que Rodriguez-Granillo e colaboradores estudaram lesdes obstrutivas néo
significativas em artérias coronarias ndo culpadas. Portanto, ambos os estudos
avaliaram perfis opostos de lesdo-alvo e de pacientes, onde este estudo analisou
pacientes apresentando lesdes com caracteristicas predominantemente instaveis,
enquanto o de Rodrigues-Granillo estudou pacientes apresentando lesbes com
caracteristicas estaveis.

Neste estudo, a analise dos diferentes componentes da placa ateromatosa e
de sua variagdo intracortes nos segmentos de artérias coronarias estudados
evidenciou diferenga estatisticamente significativa na variagdo dos componentes da
placa ateromatosa nos varios cortes estudados (fibrético p=0,031, fibrolipidico
p<0,001, nucleo necrético p<0,001 e calcio p<0,001), corroborando a existéncia de
uma variabilidade de componentes ao longo de uma mesma placa ateromatosa,
onde o0 nucleo necrético e calcio se concentram em segmentos com maior
remodelamento positivo, enquanto os componentes fibréticos e fibrolipidicos se
concentram em segmentos com menor ou sem remodelamento positivo.

A associagcao entre remodelamento arterial positivo e nucleo necrético
encontrada neste estudo ressalta a interagdo entre os componentes anatémicos e
histoloégicos envolvidos na doenga arterial coronariana. O nucleo necrotico tem
importante papel na liberagdo de metaloproteinases, um grupo de enzimas
proteoliticas que podem degradar e calcificar a elastina, a qual € uma proteina
responsavel pela elasticidade e resisténcia dos vasos arteriais.’®*” Portanto, esta
pode ser uma possivel explicagao fisiopatoldgica para justificar a correlagéo entre
nucleo necrotico e o remodelamento vascular positivo como uma relagao de causa-
efeito. Além da correlagdo com nucleo necrético, houve também correlacdo entre

remodelamento arterial e o calcio, reforcando ainda mais o papel das
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metaloproteinases no desarranjo estrutural, com a consequente calcificagcdo do
vaso.®

Os resultados da analise de regressao linear entre o indice de remodelamento
arterial e a quantidade de nucleo necroético, obtidos neste estudo, vém ao encontro
das séries de estudos anatomopatolégicos que mostraram associagao entre placas
rotas ou erodidas e presenca do remodelamento arterial em pacientes que foram a
dbito por sindrome coronaria aguda.®**° Portanto, fica demonstrada a importancia do
profundo conhecimento das caracteristicas e dos componentes da placa
ateromatosa para compreender melhor a sua evolugao, que se traduz em eventos
clinicos, assim como para amplificar a deteccdo de placas vulneraveis. Nesse
sentido, a pesquisa de remodelamento arterial positivo e de calcio, identificados
neste estudo como associados a presenca do nucleo necrético — o qual constitui o
principal componente de uma placa vulneravel — pode ser uma ferramenta util para a
deteccado de placas instaveis ou vulneraveis previamente a sua instabilizacdo e

repercussao clinica.

Limitacoes

Este estudo tem como principais limitagbes: (1) a avaliagao retrospectiva, (2)
a dificuldade em encontrar um segmento de artéria coronaria totalmente sadio como
segmento de referéncia do vaso devido a natureza da apresentacdo da doenca
arterial coronariana e (3) o tamanho da casuistica que, apesar de modesta, foi

suficiente para demonstrar correlagées com significancia estatistica.

Conclusoes

O remodelamento positivo da artéria coronaria esta associado a presenca de
calcio e do nucleo necroético, o qual caracteriza placas ateromatosas instaveis ou
vulneraveis. Portanto, a pesquisa de remodelamento arterial positivo e calcio pode
ser uma ferramenta util para a detecgdo de placas instaveis ou vulneraveis

previamente a sua instabilizacido e repercussao clinica.
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SUMMARY

Introduction: Acute coronary syndrome has major social and economic impact
and is associated with unstable coronary plaques. Pathological studies suggest
the association of plaques with positive remodeling. The identification and
characterization of atheromatous plaques at the sites of arterial remodeling is
crucial to the understanding of coronary disease, as the identification of positive
remodeling can serve as a method of evaluation for the identification of unstable

plaques.

Objectives: Primary: To evaluate the correlation between positive vascular
remodeling and necrotic core in atheromatous plaques in coronary arteries.
Secondary: To evaluate the correlation between positive remodeling with the

other components of the atheromatous plaque in coronary arteries.

Methods: 270 cross-sections derived from intracoronary ultrasound images with
Virtual Histology® or intracoronary ultrasound radiofrequency previously obtained
from 30 patients who had suspected coronary artery disease and the presence of
positive remodeling in coronary arteries identified by means of intracoronary
ultrasound. The different compositions of the atheromatous plaque were
assessed and characterized by virtual histology. The remodeling index was
calculated as the ratio of the vessel area in the cross-section analysis and the
reference area of the vessel, positive remodeling was defined as having a ratio >
1.05. The cross-section with the highest rate of arterial remodeling has been

termed as “cross-section of interest” (cross section 4).

Results: Mean age was 60.8 years and 80% were male. Unstable angina was
the most frequent clinical presentation (56.6%). The most prevalent vessel
analysed was the left anterior descending artery (43%), followed by the right
coronary artery (30%) and the circumflex artery (27%).

The average area at the proximal reference was 16.46 +/- 5.17 mm2, the
average area of the distal reference was 14.49 +/- 4.85 mm2, the average area

of the reference vessel was 1545 +/- 4.88 mm2 and the average rate of
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remodeling in the “cross-section of interest” (cross section 4) was 1.23 +/- 0.10.

The analysis of variance for repeated measures revealed a significant difference
in all the components of the atheromatous plaque: fibrotic (p = 0.031), fibrofatty
(p <0.001), necrotic core (p <0.001) and calcium (p <0.001). The linear
correlation (Spearman) between the remodeling index and each component of
the atheromatous plagque showed positive correlation of coronary artery
remodeling with necrotic core ri) 0.79 (p <0.001) and with calcium rs) 0, 53 (p =
0.03). Moreover, there was an inverse correlation between arterial remodeling
and fibrous component ris) = - 0.48 (p = 0.007) and between arterial remodeling

and component fibrofatty risy=-0.58 (p = 0.001).

Conclusions: Positive remodeling of the coronary artery is associated with the
presence of calcium and necrotic core, which characterizes unstable or
vulnerable atheromatous plaques. Therefore, the research of positive arterial
remodeling and calcium can be a useful tool for the detection of unstable or
vulnerable plaques before they became unstable and the clinical consequences
of this.

Key words: Vascular remodeling. Vulnerability. Atheromatous plaque. Virtual
Histology

Acute coronary syndromes present clinically as unstable angina, acute
myocardial infarction and sudden death. Various series of studies have shown
the strong association of these syndromes with rupture or erosion of
atheromatous plaque, thereby exposing the interior contents which results in
thrombus formation and, consequently, acute vessel occlusion.

The main histological characteristic of unstable coronary plaque is the
presence of a large lipid content juxtaposed to the lumen covered by a thin
fibrotic layer . *7 Another feature of unstable coronary plaque is the presence of
positive remodeling of the coronary artery, which may be defined as the
increasing of the diameter of the vessel at the site of atheromatous lesion and
which is associated with cardiovascular events in pathological studies. %2
Currently available data on the association between the characteristics of

atheromatous plaque and the pattern of vascular remodeling have not been
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sufficiently studied and the results of some studies are conflicting. The main
theory is that positive remodeling usually occurs in early lesions, to maintain the

diameter of the lumen despite the accumulation of charge placa. '**""

Studies using histological cuts and intracoronary ultrasound have shown
that the pathophysiological role of arterial remodeling may be more complex than
a mere process of compensation, there is a strong association between arterial
vascular remodeling, the local inflammatory response and plaque vulnerability. *®
20

The intracoronary ultrasound gray scale is a tool that aids in the diagnosis
of coronary disease. The images are very useful for characterizing the extent,
distribution and morphology of in vivo atheromatous plaques as well as the
vessel walls?. However, this method can not adequately differentiate the
contents of the atheromatous plaque. Virtual Histology® or intracoronary
radiofrequency is an auxiliary tool that transforms intracoronary ultrasound
signals into ultrasound waves captured in color images that distinguish the
components of atheromatous plaque. %

This study aims to correlate the presence of positive remodeling in
coronary arteries with greater amount of necrotic core and other components of
the atheromatous plaque through evaluation by intracoronary ultrasound

radiofrequency (Virtual Histology®).

Methods

Population

Male and female patients aged above 18 years, with significant stenosis in
coronary artery (> 50%) by quantitative angiography and underwent evaluation
with intracoronary ultrasound and Virtual Histology® from January 2007 to
January 2011, as clinically indicated.

The study was performed in the Catheterization Lab at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre and was approved by the Ethics Committee of the
Hospital, which is in accordance with the Declaration of Helsinki for human

research.
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Study Design

Cross-sectional, retrospective study.

Inclusion Criteria

Patients of both sexes, >18 years, who met all the following criteria were
included in this analysis:

- Cardiac catheterization with significant stenosis in coronary artery (>
50%);

- Having had a intracoronary ultrasound Virtual Histology®;

- Presence of positive remodeling during the analysis of intracoronary
ultrasound grayscale; and;

- Availability of clinical information and demographic data in the hospital

records.

Exclusion criteria

Patients who met at least one of the following criteria were excluded from
this study:

- Ultrasound image in grayscale and / or Virtual Histology® unsuitable for
analysis;

- Inability to obtain clinical and demographic data, both through medical
records or phone call;

- Stent in the studied vessel;

- Bypass grafts or left internal thoracic artery as a target vessel;

- Ostial lesion in left main coronary artery or right coronary target lesion;

- Presence of major side branch or equal to 2.0mm originating from the
vessel segment analysis;

- Cardiogenic shock or severe systemic disease; and

- Acute myocardial infarction.
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Data Collection

After reviewing the intracoronary ultrasound record book of the
Catheterization Lab at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre 113 patients with
coronary artery disease who underwent study with intracoronary ultrasound and

Virtual Histology® between January 2007 and January i2011 were selected.

Through hospital records and phone calls, the following variables were
collected: age, sex, risk factors, clinical syndrome of presentation. The eligible
cases were enrolled in the study. Information that could identify the patients was
kept strictly confidential, since patients were identified with unique identification
codes.

The analysis of intracoronary ultrasound with Virtual® Histology was
performed according to the consensus of experts from the American College of
Cardiology Clinic on Standards for Acquisition Measurement and Reporting of
Studies of Intracoronary Ultrasound.”® The analyzer was an interventional
cardiologist physician with extensive experience in intracoronary ultrasound and
Virtual Histology®, who was blinded to the clinical characteristics of patients and
the indications for the exam.

The ultrasound images to grayscale and Virtual Histology® of 113 patients
which were archived on DVD media were analysis after opening the image files
on the workstation console of the intracoronary ultrasound equipment: Volcano
S5TM

The sequence of images to be analysis was chosen with the help of
reconstruction in longitudinal axis of the gray scale, delimiting the region of
interest to be analysed. The transversal analysis was performed on areas of

interest, as described below.

The diameter and the reference area of the coronary artery were
determined by calculating the average of the diameters and areas of the proximal
and distal reference segment analysis, respectively. The diameters of the
proximal and distal reference were calculated as the average between the major
and the minor axis of the external elastic membrane in millimeters (mm). The
areas of the proximal and distal reference were determined by the contour of the

external elastic membrane in square millimeters (mm?).
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The cross sections to determine the diameter and area of reference vessel
sections were selected considering the criteria of symmetry, i.e., the ratio
between the largest and smallest diameter < 0.7, with the goal of obtaining

reliable results and exclude cross sections with vascular remodeling.

In the presence of a lateral branch greater than or equal to 2.0mm
originating distally from the cross section used for the calculation of the diameter
and proximal reference area, or a branch greater than 2.0 mm originating from
the proximal cross section using as distal reference, the measurements were
disregarded, thus aiming to exclude the interference of imbalance or abrupt
change in the caliber of the artery, which could cause distortion and confusing

factors in the reference measurements.

After the location of the cross section with the highest rate of arterial
remodeling, termed cross-section of interest (cross section 4), and the realization
of quantitative measures in grayscale and evaluation Virtual Histology®, followed
by the evaluation of 6 more cross-sections 5 frames apart, three proximal and
three distal to the point with the highest rate of arterial remodeling (Figure 1).

The following measurements were determined by ultrasound examination:

- reference diameters of the proximal and distal coronary artery in mm for
calculating the reference diameter of the vessel by simple average;

- proximal and distal reference area of the coronary artery in mm? for
calculating the reference area of the vessel by simple average

- Vessel area in cross sections in mm2 for the calculating the index of
vessel remodeling;

- luminal area in cross sections in mm?;

- Atheromatous plaque area in mm? in cross sections, calculated by
subtracting the vessel area by the luminal area; and

- plaque burden in the cross sections.
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Figure 1: Schematic example of the position of image cuts generated by the ultrasound with
Virtual Histology® in relation to the coronary artery.

The remodeling index was calculated as the ratio of the vessel area in the
cross section analysis and the reference area of the vessel, being defined as

positive remodeling reason> 1.05. '""2

The different compositions of the atheromatous plaque were assessed
and characterized by Virtual Histology®, using the PcVH 2.2 program (Volcano
Therapeutics, Rancho Cordova, CA, USA). For Virtual Histology® quantitative
analysis of the tissue corresponding to atheromatous plaque was color-coded,
which were divided into four groups as major components of the atheromatous
plaque: Green (fibrotic); yellow-green (fibrofatty), white (calcium) and red
(necrotic core). Virtual Histology® data analysis was reported as absolute values

and as a percentage relative to the area of atheromatous plaque (Figure 2).



58

Nome Area %
do Componente (mm?) da Placa

Fibro-lipidico (FF) 1,63
|

Calcio-Denso (DC)

Figure 2: Sample image of the study. Both images are the same, on the left, IVUS grayscale and
on the right Virtual Histology mode. The upper image shows the amount of plaque components
(mm2 and Percentage)

Statistical Analysis

To calculate the size of the sample, the WINPEPI module etcetera version
2.32. program was used. A correlation coefficient of 0.3 with a power of test 90%
with a significance level of 0.01 was used to test the difference of zero in two-
tailed test. The sample size was calculated on 159 cross-sections, ie,
approximately 22 patients with 7 cross sections per patient.

Data of baseline characteristics and analysis by intracoronary ultrasound
and Virtual Histology® were tabulated and entered into the SPSS version 18
tdatabase. Gaussian Quantitative data was described by mean and standard
deviation. In the presence of asymmetry the median, interquartile range (P25 to
P75) and minimum and maximum values were used. Categorical data is
presented as counts and percentages. To evaluate the correlation between the

remodeling index and the components of the atheromatous plague Spearman
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correlation coefficient was used due to the asymmetry of the data.

The variation of the components of the atheromatous plaque between
different sections of the coronary artery was studied by analysis of variance for
repeated measures using the SPSS version 18.0 program. The data were
logarithmically transformed before analysis. The level of significance was set at a
=0.05.

Results

A total of 113 patients were evaluated, and of these only 30 patients
fulfilled the inclusion criteria and had no exclusion criteria. Of the 30 patients
included in this study, a total of 270 previously obtained cross section images
derived from intracoronary ultrasound with Virtual Histology® were evaluated,
and 60 cross-sections were used to calculate the reference area of the vessel.

The study population has an average age of 60.8 years, the majority being
male (80%). The most frequent clinical presentation was unstable angina
(56.6%). In relation to risk factors for coronary artery disease, 70% of subjects
had hypertension, 73.3% dyslipidemia, 30% diabetes, 60% family history of
coronary artery disease, 53.3% smoking and 10% had a history of acute
myocardial infarction. The left anterior descending artery, was the most prevalent
vessel analysed (43%), followed by the right coronary artery (30%) and the
circumflex artery (27%) (Table 1)

The measurments obtained by intracoronary ultrasound grayscale showed
that the average area at the proximal reference was 16.46 +/- 5.17 mm?, the
average area of the distal reference was 14.49 +/- 4.85 mm?, the average area of
the reference vessel was 15.45 +/- 4.88 mm?, the average rate of remodeling of
cross-section of interest (cross section 4) was 1.23 +/- 0.10 (Table 2)

To quantitatively analyse the components of the atheromatous plaque and
display the results in graphs according to the cross-section analised, the
representation of the amount of each component of the atheromatous plaque
along the segment studied was displayed. Cross section number 1 represents

the most distal section of the vessel, while cross section number 7 is the most
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proximal. Cross-section number 4 (cross-section of interest) and cross sections
2, 3, 5 and 6 complement the graphic representation for the quantitative
understanding of the components of the atheromatous plaque in the coronary

artery segment studied.

Table 1 - Demographic data of patients with significant stenosis in the coronary
artery by quantitative angiography and who underwent evaluation with
intracoronary ultrasound and Virtual Histology®. Hemodynamics Unit of the

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, between January 2007 to January 2011.

Demographic Data 30 patients
Age 60,8 +- 8,8
Male 24 (80%)
Clinical presentation
stable angina 13 (43,3)
unstable angina 17 (56,6)
Risk factors for coronary artery disease
Hypertension 21 (70%)
Dyslipidemia 22 (73,3%)
Diabetes 9 (30%)
Family history 18 (60%)
Smoking 16 (53,3%)
Previous AMI 3 (10%)
Coronary artery analysis
Left anterior descending 13 (43%)
Left circumflex 8(27%)
Right coronary 9(30%)

Table 2 — Measuments of patients’ vessels with significant stenosis in the
coronary artery by quantitative angiography and who underwent evaluation with
intracoronary ultrasound and Virtual Histology®. Hemodynamics Unit of the

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, between January 2007 to January 2011.

Vessel Measurements 30 patients

Proximal area 16,46 +- 5,17 mm?
Average area 15,45 +- 4,88 mm?
Distal area 14,49 +- 4,85 mm?
Cross-section of interest (cross section 4). 18,89 +- 5,23 mm?

Remodeling index 1,23+ 0,10
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A high quantity of fibrous content was observed, followed by fibrofatty,
calcium and necrotic core (Figure 3). The analysis of the component variation of
the atheromatous plaque between the different sections of the coronary artery
using the repeated measures analysis of variance revealed no statistically
significant difference for all the components of the atheromatous plaque: fibrotic

(p = 0.031), fibrofatty (p <0.001 ), necrotic core (p <0.001) and calcium (p
<0.001).
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Figure 3: Graphic representation of the percentage of each component along the atherosclerotic
plaque, each number is related to the histological section. In A is the fibrotic component, in B the
necrotic core, in C fibrolipid and in D calcium. There was a significant variation among the same

components between different sections of the artery. The data were logarithmically transformed
before analysis.
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The set of graphs representing the linear correlation (Spearman) between

the index of remodeling and each component of the atheromatous plaque

demonstrates a positive correlation of coronary arterial remodeling with necrotic

core r(s) 0.79 (p <0.001) and calcium r) 0.53 (p = 0.03). Moreover, there was an

inverse correlation between arterial remodeling and fibrotic component rg) = -

0.48 (p = 0.007) and between arterial remodeling and fibrofatty component r) = -
0.58 (p = 0.001) (Figure 4).

1501 A
3 fs) = - 0,48
o P =0,007
T 140 o e °
7}
E * e o
(]
S 1304 °
=4 °
5 ° .. '. ’ :
% 1.204 o . e
3 ° o o L)
E 1.0 * . ¢ .
1,004
T T T J
00 200 400 600 800
Componente fibrético na placa (%)
124 C
s = 0,79 °
) P < 0,001
E 1.0 ¢ b °
E ) ° o °
o
8 1304 ¢
o °
§ ot
L]
.g 120 o o °
8 o e® o
5 .
E 1.90 $ Py

0o

100

Nucleo necrético na placa

indice de remodelamento

indice de remodelamento

150

1107

w1 77

B
° fs) = - 0,58
P =0,001
) o °
Oo e
o
L] ¢ 2 o
]
L]
o ©° § ® o
o ©
- °
T T T T
00 0o 200 0.0 “0o %00
Fibrolipidio na placa (%)
D

fisy = 0,52
P = 0,003

T Y
200 0

Calcio na placa (%)

Figure 4: A set of charts showing the linear correlation (Spearman) between the Remodeling
Index and each component of the plaque. A: fibrotic component, B: fibro-fatty component, C:
necrotic core, and D: Calcium. The linear regression shows an inverse relationship with the
fibrous tissue remodeling and fibrofatty, and a positive correlation between the necrotic core and
calcium (p <0.05).
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Discussion

Coronary heart disease as a major cause of morbidity and mortality
globally is investigated in the search for a way to better understand it. When we
look at the literature, we conclude that there is some relationship between
vascular remodeling and atheromatous plaque composition®'*'* Studies have
shown a strong relationship between coronary events and plaque accidents
(erosion or rupture). The plaques which are prone to these events have certain
characteristics; one of which is the relationship between components and their
distribution and the other is the presence of positive remodeling. %%242°26:27

To quantify the arterial remodelling and remodelling index, which is the
ratio between the area of the region of interest and the reference area vessel'®,
was created. These measurements are possible because the IVUS offers a 360
degree view of the coronary arteries, differentiating the various structures of the
vessel. Validation studies in vitro showed a good correlation between images
generated by intracoronary ultrasound grayscale and histological samples of the
tissues®. However, this imaging modality cannot accurately characterize or
differentiate plaque components.

Virtual Histology® is an adjunct diagnostic method, a technological
evolution of intracoronary ultrasound grayscale. Virtual Histology® provides
detailed qualitative and quantitative information about the composition of
atheromatous plaque and has been validated by histological studies of segments
of coronary artery.?’ This image resource is being used extensively in clinical
research, both in the evaluation of prospective development of atherosclerotic
lesions®!, and the demonstration of efficacy of new treatments for the

asthetoterotic disease 3%

The PROSPECT®' study evaluated patients with cardiac events and
atheromatous plaques considered not to be the culprit, but with vulnerable
aspect. The results demonstrated that atheromatous plaques with characteristics
of vulnerability and considered not to be the culprit and were not significantly
associated with future major adverse cardiovascular events, that is to say, these

atheromatous plaques are not predictive of events. However, this study did not
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evaluate the presence of positive remodeling as one of the predictor variables of
clinical events or plaque vulnerability.

Virtual Histology® allows the study of atherosmatous plaque in vivo within
a population with the presence of positive remodeling. Therefore, it was possible
to conduct this trial in a population with an average age over 60 years, mostly
male, with high prevalence of dyslipidemia, systemic hypertension, family history
of CAD, smoking, and diabetes, the majorarity of which presented with unstable
angina, characterising a high-risk population.

Regarding the datave on the analysis of atheromatous plaque, the
correlations of positive arterial remodeling with necrotic core and calcium were
demonstrated with statistical significance (ris)=0.79, p <0.001 and ry=0.53, p =
0.03, respectively). In addition, there were statistically significant inverse
correlation between fibrotic and fibrofatty components and vessel remodeling (rs)
=-0.48, p =0.007 and rs)= - 0.58, p = 0.001, respectively).

Similar results were reported in the study by Rodriguez-Granillo et al.*®,
this study was also retrospective and with a population of 41 patients, in which
the remodeling index was correlated with the components of atheromatous
plaque by Virtual Histology® in coronary arteries considered not to be the culprit
and no significant stenosis (<50%). The linear regression analysis showed the
existence of a relationship between the components of atheromatous plaque and
coronary artery remodeling.

The size of the necrotic core was significantly higher in coronary lesions
with positively remodeled vessel (r = 0.83 p <0.0001) than those with negative
remodeling. There was a statistically significant inverse correlation between
positive remodeling and fibrotic content (r = -0.45 p = 0.003). Furthermore, the
atheromatous plaques in the positive remodelling vessels had a more compatible
morphology with vulnerable plaque, with 56% of them having a thin fibrous cap,
whereas, the negative remodeling atheromatous plaques had a more stable
appearance, where 64% had pathological thickness of the intima with no
evidence of fibroatheroma with thin fibrous cap.

present several differences in methodology and patient selection and
target lesion, which is an important difference between both studies. In our

analysis, which aims to study coronary arterial remodeling, the starting point was



65

the search for the point of maximum positive remodeling and not the point of
greatest stenosis, as in the study of Rodriguez-Granillo et al.

Another important difference in methodology was the realization of the full
analysis of a pre-defined length of a segment of coronary artery in our study,
which allowed the intracuts variation analysis of the components of the
atheromatous plaque in coronary artery segments studied, while Rodriguez-
Granillo and colleagues performed only specific analysis. Concerning the
selection of the target lesion, our study examined lesions with significant
obstruction (> 50%) in coronary arteries found to be the culprit by a
cardiovascular event, while Rodriguez-Granillo and colleagues studied no
significant obstructive lesions in the coronary arteries not to be the culprit
Therefore, both studies evaluated opposite profiles of target lesion and patients,
whereas this study analysed patients presenting lesions with predominantly
unstable characteristics, Rodriguez-Granillo studied patients presenting stable

characteristics lesions.

In this study, analysis of the different components of the atheromatous
plaque and its variation in the cuts between coronary artery segments studied
showed a statistically significant difference in the variation components of the
atheromatous plaque in the various sections studied (p = 0.031 fibrotic, fibrofatty
p<0.001, necrotic core p<0.001 and calcium p<0.001), corroborating that there is
variability in components through the atheromatous plaque, where the necrotic
core and calcium are concentrated in segments with a greater positive
remodeling, while fibrotic and fibrolipid components are concentrated in

segments with less or no positive remodeling.

The association between positive arterial remodeling and necrotic core
found in this study emphasizes the interaction between the anatomical and
histological components involved in coronary artery disease. The necrotic core
has an important role in the release of metalloproteinases, a group of proteolytic
enzymes which may degrade and calcify elastin, which is a protein responsible
for the elasticity and resistance of arterial vessels.*®*" Therefore, this may be a
possible pathophysiologic explanation to justify the correlation between necrotic

core and positive vascular remodeling as a relationship of cause and effect. In
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addition to the correlation with necrotic core, there was also a correlation
between arterial remodeling and calcium, further strengthening the role of
metalloproteinases in the structural breakdown, with consequent calcification of
the vessel ®

The results of linear regression analysis between the index of arterial
remodeling and the amount of necrotic core, obtained in this study, conform with
series of anatomopathological studies that showed an association between
ruptured or eroded plaques and the presence of arterial remodeling in patients
that died from acute coronary syndrome 3%“° Therefore, it demonstrates the
importance of thorough knowledge of the characteristics and components of the
atheromatous plaque to better understand its evolution, which translates to
clinical events, as well as to amplify the detection of vulnerable plaques.
Accordingly, the research of positive arterial remodeling and calcium, identified
in this study as associated with the presence of necrotic core - which is the main
component of a vulnerable plaque - can be a useful tool for detecting vulnerable

or unstable plaques prior to instability and its clinical consequences.

Limitations

This study's main limitations: (1) retrospective assessment, (2) difficulty in
finding a totally healthy segment of the coronary artery as vessel segment
reference due to the nature of the presentation of coronary artery disease and (3)
the size of the casuistic analysis which, although modest, was enough to

demonstrate statistically significant correlations.

Conclusions

Positive remodeling of the coronary artery is associated with the presence
of calcium and necrotic core, which is characterized unstable or vulnerable
atheromatous plaque. Therefore, the research of positive arterial remodeling and
calcium can be a useful as a tool for the detection of previously vulnerable or

unstable plaques and its clinical consequences.
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