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Aspectos da aplicabilidade da análise da curva de melting
Applicability aspects of the melting curve analysis
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Resumo
As técnicas de biologia molecular possibilitaram o avanço no diagnóstico de inúmeras
doenças monogênicas, o melhor entendimento sobre predisposição às doenças
poligênicas e a descoberta de marcadores genéticos de sensibilidade e de resistência
a alguns fármacos. Nesta revisão, os principais objetivos foram abordar as carac-
terísticas da metodologia da análise da curva de melting (HRM – high resolution
melting) e sua aplicabilidade na identificação de alterações genéticas. Ainda, foram
relacionados alguns pontos técnicos que devem ser observados para que os ensaios
de HRM sejam bem sucedidos e também vantagens e desvantagens desta metodologia,
dependendo de aspectos interlaboratoriais, tais como: demanda, número de testes
genéticos realizáveis, custos (manutenção dos equipamentos, tempo de consumo e
estoque de segurança de reagentes específicos) e especificidade ou sensibilidade
requerida no ensaio.
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INTRODUÇÃO

As técnicas de biologia molecular possibilitaram o
avanço no diagnóstico de inúmeras doenças mono-
gênicas, o melhor entendimento sobre predisposição às
doenças poligênicas e a descoberta de marcadores
genéticos de sensibilidade e de resistência a alguns
fármacos.

Nesta revisão, os principais objetivos foram abordar
as características da metodologia da análise da curva de
melting (HRM – high resolution melting) e sua aplica-
bilidade na identificação de alterações genéticas, além
de abordar as vantagens e as desvantagens da técnica.

VARIAÇÃO GENÉTICA

O genoma humano é composto por aproximada-
mente 3 bilhões de pares de base e 30 mil genes. Os
seres humanos apresentam um alto grau de variabilidade
genética e isso pode ser observado em fenótipos bem
conhecidos como altura, pressão sanguínea e cor da pele.
A variação na sequência de DNA pode ocorrer por diversas
formas: substituição de nucleotídeos únicos (SNPs –
single nucletide polymorphisms), inserção ou deleção

única ou múltipla, alterações no número de repetição de
sequências e mudanças maiores na estrutura do cro-
mossomo.(1,2)

Toda variação genética é originada a partir do pro-
cesso conhecido como mutação, definido como uma
mudança na sequência referência do DNA. As mutações
podem afetar tanto as células da linhagem germinativa –
que podem ser transmitidas de uma geração a outra, quanto
as células da linhagem somática – que são envolvidas no
desenvolvimento de vários tipos de cânceres. Os alelos
variantes encontrados em mais de 1% dos cromossomos
na população geral são conhecidos como polimorfismos
genéticos. Em contraste, os alelos com frequência menor
que 1% são, por convenção, chamados de variantes raras
ou mutações.(3)

POLIMORFISMO E MUTAÇÃO

Os polimorfismos genéticos são responsáveis pela
diferença em fenótipos gerais dos indivíduos; no entanto,
alguns polimorfismos podem estar associados à pre-
disposição de doenças complexas, também chamadas
de doenças poligênicas. Em outras palavras, um polimor-
fismo não é o suficiente para causar estas doenças, mas



20                                                                                                                    RBAC. 2016;48(1):19-23

Tomaz PR, Santos JR, Santos PC

o conjunto de múltiplas alterações e a interação delas
com o meio ambiente podem levar a maior ou menor susce-
tibilidade ao desenvolvimento de doenças como diabetes
mellitus, hipertensão, doenças coronarianas, distúrbios
psiquiátricos e neurodegenerativos.

Os polimorfismos também são associados à farma-
cogenética, ciência que estuda a influência de variações
genéticas na eficácia medicamentosa e na presença de
efeitos adversos. Estes polimorfismos geralmente são
localizados em genes codificadores de enzimas meta-
bolizadoras, de receptores e de transportadores de mem-
brana.(4,5)

Já as variações chamadas de mutações podem indi-
car um conceito patogênico e geralmente estão associadas
aos distúrbios monogênicos, tais como: distrofia miotônica,
neurofibromatose, doença de Huntington, síndrome Marfan,
fibrose cística, diversas cardiomiopatias, anemia falci-
forme, fenilcetonúria, hemofilia, etc.

ANÁLISE DA CURVA DE MELTING  – HRM
(HIGH RESOLUTION MELTING)

Fundamento

A técnica de HRM exige a utilização dos reagentes
de uma PCR (polymerase chain reaction – reação em
cadeia da polimerase) convencional com a adição de um
corante que emite fluorescência ao se intercalar na dupla
fita de DNA (fluoróforo). Após a realização da PCR e da
amplificação do fragmento específico, termociclando
geralmente de trinta a quarenta ciclos, há o maior grau de
fluorescência devido ao maior número de DNA de fita dupla.

Assim, o aparelho de PCR com leitura em tempo real
executa a análise de HRM propriamente dita, isto é,
aumenta a temperatura no tubo de reação, gradativamente
(aproximadamente de 70º-90ºC), a fim de dissociar a dupla
fita de DNA e gerar uma curva de decaimento da fluores-
cência. Assim, ocorre a diminuição da fluorescência (Figura
1) que é captada pelo leitor do aparelho, gerando padrões
de curvas (curvas de melting) de acordo com os diferentes
genótipos (Figura 2).(6,7)

Figura 2. Comportamento de dissociação da dupla fita de DNA em uma análise por HRM (high resolution melting). Na fase de melting são
geradas curvas de acordo com os genótipos das amostras. dsDNA = DNA dupla fita; ssDNA = fita simples

Figura 1. Atividade do agente fluorescente. A: saturação do corante
na dupla fita de DNA. B: gradativo da temperatura. C: inicio da
desnaturação e diminuição da fluorescência.



 RBAC. 2016;48(1):19-23                                                                                                                                                                                      21

Aspectos da aplicabilidade da análise da curva de melting

Para a realização da PCR-HRM são necessários os
seguintes reagentes: diluente (água ultrapura autoclavada),
tampão para a PCR, dNTPs (desoxirribonucleo-tídeos
trifosfatados), iniciadores (forward primer ereverse primer),
Taq DNA polimerase, DNA genômico e reagente fluo-
rescente em DNA dupla fita. Os corantes intercalantes de
terceira geração, como o SYTO®9 (Invitrogen Corp,
Carlsbad, CA), LCGreen®(Idaho Technologies, Salt Lake
City, UT) e Eva Green®(Biotium Inc, Hayward, CA), por
apresentarem menor toxicidade que os corantes de
primeira e de segunda gerações, podem ser utilizados
em concentrações mais elevadas a fim de saturar o DNA
dupla fita, aumentando assim a resolução da análise de
melting. A reação pode ser realizada manualmente ou
através de instrumento automatizado – usando tubos de
reação, placas ou discos – de acordo com o equipamento
ou número de amostras analisadas.

Aplicações

A técnica pode ser utilizada para diversas finalidades
que se embasam na análise qualitativa (análise de alte-
rações genéticas, mapeamento do DNA, determinação
da taxa de mutações somáticas adquiridas, tipagem HLA)
ou na análise quantitativa, como exemplos: a análise de
metilação do DNA e a quantificação de carga viral. Assim,
usada em áreas de pesquisas científicas como estudos
de associação, determinação da prevalência do alelo
dentro de uma população ou subgrupos, rastreamento de
mutações e identificação de espécies.(7)

Diversos exames genéticos disponíveis em labo-
ratórios clínicos podem ser realizados pela técnica de
HRM na pesquisa de mutações associadas às doenças
monogênicas, na análise de polimorfismos relacionados
à predisposição para doenças complexas, na identifi-
cação de marcadores farmacogenéticos diversos e na
análise quantitativa e tipagem de vírus. Como exemplos:
mutações no gene KRAS, pesquisa da mutação V617F
no gene JAK2, mutações da hemocromatose here-
ditária, polimorfismos associados à trombofilia (nos
genes fator V de Leiden, protrombina e MTHFR), dentre
outros.

No entanto, alguns pontos técnicos, relacionados
no Quadro 1, devem ser observados para que os ensaios
da análise da curva de melting sejam bem sucedidos.
Existem também vantagens e desvantagens desta meto-
dologia que podem viabilizar ou não sua utilização
(Quadro 2), dependendo de aspectos interlaboratoriais,
tais como: demanda, número de testes genéticos realizá-
veis, custos (manutenção dos equipamentos, tempo de
consumo e estoque de segurança de reagentes espe-
cíficos) e especificidade ou sensibilidade requerida no
ensaio.

Análise de polimorfismos

Segundo Gundry et al.(8) e Liew et al.,(9) as quatro
classes das alterações de bases nucleotídicas podem
ser identificadas pela análise de HRM. Os genótipos para
os polimorfismos das classes 1 (trocas C/T e G/A) e 2
(trocas C/A e G/T), que representam aproximadamente
84% dos SNPs do genoma humano, são facilmente discri-
minados. Como exemplos, as Figuras 3 e 4 demonstram
gráficos de genotipagem de SNPs das classes 1 e 2.

No entanto, a diferenciação dos genótipos para os
polimorfismos das classes 3 (C/G) e 4 (T/A) é mais difícil
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Figura 5. Gráficos da análise de melting de polimorfismo de classe 4
(troca C/G; HFE rs). * Adição do genótipo selvagem (CC)1: genótipo
selvagem (CC); 2: genótipo heterozigoto (CG); 3. Genótipo homozigoto
(GG). Padrões de curvas para os genótipos selvagem e heterozigoto
são diferentes e permanecem com a mesma característica, após a
adição. Sem adição, a curva do genótipo homozigoto mutado apresenta
curva semelhante ao genótipo selvagem. Após a adição, a curva do
genótipo homozigoto apresenta similaridade à curva do genótipo
heterozigoto.

Figura 3. Gráficos da análise de melting de polimorfismo de classe 1 (troca C/T; DRD 2 rs 1800497). Alterações nucleotídicas resultam em
diferentes padrões de curva na análise da curva de melting. A: Gráfico de fluorescência por temperatura. B: Gráfico de fluorescência
normalizada (baseado genótipo 2) por temperatura. 1: genótipo selvagem (CC); 2: genótipo heterozigoto (CT); 3: genótipo homozigoto
(TT).

pelo fato de as temperaturas para a fusão da fita de DNA
dos homozigotos possuírem pequena variação (<0,4ºC),
gerando curvas de melting com decaimentos seme-
lhantes.(8,9)

Para possibilitar ou melhorar a genotipagem de SNPs
de classes 3 e 4, pode-se usar o artifício da adição do
genótipo selvagem em amostras desconhecidas. Santos
et al.(10) reportaram que os genótipos homozigotos para a
troca C>G foram facilmente distinguidos com a abordagem.
Pode-se observar na Figura 5, primeiramente sem a
adição, que os padrões de curvas de melting dos genó-
tipos selvagem (CC) e homozigoto mutado (GG) são muito
semelhantes e a curva gerada pelo genótipo heterozigoto
(CG) possui um padrão diferenciado.

Já com a adição do genótipo selvagem (CC) nas
amostras, as curvas geradas pelos genótipos selvagem
e heterozigoto permanecem com a mesma caracterís-
tica; no entanto, a curva gerada pelo genótipo homo-
zigoto mutado (GG) assume o padrão do genótipo
heterozigoto, podendo assim, distinguir os três genó-
tipos (Figura 5).(10)

Figura 4. Gráficos da análise de melting de polimorfismo de classe 2 (troca C/A; HMGCR rs3846662). Alterações nucleotídicas resultam em
diferentes padrões de curva na análise da curva de melting. A: Gráfico de fluorescência por temperatura; B: Gráfico de fluorescência
normalizada (baseado genótipo 2) por temperatura.1. genótipo selvagem (CC); 2: genótipo heterozigoto (CA); 3. genótipo homozigoto (AA).
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

A literatura internacional traz diversos testes mole-
culares realizados pela análise da curva de melting (HRM).
Além disso, indicam inúmeras vantagens, principalmente:
simples, rápida e de baixo custo. No entanto, a viabilidade
dependerá de aspectos interlaboratoriais, tais como:
demanda, número de testes genéticos realizáveis e custos
de manutenção e de reagentes específicos.

Abstract
Molecular biology techniques allowed progress in diagnosis of
numerous monogenic diseases, a better understanding on
predisposition to polygenic disease and the discovery of genetic
markers of sensitivity and resistance to some drugs. In this review,
the main aims were to address the characteristics of the methodology
of melting curve analysis (HRM – high resolution melting) and its
applicability in identifying genetic variation. Also, some technical
aspects and advantages and disadvantages of this methodology,
depending on inter-laboratory aspects such as demand, number of
genetic tests, costs (maintenance of equipment, consumption time
and safety stock of specific reagents) or required sensitivity and
specificity.
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