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RESUMO DA DISSERTACAO

A ultrassonografia (US) pélvica € um método rapido, ndo invasivo e de baixo
custo que atualmente € utilizado como adjuvante na investigacao de precocidade
sexual. O indice de pulsatilidade (IP) das artérias uterinas avaliado pelo método
de Doppler reflete a impedancia do fluxo sanguineo no vaso distal ao ponto de
amostragem e tem sido sugerido como um parametro para definir o
desenvolvimento puberal. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a acuracia do
IP das artérias uterinas para o diagnéstico de inicio puberal em meninas.
Realizou-se um estudo transversal com meninas com desenvolvimento puberal
normal. O diagnéstico de inicio da puberdade foi dado pela classificacdo de
Tanner de desenvolvimento mamario maior ou igual a 2. As participantes foram
divididas da seguinte forma: pré-puberdade (Tanner 1), puberdade inicial
(Tanner 2 e 3) e puberdade tardia (Tanner 4 e 5). Os resultados do IP das artérias
uterinas (definido como a diferenca entre o pico do fluxo sistélico e o fluxo
diastolico final dividido pela velocidade média do fluxo), das medidas uterinas,
endometriais e ovarianas foram registrados. A analise estatistica incluiu as
medidas de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e
negativo (VPN), razdo de verossimilhangca positiva e negativa, acuracia,
correlagdo de Spearman e curvas ROC com Youden. Foram incluidas 169
meninas de 5 a 16 anos que realizaram 202 US pélvicas. Meninas pré-puberes
tiveram média de IP significativamente maior do que meninas na puberdade
inicial e na puberdade tardia, respectivamente 6,70 + 2,15 vs. 4,14 + 1,55 vs.
2,81 £ 1,05, P <0,001 para todas as comparacfes. A andlise da curva ROC
demonstrou que o IP foi capaz de identificar o inicio da puberdade com area sob
a curva de 0,838 £ 0,04 (P <0,001), e o ponto de corte do IP de 5,05 apresentou
sensibilidade de 77%, especificidade de 85%, VPP de 92% e acuréacia de 79%.
A combinacédo de IP abaixo de 5,05 e volume uterino acima de 3,75 cm?3
apresentou sensibilidade de 73%, especificidade de 95%, VPP de 97% e
acuracia de 79% para detectar a puberdade inicial. Correlacdo negativa forte
entre IP e volume uterino e correlagbes negativas moderadas com espessura
endometrial, didmetro longitudinal uterino e volume do ovario direito e esquerdo
foram encontrados. Em conclusédo, encontramos uma reducao significativa do IP

durante o desenvolvimento puberal, refletindo um aumento progressivo do fluxo



sanguineo para o Utero. Combinado com o volume uterino, o IP pode ser uma
ferramenta ndo invasiva valiosa e altamente especifica para confirmar o inicio da

puberdade.



LISTA DE ABREVIATURAS

ECL - Eletroquimioluminescéncia
FSH - Hormonio foliculo-estimulante
GnRH - Hormonio liberador de gonadotrofinas
HHG - Hipotalamo-hipofise-gonadal
ICMA - Imunoquimioluminescéncia
IFMA - Imunofluorometria

IP - indice de pulsatilidade

LH - Hormonio luteinizante

PPC - Puberdade precoce central
RM - Ressonancia magnética

SNC - Sistema nervoso central

US - Ultrassonografia

VPN - Valor preditivo negativo

VPP - Valor preditivo positivo
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RESUMO

A puberdade precoce ocorre mais frequentemente em meninas e €
definida classicamente como o desenvolvimento de caracteristicas sexuais
secundérias antes dos 8 anos de idade nesse género. Além dos achados do
exame clinico, o diagndstico de puberdade precoce é feito por meio de avaliacédo
laboratorial hormonal com a dosagem do horménio luteinizante (LH) sérico
elevado e presenca de resposta ao teste de estimulo com injecdo do hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH). No entanto, existem limitagbes desses
testes pela falta de consenso do ponto de corte do LH para se considerar uma
resposta puberal e custo elevado do teste de estimulo com GnRH. A
ultrassonografia (US) pélvica é considerada um método ndo invasivo, rapido e
de baixo custo que atualmente € utilizada como adjuvante na investigacdo de
precocidade sexual. Estudos mostram que meninas com puberdade precoce
central (PPC) apresentam ovarios e volume uterino maiores em comparacao
com controles pré-puberes e meninas com telarca precoce isolada; entretanto, a
sensibilidade é baixa para o diagnostico diferencial em virtude da grande
sobreposicao de valores entre os grupos. O uso do Doppler com calculo do
indice de pulsatilidade (IP) para avaliacdo da impedancia ao fluxo vascular nas
artérias uterinas surge para tentar superar essa limitacdo. Os escassos
resultados até o momento sugerem que esta ferramenta pode ser Gtil para
diferenciar meninas puberes das pré-puberes e auxiliar no diagnéstico de
precocidade sexual. O objetivo dessa revisao foi identificar e analisar os estudos
publicados que avaliaram o uso da US pélvica com Doppler de artérias uterinas
para o diagnéstico da puberdade precoce em meninas.
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ABSTRACT

Precocious puberty occurs most frequently in girls and is classically defined as
the development of secondary sexual characteristics before the age of 8 years in
this gender. In addition to the findings of clinical examination, the diagnosis of
precocious puberty is made through hormonal laboratory evaluation with the
presence of an elevated serum luteinizing hormone (LH) and a positive response
to the gonadotropin-releasing hormone (GnRH) stimulation test. However, there
are limitations to these tests due to the lack of consensus on the LH cut-off point
to consider a pubertal response and the high cost of the GnRH stimulation test.
Pelvic ultrasonography (US) is considered a fast, non-invasive and low-cost
method that is currently used as an adjunct in the investigation of sexual
precocity. Studies have shown that girls with central precocious puberty (CPP)
have larger ovarian and uterine volumes compared to prepubertal controls and
girls with isolated premature thelarche; however, the sensitivity is low for
differential diagnosis due to the great overlap of values between groups. The use
of Doppler with calculation of the pulsatility index (PI) to assess the impedance
to vascular flow in the uterine arteries emerges as an attempt to overcome this
limitation. The scarce results so far suggest that this instrument can be valuable
to differentiate pubertal from prepubertal girls and assist in the diagnosis of sexual
precocity. The purpose of this review was to identify and analyze published
studies that evaluated the use of pelvic US with Doppler of uterine arteries for the

diagnosis of precocious puberty in girls.
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INTRODUGCAO

A puberdade € um processo de maturacdo biolégica que representa a
transicdo fisica, hormonal e psicoldgica da infancia para a vida adulta,
culminando no desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e
aquisicao da capacidade reprodutiva (1). Os mecanismos envolvidos no inicio do
processo puberal ainda ndo estdo completamente definidos, embora se saiba
que ha influéncia de diversos fatores, incluindo os horménios do tecido adiposo,
a funcdo gastrintestinal, a producdo de andrégenos pelas adrenais, 0 estresse
fisico e psicossocial e a genética (2). Nesse periodo, ocorre uma reativacéo do
eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HHG), com aumento da secrecao pulsatil de
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), o qual estimula a secre¢ao dos
hormonios luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH), que por sua vez
estimulardo a secrecao dos esteroides sexuais pelas gbnadas e promoverao a
gametogénese (1,3). Considera-se puberdade precoce em meninas a presenca
de caracteristicas sexuais secundarias antes dos 8 anos de idade, sendo na
maioria dos casos de origem central, por maturacéo prematura do eixo HHG.

Existem dificuldades relacionadas a avaliacdo laboratorial hormonal na
puberdade precoce, tal como a adequada determinacdo e padronizacdo para
cada laboratério dos valores de referéncia para criancas normais ajustados para
0 sexo, idade cronoldgica e estagio puberal. Observa-se que, na prética clinica,
apesar de serem de facil execucdo, esses métodos diagndsticos estdo
associados a algumas limitagdes, tais como resultados conflitantes com o quadro
clinico, possiveis erros laboratoriais, custo dos farmacos usados nos testes de
estimulo e, dependendo do tipo de teste utilizado, dificuldade em relagdo a sua
importacdo. Sendo assim, tem-se estudado o valor diagndstico da
ultrassonografia pélvica com avaliacdo de medidas e morfologia de 6rgaos
reprodutores no diagnéstico de meninas com suspeita de puberdade precoce.
Recentemente o uso do Doppler com calculo do indice de pulsatilidade (IP) para
avaliacdo da impedancia ao fluxo vascular nas artérias uterinas tem surgido
como alternativa atraente para evidenciar sinais compativeis com a instalagdo
da puberdade (4).
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O objetivo do presente artigo foi identificar e analisar os estudos
publicados que avaliaram o uso da ultrassonografia (US) pélvica com Doppler de

artérias uterinas para o diagnostico de puberdade precoce em meninas.

ETIOLOGIA DA PUBERDADE PRECOCE EM MENINAS

A manifestacdo inicial de puberdade em meninas ao exame fisico
usualmente € a presenca de botdo mamario (telarca), que representa o estagio
de Tanner 2 (1,5). A faixa etaria normal para seu inicio representa o tempo em
que 95% das criancas apresenta-se com o estagio de Tanner 2 (Figura 1),
correspondendo ao intervalo de 8 a 13 anos no sexo feminino (6). Logo, a
definicdo classica de puberdade precoce em meninas € o desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias antes dos 8 anos (7). Embora alguns
estudos tenham indicado que a telarca ocorre mais cedo agora do que na década
de 1960, a idade da menarca permaneceu relativamente estavel nas ultimas
décadas, ap6s um periodo de declinio gradual até meados do século 20 na
maioria das populagdes industrializadas (8,9). Portanto, parece que o intervalo

entre a telarca e a menarca aumentou (10).

A Breast Development and Pubic Hair
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Figura 1. Estadiamento puberal de acordo com Tanner. Adaptado de Carel JC,
Léger J. N Engl J Med 2018;358(22):2366-77. (7)
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A puberdade precoce ocorre mais frequentemente em meninas (15-20:1),
sendo sua incidéncia estimada em 1 caso para 5.000-10.000 meninas nos
Estados Unidos (11,12). A prevaléncia descrita foi de 0,2% em um estudo
dinamarqués, de 37 por 100.000 meninas em um trabalho espanhol e de 55,9
por 100.000 meninas em um estudo da Coréia do Sul (13-15).

Classifica-se a puberdade precoce em central (PPC), também chamada
de gonadotrofina-dependente ou verdadeira, quando ha maturacdo prematura
do eixo HHG; e periférica (PPP), também denominada gonadotrofina-
independente, quando ha secrecdo autdnoma de hormoénios sexuais gonadais
ou horménios adrenais de causa genética, tumoral ou por fonte exdgena (3). Em
80% dos casos, a precocidade sexual € dependente de gonadotrofinas (6).
Aproximadamente 90% das meninas com PPC tem causa desconhecida, sendo
classificadas como idiopaticas (16). As alteracdes cerebrais mais comuns
encontradas sdo hamartoma hipotalamico, encefalite, hidrocefalia,
neurofibromatose tipo 1, meningomielocele e encefalopatia neonatal (17).

A avaliacdo clinica de um paciente com suspeita de puberdade precoce
deve incluir anamnese detalhada, com idade do aparecimento e velocidade de
progressdo dos caracteres sexuais secundarios, presenca de exposicdo a
esteroides sexuais, uso de medicamentos, sintomas relacionados a doenca no
sistema nervoso central (SNC), tais como cefaleia, alteragbes visuais, alteracéo
de personalidade, antecedente de trauma cranioencefalico ou de infeccbes de
SNC, historia familiar e neonatal. O exame fisico é composto pela afericao de
medidas antropométricas com calculo da velocidade de crescimento, avaliacdo
dos caracteres sexuais secundarios segundo a classificacdo de Tanner
(desenvolvimento mamario e presenca de pelos pubianos - Figura 1). A
dermatoscopia também deve ser realizada em busca de alteracfes: manchas
café com leite podem sugerir Sindrome de McCune Albright ou neurofiboromatose

tipo 1.

DIAGNOSTICO

AVALIACAO HORMONAL
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A avaliacao laboratorial inicial da puberdade precoce em meninas inclui a
dosagem de gonadotrofinas (LH e FSH) e de estradiol. A dosagem de FSH € de
pouca utilidade, mas valores supressos em associacdo com esteroides sexuais
elevados sugerem a presenca de puberdade precoce periférica (18,19). O
exame de LH deve preferencialmente ser coletado pela manha com ensaios
ultrassensiveis, com limite de deteccdo de 0,1 UI/L (18). Os ensaios de alta
sensibilidade disponiveis séo a imunofluorometria (IFMA),
imunoquimioluminescéncia (ICMA) e eletroquimioluminescéncia (ECL). Valores
de LH basal acima de 0,6 UI/L (IFMA) ou acima de 0,3 UI/L (ICMA, ECL) séo
considerados puberais, embora valores abaixo destes niveis ndo excluam PPC
(18,20,21). A sensibilidade do LH basal coletado pela manha para o diagndstico
de PPC varia de 56 a 100%, com especificidade de 64 a 100%, dependendo do
ponto de corte e ensaio utilizado (11). As concentracbes de gonadotrofinas
devem ser interpretadas com cautela em criancas menores de 2 anos, visto que
niveis elevados de LH e FSH podem ser fisiol6gicos nesse periodo da vida (6).
A dosagem de estradiol apresenta baixa sensibilidade para diagndstico de PPC
e grande sobreposicdo de valores entre meninas puberes e pré-puberes (3). No
entanto, valores elevados de estradiol na presenca de gonadotropinas supressas
sugerem fortemente PPP (12).

Quando ha suspeita de PPC na presenca de LH basal ndo diagnéstico,
esta indicado o teste de estimulo com GnRH, com medi¢édo de LH em uma Unica
amostra 30 a 40 minutos apos a aplicacdo intravenosa de GnRH de curta acdo
(gonadorrelina 100 pg) (22). Um pico de LH estimulado de pelo menos 5 UI/L €
considerado ativacao da puberdade (21). Na indisponibilidade de GnRH, usa-se
um agonista de GnRH de longa acao, leuprorrelina 3,75 mg, com dosagem de
LH apo6s 30 a 180 minutos (amostra de sangue Unica ou em mais pontos de
tempo, dependendo do protocolo usado) apos a aplicacdo intramuscular. Uma
resposta maior que 5 UI/L é sugestiva de puberdade, mas outros pontos de corte,
variando de 4 a 8 UI/L, ja foram sugeridos (6,11,23,24). As principais
desvantagens deste teste sdo o alto custo e risco de reacdo no local da

aplicacao.

AVALIACAO POR IMAGEM
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Raio-X de maos e punhos

A realizacdo de Raio-X de mao e punho para a avaliacdo da idade 6ssea
esta indicada em todas as meninas com precocidade sexual (25). Considera-se
um avanco significativo de idade 6ssea quando excede em 1 ano ou encontra-
se 2 desvios-padrao acima da idade cronoldgica, ainda que, em fases iniciais da
puberdade precoce, possa ndo haver um avanco expressivo (10,25,26). A
avaliacdo da idade 6ssea também pode ser usada para o calculo da altura
predita na vida adulta, embora tenda a superestima-la (27).

Ressonancia magnética do encéfalo

A ressonancia magnética (RM) do encéfalo € recomendada para todas as
meninas com PPC de inicio antes dos 6 anos de idade ou com sintomas de
doencas do SNC (16). A sua realizacdo em meninas entre 6-8 anos sem
sintomas € controversa, uma vez que a prevaléncia de lesdo cerebral € baixa
nesta populacéo (3% em uma meta-analise), além de ser um exame de alto
custo, com administracdo endovenosa de contraste e que pode necessitar de
sedacdo (10,28,29). Logo, alguns autores sugerem que a decisdo seja
individualizada, com discusséo de pros e contras com a familia (16). No entanto,
muitos especialistas recomendam que a RM seja feita rotineiramente em todas

as meninas menores de 8 anos com PPC (3,10,11,30).

Ultrassonografia Pélvica

A US pélvica é um método nao invasivo, rapido e de baixo custo, com
utilidade ja bem estabelecida na investigacdo de dor pélvica, massas pélvicas e
genitalia ambigua (31). Os seguintes parametros uterinos sao avaliados:
didmetro longitudinal, diametro transversal, espessura endometrial, diametro
anteroposterior e célculo da razéo entre o diametro do fundo e cérvice. Avaliam-
se também as medidas ovarianas, numero de foliculos e didametro méximo do
maior foliculo. Fatores relacionados ao paciente, como obesidade e distenséo

das alcas intestinais, podem prejudicar a precisao do exame. O volume uterino
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e ovariano é calculado pela férmula: comprimento x didametro anteroposterior x
diametro transversal x 0,5233 (31).

O tamanho e morfologia do Utero e ovarios mantém-se relativamente
estaveis na infancia: o volume de cada ovario € menor que 2 cm?2, com foliculos
menores que 9 mm, e o comprimento uterino é menor que 4 cm (32). Pontos de
corte para volume uterino pré-ptbere variam de 1,8 a 4 cm® em estudos (31). O
fundo e a cérvice uterinos apresentam largura semelhante, formando uma
configuracéo tubular, com raz&o fundo-cérvice em torno de 1, e o endométrio
geralmente ndo é visivel (33). Durante a puberdade, o Utero apresenta aumento
progressivo, seu corpo torna-se mais largo que a cérvice (razdo fundo-cérvice
2/1 a 3/1), assumindo a tipica forma de pera na mulher adulta, e com endométrio
visivel, com sua espessura variando conforme a fase do ciclo menstrual em
meninas po6s menarca (31,32,34). Os ovérios também aumentam, atingindo
volume médio de 2 a 4 cm® em meninas pré-menarca e de 8 cm® (ampla
variacéo, 2,5-20 cm?) no periodo pés-menarca (33).

Muitos investigadores tém documentado que meninas com PPC
apresentam ovarios e volume uterino maiores em comparagcdo com controles
pré-puberes e meninas com telarca precoce (35-37). No entanto, a sensibilidade
€ baixa para o diagnostico diferencial em virtude da grande sobreposicédo de
valores entre os grupos (38-41). A US pélvica também tem sido estudada para o
acompanhamento de meninas com PPC em tratamento com bloqueio hormonal,
com evidéncia de reducdo do comprimento e volume uterino, dos volumes
ovarianos, da presenca de eco endometrial visivel e do numero de foliculos apo6s

3 meses de bloqueio (42,43).

Doppler de Artérias Uterinas

A ultrassonografia com Doppler utiliza como principio basico as mudancas
na frequéncia que ocorrem quando o som é difundido por objetos que se movem
em relacéo a fonte do som, podendo ser aplicado a investigacéo das velocidades
do fluxo sanguineo (44).

O uso do Doppler facilita a avaliacdo da circulagcdo Utero-ovariana e da

medida da impedancia ao fluxo nessa arvore vascular. O estudo das artérias
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uterinas a partir deste método € empregado na pratica clinica principalmente na
gestacao e medicina fetal (45,46).

O IP, definido como a diferenca entre o pico de fluxo sistélico e de fluxo
diastélico final dividida pela velocidade média de fluxo (Figura 2), reflete a
resisténcia ao fluxo sanguineo no vaso distal ao ponto de avaliacdo (44).
Considerando-se que as condi¢des proximais de fluxo sanguineo permanecam
constantes, um aumento na impedancia distal resultard em um aumento no IP e,
correspondentemente, uma diminuicdo na impedancia distal resultara em uma
diminuicdo do IP. A avaliacédo é feita pelo calculo da média do IP da artéria
uterina direita e esquerda ou o pelo IP da artéria de mais facil visualizacao, ja
que estudos prévios descreveram ndo haver diferenca no fluxo uterino a
esquerda e a direita (44,47,48). O principal mecanismo proposto para as
mudancas no padréo de fluxo vascular é a presenca de receptores de estrogénio
nas paredes das artérias uterinas, que promovem uma reducao da resisténcia

vascular quando h& estimulo hormonal (49).

Figura 2. Célculo do indice de pulsatilidade. (44)

Em 1989, Long et al foi pioneiro na avaliacdo do Doppler de artérias
uterinas em pacientes adultas fora do periodo gestacional (44). Foram avaliadas
26 voluntarias (média de idade de 27 anos) com ciclos menstruais regulares,
sem uso de anticoncepcional e sem historico de doenca pélvica. Encontrou-se
um IP que variou de 1,67 a 5,23 (média 3,25), sem diferenca significativa entre
artéria uterina direita e esquerda, entre periodo pré-ovulatorio ou pés-ovulatério,

e entre mulheres com e sem gestacao prévia.
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O IP foi avaliado em diferentes fases da vida em um estudo transversal
que incluiu 133 mulheres saudaveis na Dinamarca com idade entre 6 e 25 anos
(50). Foi constatado um IP elevado em pacientes com Tanner 1 e 2, com queda
do valor no Tanner 3, persistindo baixo no Tanner 4, com novo aumento nas
adolescentes Tanner 5 e mulheres adultas (Figura 3), possivelmente refletindo o
aumento do fluxo sanguineo para o Utero que esta em crescimento progressivo,
com novo aumento do IP na idade adulta, quando o Utero esta desenvolvido e
com angiogénese completa.

(a) (b)

10

£<0.0001

indice de Pulsatilidade

indice de Pulsatilidade

1 2 3 4 5 Adultas s 10 15 20 25
Idade (anos)

Figura 3. indice de pulsatilidade das artérias uterinas de acordo com

estagio de Tanner (a) e idade (b). Adaptado de Mosfeldt Laursen E et al.

Ultrasound Obstet Gynecol 1996;8:341-345. (50)

Tendo em vista a escassez de dados na literatura para determinar valores
de referéncia do IP na populacéo pediatrica, em especial na fase peri-puberal,
Ziereinsen et al realizou estudo com 61 meninas saudaveis entre 2 e 15 anos
(média 10,3 anos) (51). Detectou-se correlacdo negativa significativa entre IP e
volume ovariano, comprimento e diametro transverso uterino. Na avaliacdo com
Doppler, identificaram-se trés padrdes de fluxo (Figura 4). O padréo tipo 1,
caracterizado por ondas de fluxo sistolico estreitas sem fluxo diastolico, foi
observado em 24 meninas (idade média de 7 anos e 9 meses; 19 classificadas
como Tanner 1, 2 como Tanner 2 e 1 como Tanner 3), que tiveram IP médio de
6,27 (3,5-8). O padréo 2 - fluxo interrompido durante a diastole - foi encontrado
em 10 meninas com idade média de 11 anos, IP médio de 3,7 (2,5-5), as quais

tinham estagio puberal Tanner 1 (n=5), Tanner 2 (n=2) e Tanner 3 (n=3). Por fim,
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o padrédo tipo 3 (fluxo ininterrupto durante a diastole) foi encontrado em 26
meninas com idade média de 12 anos e 9 meses, IP médio de 2,0 (1,1-2,96),
sendo a metade em periodo pés menarca e as demais Tanner 2 ou 3. Neste
estudo, também foram avaliadas 4 meninas com puberdade precoce, as quais
apresentavam inicialmente fluxo do tipo 3 na avaliagdo com Doppler. Apds o
inicio do tratamento, o padréo de fluxo mudou para o tipo 1 ou 2 e houve aumento
do IP, exceto em no caso onde houve falha de bloqueio hormonal, em que
persistiu com IP baixo e com padréo tipo 3. Por outro lado, a avaliagdo com
Doppler de 60 meninas iranianas nao encontrou diferenca significativa no fluxo
vascular entre diferentes estagios de puberdade (52). Neste estudo, o IP
encontrado foi de 1,65 + 0,29 no grupo pré-puberal (n=20), 1,64 + 0,44 no grupo
de meninas puberes antes da menarca (n=20) e 1,47 + 0,25 no grupo pos
menarca (n=20) - valores inesperadamente baixos em todos 0S grupos.

Figura 4. Padrdes de Doppler de artérias uterinas: (a) antes da puberdade
(ondas de fluxo sistélico estreitas sem fluxo diastélico); (b) inicio da puberdade
(ondas de fluxo sistélico com sinal de fluxo interrompido durante a diastole); (c)
final da puberdade (ondas de fluxo sistélico amplo com sinal de fluxo ininterrupto
durante a diastole). Adaptado de Ziereisen F et al. Pediatr Radiol 2001;31:712-
719. (51)

O papel da US pélvica com Doppler no diagnostico diferencial de
precocidade sexual em meninas foi estudado por um grupo italiano (Battaglia C

et al) (53). Foram incluidas 69 meninas com telarca ou pubarca antes dos 8 anos,
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divididas em trés grupos: Tanner M2P2 com resposta pré-puberal ao teste de
estimulo com GnRH (grupo 1, n=17), Tanner M2P2 com resposta puberal ao
teste (grupo 2, n=16), pubarca precoce isolada (grupo 3, n=20) e telarca precoce
isolada (grupo 1V, n=20). Considerou-se uma resposta puberal um LH basal >0,3
UI/L, um pico de LH >15 UI/L ap6s estimulo com GnRH 100 mcg, uma razédo do
pico de LH/FSH >0,66 ou uma diferenga entre LH basal e pico >7 UI/L. O menor
IP foi encontrado no grupo 2 (resposta puberal ao teste), sendo o valor abaixo
de 2,5 considerado indicativo de Utero em crescimento (Figura 5). Neste estudo,
o IP baixo teve maior acuracia diagnostica de puberdade precoce do que o
volume uterino acima de 4 ml e a presenca de eco endometrial visivel. A
sensibilidade foi de 94%, especificidade de 96%, valor preditivo positivo (VPP)
de 88%, valor preditivo negativo (VPN) de 98%, com concordancia com teste de
estimulo com GnRH de 98,5%. Em adicdo, o IP se correlacionou inversamente
com o volume uterino (r = -0.529; P <0.001) e com as dosagens plasmaticas de
FSH (r = —0.429; P=0.001), LH (r = -0.507; P=0.001) e estradiol (r = —0.366;
P=0.024).

P<0,001
|

P<0,001

P=0,005 U

Indice de Pulsatilidade
o — ) w &~
T T T T

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 5. indice de pulsatilidade das artérias uterinas de acordo com a
resposta ao teste com GnRH e quadro clinico. Grupo 1: resposta pré-puberal ao
teste de estimulo com GnRH. Grupo 2: resposta puberal ao teste de estimulo
com GnRH. Grupo 3: pubarca precoce isolada. Grupo 4: telarca precoce isolada.
Adaptado de Battaglia C et al. Ultrasound Obstet Gynecol. 2003;22(3):277-83.
(53)

Mais recentemente, outro grupo italiano (Paesano et al) publicou o maior
estudo até o momento, utilizando o Doppler de artérias uterinas com a finalidade
de auxilio no diagnéstico de puberdade precoce (4). Foram incluidas 207
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meninas classificadas como pré-puberes, 176 com puberdade fisiologica e 112
com PPC, que tiveramo IPde 6,4+1,4,34+1,1e4,1+1,5, respectivamente,
com valor significativamente menor no grupo de puberdade fisiologica. A Figura
6 mostra a area sob a curva dos diferentes critérios para puberdade: a
combinacgao de IP e diametro longitudinal uterino foi semelhante ao pico de LH
no teste de estimulo, indicando ser um método néo invasivo util para detectar a
presenca de puberdade. O ponto de corte de IP de 4,6 teve acuracia de 87%,
sensibilidade de 83%, especificidade de 94%, VPN de 80% e VPP de 95%. Um
ponto forte deste trabalho foi avaliar a concordancia intra e interobservador em
uma amostra independente de 15 pacientes. Encontrou-se um coeficiente de
correlacdo intraclasse para a concordancia intraobservador de 0,82 (IC 95%
0,689-0,926) e interobservador de 0,79 (IC 95% 0,689-0,926). Por outro lado,
uma limitac@o foi que os autores utilizaram como critério de inclusdo no grupo
pubere a presenca de pelo menos 2 dos critérios: Tanner 2M2, pico de LH pds
GnRH acima de 5 mU/ml, diametro longitudinal uterino acima de 35 mm. Assim,
das 207 meninas classificadas como pré-puberes, apenas 71 eram Tanner M1
(121 pacientes eram M2 e 13 pacientes eram M3), prejudicando a validade deste
grupo, ja que a maioria era clinicamente pubere. Chama a atencédo a grande
diferenca entre o ponto de corte de IP encontrado pelo estudo de Battaglia C et
al (IP 2,5) e pelo trabalho de Paesano et al (IP 4,6) (4,53). Possiveis explicacfes
incluem o critério distinto para definicdo de estado puberal e o perfil diferente de
pacientes incluidas (apenas abaixo de 8 anos no primeiro estudo e até 17 anos
no segundo).

Dessa forma, ainda nao estdo definidos os pontos de corte do IP que
possam distinguir meninas pré-puberes das meninas com puberdade inicial
definida pelo exame fisico apenas. Além disso, diferentes combinacdes dos
parametros de volume uterino e ovariano em adicdo a medida do IP, todos
obtidos de forma simultdnea e sem acréscimo de custos, ndo foram ainda
exploradas adequadamente como teste diagnodstico para definir a presenca de
puberdade. Por fim, como fatores étnicos podem afetar o padrdo e a
temporalidade do desenvolvimento puberal, sdo justificados estudos que

definam pontos de corte para cada populagao distinta.
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Figura 6. Curva ROC do indice de pulsatilidade (IP), pico de LH, diametro
longitudinal uterino e diametro longitudinal uterino + IP para identificacdo de
desenvolvimento puberal. Adaptado de Paesano PL et al. AJR Am J Roentgenol.
2019;213(2):451-457. (4)

CONCLUSOES

A dosagem de gonadotrofinas, principalmente do LH, apds o estimulo com
GnRH, é o padrédo de referéncia para o diagnostico bioguimico da PPC. No
entanto, ndo ha ainda um consenso na literatura quanto ao ponto de corte do LH
sérico para se considerar uma resposta puberal. Além disso, € um exame
invasivo, com efeito adverso de dor no local da aplicacdo da injecdo, e que
demanda tempo e profissional capacitado para coleta de sangue em criancas
para a sua realizacao. Finalmente, apresenta custo elevado - o pre¢co médio do
agonista do GnRH esta em torno de 250 reais.

Atualmente, a US pélvica é utilizada como uma ferramenta adjuvante
para a investigacado de meninas com sinais de precocidade sexual, uma vez que
pode indicar a presenca de patologia adrenal, cistos e tumores ovarianos, além
de sinais de estimulo hormonal no uUtero e ovarios. Entretanto, estudos indicam
uma sobreposicao de valores das medidas do Utero e ovarios entre meninas pre-

puberes e puberes, limitando o seu potencial diagnéstico. Logo, o estudo com
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Doppler surge para tentar superar essa limitacdo. Deve-se ressaltar que é um
exame nao invasivo, rapido (duracdo media de 15 minutos), indolor e de menor
custo (em média 150 reais). Todavia, € um exame operador-dependente,
podendo ter a sua acuracia diagnostica influenciada pela experiéncia do
radiologista e pela qualidade do aparelho de US. Os principais resultados até o
momento indicam que o Doppler de artérias uterinas com calculo do IP pode ser
atil para diferenciar meninas puberes das pré-puberes e auxiliar no diagnostico
de puberdade precoce. Um valor de IP abaixo de 4,6 mostrou associa¢cdo com a
presenca de resposta puberal positiva no teste de estimulo hormonal e pode ser
indicativo do inicio da puberdade. No entanto, ha a necessidade de estudos
maiores, com populacfes variadas de outros etnias e com acompanhamento
durante a terapia de bloqueio hormonal para que essa ferramenta possa vir a ser

incluida de forma sistematizada na pratica clinica.
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CAPITULO 2

Accuracy of Doppler Assessment of the Uterine Arteries for the Diagnosis

of Pubertal Onset in Girls
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RESUMO

Introducéo: A ultrassonografia (US) pélvica com analise por Doppler da arvore
uterina permite avaliar a impedancia do fluxo sanguineo por meio do indice de
pulsatilidade (IP), que tem sido sugerido como parametro para definir o inicio da
puberdade.

Métodos: Estudo transversal que incluiu meninas com desenvolvimento puberal
normal. O diagndstico de inicio da puberdade foi dado pela presenca de escore
de Tanner de desenvolvimento mamario =2. A avaliagcéo por Doppler do IP das
artérias uterinas (definido como a diferenca entre o pico do fluxo sistélico e o
fluxo diastélico final dividido pela velocidade média do fluxo) e medidas uterinas,
endometriais e ovarianas foram registradas. Realizaram-se analises por
correlacdo de Spearman e curvas ROC com Youden.

Resultados: Foram incluidas 169 meninas de 5 a 16 anos que realizaram 202
US pélvicas. Meninas pré-puberes (n = 39) tiveram média de IP
significativamente maior do que meninas na puberdade inicial (n = 92) e na
puberdade tardia (n = 71), respectivamente 6,70 + 2,15 vs. 4,14 £ 1,55 vs. 2,81
+ 1,05, P <0,001 para todas as comparacdes. A andlise da curva ROC
demonstrou que o IP foi capaz de identificar o inicio da puberdade com area sob
a curva de 0,838 £ 0,04 (P <0,001), e o ponto de corte do IP de 5,05 apresentou
sensibilidade de 77%, especificidade de 85%, valor preditivo positivo (VPP) de
92% e acuracia de 79%. A combinacéao de IP <5,05 e volume uterino >3,75 cm3
apresentou sensibilidade de 73%, especificidade de 95%, VPP de 97% e
acuracia de 79% para detectar a puberdade inicial.

Conclusdes: Detectou-se uma reducdo significativa do I[P durante o
desenvolvimento puberal, refletindo um aumento progressivo do fluxo sanguineo
para o Utero. Combinado com o volume uterino, o IP pode ser uma ferramenta

nao invasiva valiosa e altamente especifica para confirmar o inicio da puberdade.
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ABSTRACT

Introduction: Pelvic ultrasonography (US) with Doppler analysis of the uterine
tree allows the evaluation of blood flow impedance through the pulsatility index
(PI), which has been suggested as a parameter to define pubertal onset.
Objective: To evaluate the accuracy of the PI of the uterine arteries for the
diagnosis of pubertal onset in girls.

Methods: Cross-sectional study with girls with normal pubertal development. The
diagnosis of puberty initiation was the presence of Tanner breast development
score 22. Pelvic US and Doppler assessed PI of the uterine arteries (defined as
the difference between the peak systolic flow and end-diastolic flow divided by
the mean flow velocity), uterine, endometrial and ovarian measurements were
evaluated. Spearman correlation and ROC curves with Youden were performed.
Results: We included 169 girls aged 5-16 years who performed 202 pelvic US
exams. Prepubertal girls (n = 39) had mean PI significantly higher than girls in
initial puberty (n = 92) and in late puberty (n = 71), respectively 6.70 £ 2.15 vs.
414 +£1.55vs. 2.81 + 1.05, P <0.001 for all the comparisons. ROC curve analysis
demonstrated that the Pl was able to identify the onset of puberty with an area
under the curve (AUC) of 0.838 + 0.04, P<0.001, and the cutoff point of Pl of 5.05
presented a sensitivity of 77%, a specificity of 85%, a positive predictive value
(PPV) of 92% and an accuracy of 79%. The combination of Pl <5.05 plus uterine
volume >3.75 cm? presented a sensitivity of 73%, a specificity of 95%, a PPV of
97% and an accuracy of 79% to detect initial puberty.

Conclusions: We found a significant reduction of the PI during pubertal
development, reflecting a progressive increase in blood flow to the uterus.
Combined with uterine volume, the Pl can be a valuable non-invasive and highly

specific tool to confirm the onset of puberty.
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INTRODUCTION

Pelvic ultrasonography (US) is a quick, non-invasive, and low-cost method
for the evaluation of uterine development and ovarian volume, and identification
of ovarian cysts and tumors (1).

The size and morphology of the uterus and ovaries are relatively stable in
childhood (2). During puberty, the uterus fundus progressively increases in size,
becoming wider than the cervix and assuming the typical pear shape found in
adult women (3,4). The endometrial lining is then seen and varies according to
phase of the menstrual cycle (3). Ovarian size also increases, and multiple cysts
can be seen during each menstrual cycle, representing stimulated follicles (1).

Doppler analysis enables the assessment of utero-ovarian circulation and
flow impedance measurement in this vascular tree. The pulsatility index (PI),
defined as the difference between the peak systolic flow and end-diastolic flow
divided by the mean flow velocity, reflects blood flow impedance in the vessel
distal to the sampling point (5). Considering that the proximal blood flow
conditions remain constant, an increase in distal impedance will result in an
increase in PI, and, correspondingly, a decrease in distal impedance will result in
a decrease in PI.

Few studies have evaluated flow velocity in the uterine arteries of healthy
women in different age groups and pubertal stages (5-9). Most of the studies
observed an increased Pl in the prepubertal phase and a reduction during
puberty, which could reflect a progressive increase in blood flow to the uterus
(5,7,9). On the other hand, one small study did not find significant differences in
vascular flow assessment among girls with different pubertal stages (8).

The aim of this study was to evaluate the accuracy of the PI of the uterine
arteries for the diagnosis of pubertal onset in girls, in comparison or in

combination with the usual parameters of uterine and ovarian volumes.

PATIENTS AND METHODS

Study population
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We conducted a cross-sectional study with evaluation of girls with normal
pubertal development who were examined by a pediatric endocrinologist with
evaluation of pubertal stage according to the Tanner classification and performed
a pelvic US with Doppler assessment of uterine arteries.

The study protocol was approved by the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre Research Ethics Committee. Standards for Reporting Diagnostic accuracy
studies (STARD) guidelines were followed according to the latest protocol update
(10).

Healthy girls were eligible if they had thelarche and pubarche after 8 years
of age, and no history or evidence of any uncontrolled systemic disease. The
diagnosis of puberty initiation was the presence of Tanner breast development
score greater than or equal to 2 assessed by visual inspection and breast
palpation. Tanner breast staging is classified as 1 (no glandular tissue), 2 (breast
bud appearance), 3 (further enlargement of breast and areola), 4 (areola and
papilla forming a secondary mound above level of breast) and 5 (mature stage,
with projection of papilla only, related to recession of areola) (11). We divided the
girls into three stages: prepuberty (Tanner breast development score 1), initial
puberty (Tanner breast development score 2 and 3) and late puberty (Tanner
breast development score 4 and 5). Exclusion criteria included use of estrogen
or progestogen for any purpose, or any uncontrolled disease.

Four pediatric endocrinologists agreed to participate in the study. Clinical
data such as the age of menarche, pubarche and thelarche were recorded.
Standing height was measured using a stadiometer to the nearest 0.1 cm; weight
was measured on a digital scale with 10 g of precision. Body mass index [BMI =
weight (kg)/height (m?)] was calculated. Target height was calculated according
to the formula already established in the literature for girls: [(father's height cm -
13 cm] + mother’s height cm/2 (12).

Ultrasound and Doppler examination

The transabdominal pelvic US examination was performed by the same
experienced pediatric radiologist, with an US transducer (Aplio 400, Toshiba;
Aplio 300, Toshiba) using a convex (2-5 MHz) or microconvex (5-8 MHz) probe,
according to the size of the subject) in all included participants, using the full
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bladder technique. A 50-Hz filter was used to remove low-frequency signals
produced by motion artifacts, and the angle of insonation was adjusted to obtain
maximum color intensity. Three to five consecutive heartbeats were analyzed.

Uterine and ovarian volume, and endometrial thickness were recorded.
The uterine and the ovarian volumes were calculated by the ellipsoid formula:
volume (cm3®) = longitudinal diameter (cm) x transverse diameter (cm) x
anteroposterior diameter (cm) x 0.5233. Doppler signal was obtained from right
and left uterine arteries. The Pl was calculated in uterine arteries, and the
average value of both arteries was recorded, since no significant difference was
observed between right and left arteries. Each examination took an average of
15 minutes plus 10 minutes for the delivery of the printed result.

An independent sample of 4 girls with different pubertal stages was
included to assess intraobserver variability. Three Pl measurements were
performed during the sonographic exam, by the same operator. The coefficient

of variation (CV) and the intraclass correlation coefficient were analyzed.

STATISTICAL ANALYSIS

Results were presented as mean + standard deviation or median (range),
unless otherwise stated. The Kolmogorov—Smirnov test was employed to assess
the distribution of variables. Continuous parametric variables were analyzed
using Student's t test or ANOVA. The comparisons among the stages of puberty
were conducted by one-way ANOVA or Kruskal-Wallis tests. Correlations
between Pl and uterine and ovarian parameters were assessed using
Spearman’s correlation coefficients. ROC curves were used to assess the
capacity of Pl and other sonographic parameters to discriminate between initial
puberty and prepuberty. The optimal cutoff values were defined using the Youden
Index (sensitivity + specificity — 1) (13). We compared the area under the curve
(AUC) with the Bootstrap test for two correlated ROC curves (14). We also
calculated sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV), positive likelihood ratio (LR+); negative likelihood ratio
(LR-) and accuracy for the cutoff points found (the formulas are described in the

Supplement).
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The sample size was calculated to estimate the sensitivity and specificity
of the PI to diagnose the onset of puberty, using the PSS Health tool online
version (15). Considering a 95% confidence level, amplitude for the desired
confidence interval of 20% using the Wilson method, prevalence of the outcome
of 40%, expected sensitivity of 83% and expected specificity of 94% as
mentioned in Paesano PL et al. (9), a total sample size of 133 subjects was
determined.

All analyses were performed in the SPSS software version 20 and the R
4.0.4 (The R Project for Statistical Computing). The level of significance adopted

was 5%.

RESULTS

A total of 169 girls aged 5 to 16 years (mean 11.3 £ 1.8 years) who
performed 202 pelvic US with Doppler assessment were included. Twenty-seven
girls had done a pelvic US in more than one of the three pubertal stages.

The study flowchart is shown in Figure 1. Mean age of thelarche, pubarche
and menarche were 10.1 £ 1.2, 10.2 + 1.2 and 12.1 + 1.2 years respectively.
Table 1 summarizes the clinical characteristics of the participants.

Figure 2 depicts the mean Pl according to Tanner stage (panel A) and
study groups (panel B). No differences were observed in mean Pl measurements
between Tanner 2 and 3 (P = 0.939) and between Tanner 4 and 5 (P = 0.833).
All other comparisons were statistically significant. Prepubertal girls had a mean
PI significantly higher than girls in initial puberty and in late puberty, respectively
6.70 £ 2.15vs. 4.14 £ 1.55 vs. 2.81 + 1.05 (P <0.001 for all the comparisons).
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(n = 425)

Potentially eligible participants

(n =169)

Participants includedin the study

Excluded (n = 256)

Thelarche or pubarche <8 years (n = 115)

Missing Tanner stage score (n = 91)

Uncontrolled disease (n = 35)

Estrogen/Progestogen use (n = 15)

Pelvic US with Pl assessment

(n=202)
Tanner1 Tanner 2 Tanner 3 Tanner4 Tanner5
(n=39) (n = 46) (n = 46) (n = 36) (n=395)
Prepuberty Initial puberty Late puberty
(n=39) (n=92) (n=71)

Figure 1. Study flowchart. PI: pulsatility index; US: ultrasonography.

Table 1. Clinical characteristics of the participants according to pubertal stage.

Prepuberty Initial puberty Late puberty
(N = 39) (N =92) (N =71)

Age at pelvic US (years) 93+13 11.0+14 12.7+1.4
Age of thelarche (years) - 102+1.2 10.0+£0.9
Age of pubarche (years) 10.2+1.3 10.3+14 10.2+0.9
Age of menarche (years) - - 121+1.2
Age of maternal menarche (years) 124+ 2.7 129+ 14 127+1.6
Prematurity (%) 15 14 14
Weight (kg) 32.0+5.0 39.8+9.0 48.9+12.1
Height (cm) 133.6+7.2 143.8 £+ 8.9 1540+ 7.7
BMI (kg/m?) 17.9+2.4 19.2+35 20.6 + 4.5
BMI z-score 0.60 (-2.1-1.9)  0.61(-2.2-2.3) 0.64 (-3.0-2.2)
Overweight (%) 28 28 24
Obesity 0 2 3
Target height (cm) 162+4.4 162.7 £ 5.7 161 +6.0
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Table 2 presents the sonographic measurements of the participants
according to pubertal stage. Uterine volume and longitudinal diameter,
endometrial thickness and ovarian volumes of prepubertal girls were significantly
different from those of girls in initial and late puberty. Additionally, the group of
initial puberty had different measurements in comparison with the group of late

puberty.
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Figure 2. Mean PI according to Tanner stage (panel A) and study groups (panel
B). *P <0.001 for comparison with stages 2,3,4 and 5. **P <0.001 for comparison

with stages 4 and 5. ***P <0.001 for comparison with stages 2 and 3.
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Table 2. Sonographic measurements according to pubertal stage.

Parameter Prepuberty Initial puberty  Late puberty P
Pulsatility index 6.70 £ 2.15 4,14+ 155 2.81+£1.05 <0.001
Uterine volume (cm?3) 2.60 (1.2-6.5) 6.30(1.7-29.4)  34.3(8.1-92)  <0.001
Uterine longitudinal diameter (cm) 3.35+ 047 4.30 +0.83 6.24+1.0 <0.001
Endometrial thickness (mm) 0 (0-3.2) 2.2 (0-9) 6.0 (1.2-13) <0.001
Right ovarian volume (cm?3) 1.64 +0.79 3.55+1.98 7.16 £ 4.54 <0.001
Left ovarian volume (cm?) 1.62 +0.85 3.30+£1.82 6.03 £ 4.40 <0.001
Mean ovarian volume (cm?®) 1.64 +0.77 3.43+1.77 6.55 + 3.76 <0.001

ROC curve analysis demonstrated that the Pl was able to identify the onset
of puberty with an AUC of 0.838 + 0.04 (P<0.001), which was comparable to the
AUC of other ultrasound parameters (Figure 3).

Table 3 presents the AUC, cutoff, sensitivity, specificity, PPV, NPV,
positive and negative likelihood ratio, and accuracy of Pl and the other pelvic US
parameters. The PI cutoff point of 5.05 presented a sensitivity of 77%, specificity
of 85%, PPV of 92%, NPV of 61% and an accuracy of 79% to detect initial
puberty. When we combined the cutoffs of Pl below 5.05 plus uterine volume
above 3.75 cm3, we found a higher specificity (95%) and PPV (97%). The overlap
in the Venn diagram for the detection of initial puberty with Pl and uterine volume

is shown in Figure 4.
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Figure 3. Comparison between the AUC of ROC curves of PI, uterine volume,
uterine longitudinal diameter, endometrium thickness, right and left ovarian

volume. Diagonal line is regression line.

We found a strong negative correlation between Pl and uterine volume (rs
= -0.72, P <0.001) and a moderate negative correlation with endometrial
thickness (rs= -0.68, P<0.001), uterine longitudinal diameter (rs = -0.68, P
<0.001) and right (rs = -0.60, P <0.0001) and left (rs= - 0.59, P <0.001) ovarian
volumes (Figure S1 of Supplement).

44



Uterine volume Pulsatility index

8 6/ 4

Figure 4. Venn diagram displaying the intersection of girls with initial puberty
detected by pulsatility index (PI) and uterine volume (n=67), uterine volume only
(n=8) and PI only (n=4). Thirteen girls with initial puberty were note detected by

any of the methods.

The intraclass correlation coefficient for intraobserver agreement was
0.967 (95% CI 0.782-0.998, P <0.001), indicating an excellent reliability. The CV

was 12%.
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Table 3. Diagnostic value of Pl and sonographic measurements for diagnosis of pubertal onset.

Sensitivity  Specificity PPV NPV LR+ LR- Accuracy

Parameter AUC Cutoff
(%) (%) (%) (%) (%)
Pulsatility index 0.838 5.05 77 85 92 61 5.13 0.27 79
Uterine volume 0.897 3.75cm? 81 79 90 65 3.86 0.24 80

Pulsatility index and Pl 5.05
0.866 73 95 97 60 14.6 0.28 79

uterine volume combined UV 3.75 cm®

Uterine longitudinal diameter 0.837 3.55cm 84 68 86 63 2.63 0.24 79
Right ovarian volume 0.811 2.15cm? 78 77 89 60 3.39 0.29 78
Left ovarian volume 0.802 2.15 cm? 76 77 89 58 3.30 0.31 76
Endometrium thickness 0.809 1.35 mm 75 79 90 57 3.57 0.32 76

AUC: area under the curve; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value; LR+: positive likelihood ratio; LR-:

negative likelihood ratio; UV: uterine volume;

46




DISCUSSION

We found that prepubertal girls had significantly higher Doppler PI of
uterine arteries than girls in initial puberty and in late puberty. The cutoff point of
Pl of 5.05 had the highest accuracy for the detection of initial puberty. The
combination of Pl below 5.05 plus uterine volume above 3.75 cm? had the highest
PPV (97%). Additionally, we identified significant negative correlations between
Pl and uterine volume, endometrial thickness, uterine longitudinal diameter and
ovarian volumes.

The present study is, to the best of our knowledge, the first Latin American
study to evaluate the contribution of Doppler of uterine arteries for the detection
of signs of pubertal onset. A previous Danish study found a significant increase
in the uterine artery flow velocity during puberty, with a decline in vascular
resistance in mid-puberty (5). In contrast to our results, they found a significant
decrease in the PI only after Tanner stage 3. Finally, a new increase in the PI
was detected in Tanner 5 girls and adult women, possibly indicating a complete
angiogenesis (5). Change in the Doppler signal pattern of uterine arteries was
also identified in a report that comprised girls between 2 and 15 years of age (7).
They found narrow systolic flow waves and an average Pl of 6.27 in prepubertal
subjects, interrupted diastolic flow waves and a mean Pl of 3.7 in girls in the
beginning of external sexual development, and an uninterrupted signal during the
diastolic interval at the end of puberty (mean PI of 2.0). As with our results, a
negative correlation between Pl and uterine and ovarian parameters was shown.
The main mechanism proposed for the changes in vascular flow pattern is the
existence of estrogen receptors on the walls of the uterine arteries, which
promotes a reduction in vascular resistance in the presence of hormonal
stimulation (16,17). On the other hand, a study with girls from Tehran found no
significant difference in uterine vascular flow between those without pubertal
signs, those with signs of puberty, but without menarche, and those after the
beginning of menstruation (8). However, the sample size was only 60 girls.

We found a PI cutoff point of 5.05 as the most accurate to identify the onset
of puberty. When we combined this cutoff with the presence of a uterine volume
greater than 3.75 cm?, both specificity and PPV increased. Therefore, patients
with a mean PI below 5.05 together with a uterine volume above 3.75 cm? can
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have pubertal development confirmed with great confidence. A recent lItalian
study identified a PI cutoff of 4.6 to differentiate pubertal from prepubertal girls,
with an accuracy of 87% and, when combined with a longitudinal uterine diameter
of 35 mm, the accuracy increased to 91% (9). Contrasting to our study, which
used only the clinical parameter (Tanner's breast stage) as a reference test for
the diagnosis of beginning of puberty, a combination of clinical (Tanner stage),
laboratory (LH peak after GhRH stimulus) and sonographic (longitudinal uterine
diameter) criteria were used for the diagnosis of pubertal activation. The
hormonal evaluation increases the reliability in the reference standard, but the
criteria used generated the inclusion of girls with Tanner 2 and 3 in the
prepubertal group. In addition, girls with physiologic and central precocious
puberty were included and analyzed together. A previous Italian study considered
a Pl below 2.5 as indicative of a rapidly growing uterus in a sample of girls with
signs of sexual precocity, with a 98.5% agreement with the GnRH stimulation test
(18). However, it did not include a control group of girls with normal pubertal
development.

The endometrial thickness seems to be less studied compared to other
sonographic parameters. An Israeli study found a low sensitivity (57%) and a
specificity of 100% for the presence of endometrial echo to differentiate central
precocious puberty from isolated thelarche (19). In contrast, Chinese authors
identified endometrial thickness as the best parameter (AUC of 0.933 with a cutoff
point of 2.6 mm) to differentiate healthy prepubertal girls from patients with central
precocious puberty in the age group of 8 to 10 years (20). In our study, the
sensitivity of the endometrial thickness was slightly lower than the other
sonographic parameters, but with a specificity comparable to that of the uterine
volume. As for the ovarian volume, the cutoff point to identify the beginning of
puberty varies considerably in the literature. A previous Brazilian study found a
cutoff for ovarian volume of 1.0 cm? (21). We found a higher value of 2.15 cm?,
However, cutoffs of up to 4.4 cm® have been already described (22). As
previously described, right and left ovaries had similar volumes in our study
population (21,23,24).

The strengths of our study were the presence of careful clinical evaluation
to define the presence of normal puberty, the large sample size, and also that all
pelvic sonographic exams were performed by the same experienced pediatric
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radiologist and with the same machine. Additionally, the recommended steps to
analyze a diagnostic test were strictly followed, including STARD guidelines and
rigorous statistical analyses. Finally, due to the well-recognized distinct ethnical
influences on pubertal development, it is of utmost importance to build a pattern
for each different population. The limitation of our study was that hormonal
laboratory evaluation for confirmation of the beginning of puberty was not
available.

In conclusion, we found a significant reduction of the PI during pubertal
development, reflecting a progressive increase in blood flow to the uterus. Alone
or in combination with uterine volume, the PI can be a valuable non-invasive and

highly specific tool to confirm the onset of puberty.
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SUPPLEMENT

Diagnostic Accuracy Measures

- Sensitivity: TP / (TP+FN)

- Specificity: TN / (TN+FP)

- Positive predictive value: TP / (TP+FP)

- Negative predictive value: TN / (TN+FN)

- Accuracy: (TP+TN) / (TP+TN+FP+FN)

- Positive likelihood ratio: sensitivity / (1-specificity)

- Negative likelihood ratio: (1-sensitivity) / specificity
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Mean PI

Figure S1. Spearman correlation between Pl and uterine and

° rs =-0.720 o rs = -0.680
12501 p <0.001 1254 p <0.001
o o
10,00 10,0 o
o e o
2 0 © o o
7 50 @, t 751 & 2o *18
: 2P o o
& Y > SV
o
50 B0, o ° 50+ o F®g 2.0 o o
O, o © 00 o ) e .° 0 o o o
° 0% o ] o 59 %m%ne og uq, 988%
O g oo ' -] © r'ﬁ ‘gca %o o B
250 %% 0© oo"{?{?g % o0 g ©° ° 254 AN 02 &mf-’ 0% o°
o B e £ o0
o % o (]
P ° o O []
00 01
T T ) T - - -
o 0 0 & 2 4 6 8
Uterine volume (cm’) Uterine longitudinal diameter (cm)
8 rs = -0.680
1254 p <0.001
°
100+
o
T
e 757 g *®$ o
g &
s ﬂ @ o
%, %0
6.0+ o ©°, oo C
g o8 W o
Js % w0 0T
254 o ogo o o 8
-D o o ‘9 = @ o 2 o
-] S o
04
T T T T T T
0 25 50 75 100 125
Endometrium (mm)
° rs = -0.604 ° rs = -0.594
12507 p <0.001 12,50 p <0.001
< o
10,00 y
N w00
T &80 =
Fu 750 gbg : o E 7504
£ Y T ]
¥ , °° 0 =
5,00 8o ° ° 5004
%0% 00 ¢ QO @ } L o
O%Ch (] 2 PO o0 ° G %00
250 0° D%%d"’ o uc% 2 250+ 8 © oo
o 9 oo S OOO 8
o (] o
001 oo
T T T T T ‘
0 5 10 15 20 T T T T T
0 10 20 30 40

parameters.

Right ovarian volume (cm?)

Left ovarian volume (cm?)

ovarian

53



