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Resumo

Introdugdo: O diagnoéstico clinico da Sindroma de Lynch
(SL) baseia-se nos critérios de Amesterdao (CA); adicional-
mente, algumas familias sdo identificadas com base nos
critérios de Bethesda (CB). A SL resulta de mutagoes ger-
minais em genes de reparacio do ADN, sobretudo no
MLH1 e MSH2, mas também no MSH6, PMS1 e PMS2. Nao
foram ainda identificadas localizagdes preferenciais das
mutacdes nestes genes que permitam orientar o diagnostico
genético.

Objectivos: Em doentes de familias com SL com mutagdes
identificadas nos genes MLHI, MSH2 ou MSHG6, correla-
cionar as caracteristicas clinicas com a localiza¢ao das
mutacgoes.

Doentes e Métodos: Incluiram-se 58 doentes (21 H/37 M)
pertencentes a 33 familias com CA e 7 familias com CB,
todos com mutac¢io germinal identificada num dos genes de
reparacio do ADN. Registou-se o tipo de tumor desenvolvi-
do, a idade de diagnéstico e as caracteristicas patologicas
dos carcinomas do célon e recto (CCR). A analise muta-
cional nos genes MLHI1, MSH2 e MSHG6 foi efectuada por
DGGE, seguida de sequenciacio directa a partir do produ-
to de PCR. Nas familias cujo diagnéstico genético foi incon-
clusivo por DGGE, procedeu-se a MLPA para identificacio
de grandes delecgdes.

Resultados: Desenvolveram CCR 48/58 (83%) doentes, com
uma média de idades de 45 anos (25-74). Os restantes 10
doentes apresentaram outros tumores do espectro da SL (6
endométrio, 2 ovario, 1 urotélio e 1 estomago). Foram iden-
tificadas 22 familias com mutacdes no gene MLHI, 17 no
gene MSH2 e uma no gene MSH6. A maioria (76%) das
mutacdes patogénicas no gene MLH1 encontrava-se entre
os exdes 10 e 19, sendo neste grupo a média de idades de
desenvolvimento do CCR mais tardia, 49,8 versus 32,5 anos
(p=0,01) e mais frequente a presenca de tumores extra-coli-
cos. No gene MSH2, 71% das mutacdes patogénicas encon-
travam-se entre os exdes 1 e 8, tendo também estas pre-
dominado em familias com tumores extra-célicos.
Conclusoes: Os resultados observados sugerem que, de
acordo com as caracteristicas das familias, se deva iniciar o
diagnostico genético pelos exdes mais frequentemente
mutados em cada gene.

Summary

Background: HNPCC diagnosis is based on the Amsterdam
criteria (AC), although some families are also identified
using the Bethesda guidelines (BG). HNPCC is associated
with germline mutations in the DNA mismatch repair
genes, particularly MLHI and MSH2, but also MSHG,
PMS1 and PMS2. At present, no "hot-spots" have been
identified that could direct genetic diagnosis.

Aims: In patients belonging to HNPCC families with iden-
tified mutations in MLH1, MSH?2 or MSH6 genes, to corre-
late tumor characteristics with the location of the mutation.
Patients and Methods: We studied 58 patients (21M/37F)
belonging to 33 families with AC and 7 families with BG, all
with an identified germline mutation. Age of diagnosis and
pathological characteristics of the colorectal cancer (CRC)
were recorded, as well as the presence of HNPCC extra-
colonic cancers. Mutational analysis in MLHI1, MSH2 and
MSHG6 genes was performed by DGGE and direct sequen-
cing. In families with no identified point mutations, we also
performed MLPA for detection of large deletions.

Results: A total of 48/58 (83%) of the patients had CRC,
with a mean age at diagnosis of 45 years (25-74). The
remaining 10 patients had an HNPCC-associated cancer
other than CRC (6 endometrial, 2 ovarian, 1 urinary tract
and 1 stomach). We identified 22 families with MLHI
mutations, 17 with MSH2 mutations and one with a MSH6
mutation. Most (76%) of the pathogenic mutations in
MLH]1 gene were located between exons 10 and 19. In this
location mean age of CRC diagnosis was higher, 49.8 versus
32.5 years (p=0.01) and more associated HNPCC extra-
colonic tumors were found. In MSH2, 71% of the muta-
tions were located between exons 1 and 8 and, in this group,
more extra-colonic tumors belonging to HNPCC spectrum
were identified.

Conclusions: Our results suggest that based on family cha-
racteristics, genetic diagnosis should be started by the more
frequently mutated exons in each gene.
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INTRODUCAO

A Sindroma de Lynch (SL) ou carcinoma do coélon e
recto hereditario ndo associado a polipose ¢ uma doenga
hereditdria com transmissdo autossomica dominante,
que resulta da presenca de mutagdes germinais num de
cinco genes de reparagdo do ADN: MLHI, MSH?2,
MSHG6, PMS1 e PMS?2 (1). Esta entidade associa-se a um
risco elevado de desenvolvimento de carcinoma do
colon e recto (CCR), que surge preferencialmente em
idade jovem e em localizagdo proximal. Em algumas
familias sdo também identificados outros tumores do
espectro da SL, nomeadamente carcinomas do endomé-
trio, estdbmago, pancreas, vias biliares, urotélio, ovario e
intestino delgado (2).

O diagnostico clinico da SL baseia-se nos critérios de
Amsterddo (CA), inicialmente publicados em 1991 (CA
I) (3) - Quadro 1, e revistos em 1999, para incluirem
tumores extra-colicos do espectro (CA II) (4) - Quadro
2. Nestas familias existe indica¢do para diagndstico
genético, com pesquisa de mutagdes germinais em genes
de reparagio do ADN. Cerca de 90% de todas as
mutagdes identificadas envolvem os genes MLHI e
MSH?2, pelo que o diagndstico genético ¢ habitualmente
iniciado através da sua analise (5).

Os CA apresentam limitagdes, tendo sido definidos em
1997 os Critérios de Bethesda (CB) (6,7) - Quadro 3,
revistos num segundo workshop do National Cancer
Institute em 2002 (8) - Quadro 4, ¢ cujo objectivo prin-
cipal consiste na identifica¢@o de novas familias com SL
que ndo preencham os critérios de Amsterddo. Os CB
baseiam-se na pesquisa de instabilidade de micros-
satélites (IM), que no caso de ser de alto grau conduz a
analise mutacional nos genes mais frequentemente
envolvidos na SL.

Contudo, ndo se encontram descritas na literatura loca-
lizagSes preferenciais das mutacdes (habitualmente de-
signadas por &ot-spots) nos genes de reparacdo do ADN
envolvidos na SL, que possibilitem orientar o diagndsti-
co genético, tornando-o mais célere e menos dis-
pendioso.

O objectivo deste estudo foi procurar estabelecer uma
correlagdo entre as caracteristicas clinicas das familias
com mutacdo identificada em genes de reparagdo do
ADN e a localizagdo das mesmas, de forma a direc-
cionar a sua pesquisa.

Quadro 1 - Critérios de Amsterdao I
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Quadro 2 - Critérios de Amsterdao IT

1. Trés ou mais familiares com um tumor do espectro da SL histologi-
camente confirmado (CCR, endométrio, intestino delgado, ureter e
pélvis renal), sendo um deles parente de 1° grau dos outros dois.

2. Pelo menos duas geragdes sucessivas afectadas.

3. Pelo menos um dos tumores diagnosticado em idade inferior a 50
anos.

4. Exclusdo de polipose adenomatosa familiar do cdlon.

SL - Sindroma de Lynch; CCR - carcinoma do célon e recto

DOENTES E METODOS
Doentes

No presente estudo incluiram-se 58 doentes pertencentes
a 40 familias com SL, 21 do sexo masculino e 37 do sexo
feminino, com mutag¢do germinal identificada num dos
genes de reparagdo do ADN: MLHI, MSH2 ou MSHG.
Destas familias, 33 preenchiam os CA (24 familias com
CAIle 9 com CAI) e 7 os CB (6 apresentaram 0s
critérios iniciais e revistos € uma preenchia apenas estes
ultimos).

Registaram-se o tipo de tumor desenvolvido, a idade de
diagnostico e as caracteristicas patologicas dos CCR.

Analise Genética

A analise mutacional nos genes de reparagao do ADN -
MLH]I (19 exdes), MSH2 (16 exdes) e MSH6 (10 exdes),
foi inicialmente realizada por DGGE (Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis).

Apds obtengdo de consentimento informado por parte
dos doentes, foi efectuada colheita de sangue periférico
¢ extraido ADN. Em seguida, cada um dos exdes dos trés
genes foi analisado individualmente, utilizando-se os

Quadro 3 - Critérios de Bethesda

1. Trés ou mais familiares com CCR histologicamente confirmado,
sendo um deles parente de 1° grau dos outros dois.

2. Pelo menos duas geragdes sucessivas afectadas.
3. Pelo menos um dos CCR diagnosticado em idade inferior a 50 anos.
4. Exclusao de polipose adenomatosa familiar do colon.

1. Individuos pertencentes a familias que preenchem os critérios de
Amsterdao.

2. Individuos com dois tumores do espectro da SL, incluindo CCR sin-
cronos e metacronicos ou tumores extra-colicos associados*.

3. Individuos com CCR e um parente de 1° grau com CCR e/ou tumor
extra-colico associado a SL e/ou adenoma do célon, um dos tumores
diagnosticado antes dos 45 anos e o adenoma antes dos 40.

4. Individuos com CCR diagnosticado antes dos 45 anos.

5. Individuos com CCR do cdlon direito, com padrao indiferenciado
(solido/cribriforme) na histologia, diagnosticado antes dos 45 anos.

6. Individuos com CCR com células em anel de sinete (>50%) dia-
gnosticado antes dos 45 anos.

7. Adenomas do colon diagnosticados antes dos 40 anos.

CCR = carcinoma do c6lon e recto

SL = Sindroma de Lynch; CCR = carcinoma do célon e recto
*Carcinomas do endométrio, ovario, estdmago, hepatobiliares, intestino delgado
e carcinoma de células de transi¢ao da pélvis renal ou ureter
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Quadro 4 - Critérios de Bethesda revistos.

—_

. Individuos com CCR diagnosticado em idade inferior a 50 anos.

58}

. Individuos com CCR sincronos ou metacronicos, ou associagdo com
outros tumores do espectro da SL*, independentemente da idade.

W

. Individuos com CCR com caracteristicas histologicas de instabili-
dade de alto grau (infiltrado linfocitario, reac¢do Crohn-like,
tumores mucinosos ou com diferenciacdo em "anel de sinete" ou
padrao de crescimento medular) diagnosticado em idade inferior a
60 anos.

4. Individuos com CCR e um ou mais parentes de 1° grau com um
tumor do espectro da SL*, sendo um dos tumores diagnosticado em
idade inferior a 50 anos.

W

. Individuos com CCR e dois ou mais parentes de 1° ou 2° grau com
tumores do espectro da SL*, independentemente da idade.

SL = Sindroma de Lynch; CCR = carcinoma do célon e recto

*Tumores associados a SL incluem CCR, carcinomas do endométrio, estdbmago,
ovario, pancreas, ureter e pélvis renal, via biliar, cérebro (geralmente glioblas-
tomas, como na Sindroma de Turcot), adenomas de glandulas sebéceas e quera-
toacantomas na Sindoma de Muir-Torre e carcinomas do intestino delgado.

primers descritos por Nystrom-Lathi e col. (9) e Wu e
col. (10,11). Para aumentar a eficiéncia do método, os
primers contém numa extremidade uma regido rica em
guaninas e citosinas (CG-clamp), a qual tem uma tem-
peratura de desnaturacdo muito elevada. De forma a pro-
mover a formacao de heteroduplexes, apos amplificagao
por PCR, cada exdo foi submetido a desnaturacdo e
incubacdo a temperatura de annealing dos primers
respectivos. Em seguida, 10 ul do produto amplificado
foram aplicados num gel de poliacrilamida a 6%, con-
tendo um gradiente desnaturante especifico para cada
exao. A electroforese decorreu a uma voltagem de 160V
em tampao TAE durante 4 horas, a uma temperatura de
60°C. O gel foi corado com brometo de etidio, tendo as
amostras sido visualizadas sob luz ultra-violeta. Para as
amostras que apresentaram, em DGGE, um padrao dife-
rente do controlo normal, isto é, um padrao corres-
pondente a presenga de uma alteracdo no ADN (Figura 1),
procedeu-se a sequenciagdo directa a partir do produto
de PCR.

Figura 1 - Analise mutacional do exio 13 do gene MSH2 por DGGE.
Na linha 1 observa-se uma amostra com um padrio de 4 bandas cor-
respondentes aos homoduplexes e heteroduplexes, indicativo da pre-
senca de uma alteracio no ADN.
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Cada exao foi amplificado por PCR, purificado e
sequenciado recorrendo aos kits Q/Aquick PCR purifica-
tion (Quiagen) e kit fmol (Promega), respectivamente.
Mais recentemente foi utilizado o kit de sequenciagdo
Big Dye terminator cycle sequencing (Applied Biosys-
tems). Os produtos da reacgdo de sequenciagdo foram
analisados num gel de poliacrilamida desnaturante e os
resultados visualizados por auto-radiografia no primeiro
caso, tendo sido analisados no sequenciador ABI Prism
310 Genetic Analyser (Applied Biosystems), no ultimo.
Nas familias com diagndstico genético inconclusivo
para os genes MLH1 e MSH?2, apds despiste de mutagdes
pontuais pelo método acima referido, foi efectuada a
pesquisa de grandes delecgdes por MLPA (multiplex li-
gation-dependent probe amplification). Esta é uma téc-
nica quantitativa, que detecta alteragdes no numero de
copias das sequéncias genomicas (nimero de exdes),
podendo envolver apenas um ex@o ou atingir a totali-
dade do gene (12-14). Na MLPA, ap6s desnaturacao das
cadeias de ADN extraido do sangue periférico, procede-
se a hibridacdo com sondas complementares as sequén-
cias genomicas, que as flanqueiam. Seguidamente, e
caso tenha de facto ocorrido hibridagao, tem lugar a li-
gagdo das sondas, por intermédio de uma enzima (li-
gase). As sondas ligadas sdo depois amplificadas, por
PCR, e separadas por electroforese capilar. A quantidade
relativa dos produtos de amplificagdo das sondas
reflecte o numero das sequéncias-alvo, ou seja, dos
exoes. A leitura é feita por Genescan, considerando-se
que ocorreu uma grande delec¢do quando existe uma
reducgdo da area relativa do pico, correspondente a um
determinado exdo, na ordem dos 35 a 55% (Figura 2).
Nos casos em que a MLPA identificou delec¢des envol-
vendo apenas um exao, a sua presenga foi sempre con-
firmada através de sequenciagdo da regido flanqueadora
do ex@o, para certificagdo de que nao existia nenhuma
variante na zona de ligagdo da sonda que pudesse indicar
um falso positivo.

Analise Estatistica

Na analise estatistica utilizou-se o teste t de Student para
comparagdo de variaveis continuas ¢ o teste do %’ para
comparagdo de proporcdes (STATA 8.0).

RESULTADOS

Verificou-se que 48/58 (83%) dos doentes desenvolve-
ram CCR, com uma média de idades de 45 anos (25-74).
A maioria (67%) dos carcinomas localizou-se no célon
direito, tendo 14% ocorrido no célon esquerdo e 19% no
recto. Os restantes 10/58 doentes desenvolveram tumo-
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Figura 2 - Electroforetogramas obtidos por GeneScan, representativos de um controlo normal (A) e uma amostra com deleccio dos exdes 4 a 6
do gene MLH1 (B, setas) por MLPA. Os picos a azul correspondem a diferentes sondas, estando as do MLH1 numeradas de acordo com cada
exa0. Os picos a vermelho correspondem ao marcador de peso molecular interno.

res do espectro da SL, designadamente 6 carcinomas do
endométrio, 2 carcinomas do ovario, 1 carcinoma do
urotélio e 1 carcinoma gastrico.

Foram identificadas 22 familias com muta¢do no gene
MLHI, 17 no gene MSH2 e uma no gene MSH6. Das 40
familias incluidas, 36 apresentaram mutagdes pontuais e
4 grandes deleccdes, 3 localizadas no gene MSH2 ¢ 1 no
gene MLHI. Relativamente ao tipo de mutagdo e con-
siderando o gene MLHI, foram encontradas 10 muta-
¢des nonsense, 5 frameshift, 5 missense,l splicing e 1
grande delecgdo. No gene MSH?2 foram identificadas 6
mutagdes nonsense, 3 frameshift, 5 splicing ¢ 3 grandes
delecgdes.

A caracterizacdo das mutagdoes em cada um dos genes
MLHI, MSH2 ¢ MSH6 e do fenotipo correspondente aos
elementos afectados encontram-se descritos no Quadro 5.
Na analise dos dados excluiram-se as familias com
mutagdes missense, ja que estas sdo de patogenicidade
incerta. Realizaram-se duas analises, a global incluindo
35 familias com mutag¢des patogénicas e outra excluindo
as 4 com grandes delec¢des (31 familias). Os resultados
obtidos apresentaram significado estatistico idéntico.
Discriminamos em seguida os resultados da analise
global.

A maioria das muta¢des patogénicas no gene MLHI,
correspondendo a 13/17 (76%) mutagdes, encontrou-se
acima do exao 9 (exdes 10 a 19). O exd@o 16 foi o mais
frequentemente envolvido (5 familias), correspondendo
a identificacdo de 4 mutagdes diferentes. Neste grupo de
doentes, a média de idades do diagnostico de CCR foi
significativamente superior quando comparada com o
grupo de doentes com mutagdo identificada entre os
exoes 1 e 9 - 49,8 versus 32,5 anos (p=0,01).
Adicionalmente, a analise das familias revelou que 8/10
(80%) das que preenchiam os CA II se encontravam
associadas a mutag¢des acima do ex@o 9, contrariamente
a apenas 2/10 (20%) que apresentaram mutagdes loca-
lizadas entre os exdes 1 a 9.

No gene MSH2, verificou-se que 71% (12/17) das
mutagdes patogénicas se localizaram até ao exdo 8
(exdes 1 a 8). Ao analisar as familias, registamos que
82% (9/11) das que preenchiam CA II apresentaram
mutagdes até ao exdo 8 ¢ apenas 18% (2/11) a jusante
deste exao.

Relativamente ao gene MSH6, apenas identificamos
uma mutag¢ao, pelo que néo foi possivel estabelecer cor-
relagdes.

DISCUSSAO

A SL ¢ uma doenga hereditaria que se associa a
mutagdes germinais em genes de reparagdo do ADN,
encontrando-se a maioria localizada nos genes MLHI e
MSH2(5). O individuo portador de uma mutacdo
patogénica apresenta um risco muito elevado de desen-
volvimento de CCR ao longo da vida (cerca de 80%),
mas também de outros tumores, extra-colicos (2).

Os CA I foram inicialmente elaborados com o objectivo
de permitir uma uniformiza¢ao na identificagdo destas
familias. Consistem em critérios clinicos que se baseiam
na historia familiar de CCR e apresentam limitagdes (3).
Nesse sentido, foram posteriormente revistos para con-
templarem alguns dos tumores extra-colicos associados
ao espectro da SL, surgindo os CAII (4). As familias que
os preencham tém indicag¢@o para diagndstico genético
nos genes de reparacdo do ADN mais frequentemente
responsaveis por esta entidade. A identificagdo de uma
mutagdo patogénica num desses genes constitui o exame
mais fidedigno para o diagnostico da SL. Contudo, exis-
tem familias com SL que ndo preenchem os CA. As
razdes para este acontecimento sdo diversas, nomeada-
mente a pequena dimensdo da familia ¢ o desconheci-
mento do elemento que fornece a historia (proband) re-
lativamente a dados dos familiares que desenvolveram
cancro. Os CB seleccionam casos adicionais a serem
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Quadro 5 - Descri¢io das mutagdes em cada um dos genes MLHI, MSH2 e MSHG6 e do fenétipo correspondente, relativamente ao nimero
de familias envolvidas e elementos afectados e a0 niumero, tipo de tumores e idade de diagnéstico dos carcinomas do célon e recto

Descricdo da mutagio Familias (nimero) Doentes (niimero) Numero e tipo de tumor Idade de diagnéstico CCR
MLHI1
C—T codao 26 2 CCR 33;32
exiao 1
C=T codao 66* 2 CCR 32;53
exao 2
C—=T codao 226 CCR 36
exio 8
G—>A coddo 213* CCR 34
exio 8
Del G codao 354 2 Endométrio; 25
exao 12 1 CCR
C—T codao 487 Endométrio; 51;69
exio 13 Ovario; 2 CCR
exiio 14 Y
T—>A coddo 607* CCR 36
exdo 16
AA—=>CG codio 618* 2 CCR 70; 35
exao 16
G—>A codao 631 CCR 58
exao 16
G=T codao 632 CCR 49
exao 16
G=T codao 659 2 CCR 35;38
exao 17
T—>A coddo 721 5 CCR 43; 46; 57; 71; 74
exio 19
Del G codao 754 2 CCR 37; 48
exdao 19
Del CCR 34
exdes 4-6
MSH?2
C-T codio 183 Estomago; ovario; CCR 67
exao 3
Ins CT no coddo 257 Endométrio; 2 CCR 38;63
exao 4
A—=>T local splicing Endométrio; 5 CCR 27, 47; 41; 57; 26
exao 5
C—T codio 288 CCR 37
exao 5
A=>C local splicing Endométrio; 2 CCR 40;30
exao 8
C—T codao 518 3 CCR 43;55;51
exao 10
G—=T codio 561 CCR 51
exao 11
C—T codao 718 2 CCR 56;30
exao 13
Ins TT no coddo 787 Urotélio Nao aplicavel
exdao 14
Del CCR 41
exoes 2-10
Del CCR 30
exao 2
Del CCR 53
exao 5
MSHG6
Del C codao 1086 CCR 39

exao 5

CCR = carcinoma do célon e recto; Del = delec¢do; Ins = inser¢do; C - Citosina; G = Guanina; A = Adenina; T= Timina; * = muta¢do missense.
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submetidos a diagnostico genético com o objectivo de
identificar novas familias com SL (6-8). Baseiam-se na
pesquisa de instabilidade de microssatélites (IM) no
CCR, considerada um marcador intermediario. A IM
resulta da inactiva¢do dos genes de reparagdo do ADN,
que condiciona o aparecimento de erros em sequéncias
repetitivas de nucledtidos dispersas pelo genoma. A pre-
senga de IM de alto grau, ou seja, positividade em pelo
menos 40% dos marcadores testados (marcadores de
Bethesda - BAT-25, BAT-26, D5S346, D2S123 e
D17S250) (6), constitui indicagdo para diagnostico
genético. Com efeito, sabe-se que a maioria dos CCR
associados a SL apresentam IM de alto grau, o que
sucede apenas num subgrupo de CCR esporadicos
(15,16).

A identificagdo de uma muta¢do germinal patogénica
num dos genes de reparacdo do ADN de um elemento
afectado pertencente a uma familia com SL permite a
pesquisa da mesma nos elementos em risco, evitando
assim a vigilancia preconizada ou afirmando a sua
necessidade, caso o diagndstico genético seja negativo
ou positivo, respectivamente. O diagnostico genético &,
no entanto, um procedimento com metodologia com-
plexa e morosa, sobretudo porque ndo se reconhecem
localizagdes preferenciais das mutagdes responsaveis
pela SL. A imunohistoquimica pode orientar parcialmente
o diagndstico genético, ao avaliar a expressdo das proteinas
dos genes de reparagdo do ADN no tecido tumoral. Se uma
das proteinas se encontrar ausente, a analise mutacional
deve iniciar-se por esse gene (17,18), mas esta técnica
muitas vezes ndo se encontra disponivel.

O objectivo do presente trabalho foi tentar identificar,
para os genes de reparagdo do ADN mais frequente-
mente mutados na SL, localizagdes preferenciais das
mutagdes, de acordo com as caracteristicas das familias.
Detectou-se um maior nimero de mutagdes no gene
MLHI (55%) relativamente ao MSH2 (42,5%), o que
estd de acordo com os resultados obtidos pela maioria
dos grupos (19,20).

Relativamente ao gene MSH6, identificimos apenas
uma familia com mutacdo (2,5%), percentagem esta
inferior a descrita na literatura, segundo a qual este gene
¢ responsavel por 5 a 10% das mutagdes identificadas
(21). No entanto, € necessario referir que o nosso estudo
s0 incluiu familias com CA ou, na sua auséncia, com CB
e IM de alto grau. E reconhecido que a penetrancia de
uma mutagdo patogénica no gene MSH6 ¢ significativa-
mente menor, traduzindo-se, nomeadamente, por uma
menor incidéncia de CCR (22). Por essa razéo, muitas
vezes as familias ndo cumprem os critérios de
Amesterddo. Por outro lado, os tumores apresentam
menos frequentemente IM de alto grau (22,23). Estes
dois factores associados podem explicar a baixa taxa de
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detecgdo de mutagdes neste gene, no nosso estudo.
Relativamente a localizagao das mutagdes em cada gene,
verificimos que no gene MLHI se registou um pre-
dominio significativo de mutagdes patogénicas acima do
ex@o 9 (76%), tendo esta diferenga obtido significado
estatistico. A identificagdo de 4 mutacdes diferentes no
exdo 16 vem sublinhar os dados publicados em alguns
trabalhos, que apontam a regido dos exdes 15 ¢ 16 como
clusters mutacionais para este gene (24). A identificagdo
de 5/22 (22,7%) mutagdes missense no MLH]I esta de
acordo com os valores referidos na literatura (5) e, por
poder dificultar a interpretacdo dos dados devido a pato-
genicidade incerta, excluimo-las da analise.
Verificou-se ainda que, no grupo de doentes com
mutagdo identificada acima do ex@o0 9, a média de ida-
des de diagnostico do CCR foi significativamente mais
tardia, o que sugere que se inicie o diagnostico genético
pelos exdes mais a jusante nas familias com CCR em
idades mais avancadas. Observamos também que as
mutagdes na metade distal do gene MLH 1 surgiram pre-
ferencialmente em familias com CA II, contrariamente
as que ocorreram nos exdes mais proximais. Este resultado
favorece, assim, que o inicio do diagndstico genético no
gene MLH] se efectue pelos exdes mais distais, ndo s6 em
presenga de CCR em idade mais tardia, mas também em
presenga de outros tumores do espectro da SL.

Nos doentes com diagnostico genético positivo para o
gene MSH? verificamos que as mutagdes patogénicas se
localizaram predominantemente até ao exdo 8 e que a
maioria dos casos pertenciam a familias com CA 11. Este
facto sugere que o inicio da pesquisa mutacional no gene
MSH? se efectue pelos exdes proximais, particularmente
nas familias com tumores extra-colicos.

No presente estudo ndo foram detectadas mutagdes mis-
sense para o gene MSH?2, contrariamente ao valor publi-
cado na literatura, estimado em cerca de 16% (2).
Salientamos ainda que 4 mutagdes identificadas no pre-
sente trabalho correspondem a grandes delecgdes,
traduzindo assim a perda de pelo menos um exdo do
gene mutado. A sua pesquisa, em familias com diagnos-
tico genético inconclusivo por técnicas de detecgdo de
mutagdes pontuais como a DGGE, tem-se revelado bas-
tante promissora (12,14). No nosso estudo, a pesquisa de
grandes delecgdes por MLPA aumentou a eficacia do
diagnostico genético, tendo identificado a causa mole-
cular responsavel pela SL numa percentagem significati-
va de familias com diagndstico inconclusivo seguidas na
nossa Instituicdo (4/16 - 25%) (dados ndo publicados).
Tal como noutros trabalhos (12), também neste foi
detectado um maior niimero de grandes delecgdes no
gene MSH?2 relativamente ao MLH]. Pela sua simplici-
dade, rapidez e eficacia, sugerimos a pesquisa de
grandes delec¢des em familias que preencham os cri-
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térios de Amesterddo, sempre que nao forem identifi-
cadas mutacdes pontuais nos genes MLHI e MSH2,
pelas técnicas convencionais de analise mutacional.
Muito embora ndo estejam ainda identificadas localiza-
¢coes preferenciais das mutagdes para os genes de
reparacao do ADN responsaveis pela SL que permitam
direccionar o diagndstico genético, o presente trabalho
sugere que, de acordo com as caracteristicas das
familias, se deva iniciar a analise mutacional pelos exdes
mais frequentemente mutados em cada gene.
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