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Resumo

As técnicas de biologia molecular possibilitaram o avango no diagnéstico de inimeras
doencas monogénicas, o melhor entendimento sobre predisposi¢do as doencgas
poligénicas e a descoberta de marcadores genéticos de sensibilidade e de resisténcia
a alguns farmacos. Nesta revisdo, os principais objetivos foram abordar as carac-
teristicas da metodologia da anélise da curva de melting (HRM — high resolution
melting) e sua aplicabilidade na identificacdo de alteragGes genéticas. Ainda, foram
relacionados alguns pontos técnicos que devem ser observados para que 0s ensaios
de HRM sejam bem sucedidos e também vantagens e desvantagens desta metodologia,
dependendo de aspectos interlaboratoriais, tais como: demanda, nimero de testes
genéticos realizaveis, custos (manutencdo dos equipamentos, tempo de consumo e
estoque de seguranga de reagentes especificos) e especificidade ou sensibilidade
requerida no ensaio.
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INTRODUGAO

As técnicas de biologia molecular possibilitaram o
avanco no diagnéstico de inUmeras doencas mono-
génicas, o melhor entendimento sobre predisposicéo as
doencas poligénicas e a descoberta de marcadores
genéticos de sensibilidade e de resisténcia a alguns
farmacos.

Nesta revisao, os principais objetivos foram abordar
as caracteristicas da metodologia da analise da curva de
melting (HRM — high resolution melting) e sua aplica-
bilidade na identificacdo de alteracdes genéticas, além
de abordar as vantagens e as desvantagens da técnica.

VARIACAO GENETICA

O genoma humano é composto por aproximada-
mente 3 bilhdes de pares de base e 30 mil genes. Os
seres humanos apresentam um alto grau de variabilidade
genética e isso pode ser observado em fenotipos bem
conhecidos como altura, presséo sanguinea e cor da pele.
A variacdo na sequéncia de DNA pode ocorrer por diversas
formas: substituicdo de nucleotideos unicos (SNPs —
single nucletide polymorphisms), insercdo ou delecédo

Unica ou multipla, alteracdes no numero de repeticdo de
sequéncias e mudancas maiores na estrutura do cro-
mossomo.®2)

Toda variacdo genética é originada a partir do pro-
cesso conhecido como mutacgao, definido como uma
mudanca na sequéncia referéncia do DNA. As mutacdes
podem afetar tanto as células da linhagem germinativa —
que podem ser transmitidas de uma geragéo a outra, quanto
as células da linhagem somatica — que sé@o envolvidas no
desenvolvimento de varios tipos de canceres. Os alelos
variantes encontrados em mais de 1% dos cromossomos
na populacao geral sdo conhecidos como polimorfismos
genéticos. Em contraste, os alelos com frequéncia menor
que 1% sdao, por convencgdo, chamados de variantes raras
ou mutagbes.®

POLIMORFISMO E MUTACAO

Os polimorfismos genéticos sdo responsaveis pela
diferenca em fenotipos gerais dos individuos; no entanto,
alguns polimorfismos podem estar associados a pre-
disposicéo de doencas complexas, também chamadas
de doencas poligénicas. Em outras palavras, um polimor-
fismo ndo é o suficiente para causar estas doencas, mas
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0 conjunto de multiplas alteracdes e a interacdo delas
com o meio ambiente podem levar a maior ou menor susce-
tibilidade ao desenvolvimento de doengas como diabetes
mellitus, hipertensédo, doencas coronarianas, disturbios
psiquiatricos e neurodegenerativos.

Os polimorfismos também séo associados a farma-
cogenética, ciéncia que estuda a influéncia de variacdes
genéticas na eficacia medicamentosa e na presenca de
efeitos adversos. Estes polimorfismos geralmente sao
localizados em genes codificadores de enzimas meta-
bolizadoras, de receptores e de transportadores de mem-
brana.“%

Ja as variacbes chamadas de mutac6es podem indi-
car um conceito patogénico e geralmente estdo associadas
aos disturbios monogénicos, tais como: distrofia miotdnica,
neurofibromatose, doenca de Huntington, sindrome Marfan,
fibrose cistica, diversas cardiomiopatias, anemia falci-
forme, fenilcetonuria, hemofilia, etc.

ANALISE DA CURVA DE MELTING —HRM
(HIGH RESOLUTION MELTING)

Fundamento

A técnica de HRM exige a utilizacdo dos reagentes
de uma PCR (polymerase chain reaction — reacdo em
cadeia da polimerase) convencional com a adicao de um
corante que emite fluorescéncia ao se intercalar na dupla
fita de DNA (fluoréforo). Apds a realizacao da PCR e da
amplificacdo do fragmento especifico, termociclando
geralmente de trinta a quarenta ciclos, ha o maior grau de
fluorescéncia devido ao maior numero de DNA de fita dupla.

Assim, o aparelho de PCR com leitura em tempo real
executa a analise de HRM propriamente dita, isto €,
aumenta a temperatura no tubo de reagéo, gradativamente
(aproximadamente de 70°-90°C), a fim de dissociar a dupla
fita de DNA e gerar uma curva de decaimento da fluores-
céncia. Assim, ocorre a diminui¢éo da fluorescéncia (Figura
1) que é captada pelo leitor do aparelho, gerando padroes
de curvas (curvas de melting) de acordo com os diferentes
gendtipos (Figura 2).¢7
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Figura 1. Atividade do agente fluorescente. A: saturacdo do corante
na dupla fita de DNA. B: gradativo da temperatura. C: inicio da
desnaturacdo e diminuigédo da fluorescéncia.
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Figura 2. Comportamento de dissociagdo da dupla fita de DNA em uma anélise por HRM (high resolution melting). Na fase de melting sdo
geradas curvas de acordo com os genétipos das amostras. dsDNA = DNA dupla fita; sSDNA = fita simples
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Para a realizacdo da PCR-HRM sé&o necessarios 0s
seguintes reagentes: diluente (agua ultrapura autoclavada),
tampao para a PCR, dNTPs (desoxirribonucleo-tideos
trifosfatados), iniciadores (forward primer ereverse primer),
Tag DNA polimerase, DNA gendmico e reagente fluo-
rescente em DNA dupla fita. Os corantes intercalantes de
terceira geracao, como o SYTO®9 (Invitrogen Corp,
Carlsbad, CA), LCGreen®(Ildaho Technologies, Salt Lake
City, UT) e Eva Green®(Biotium Inc, Hayward, CA), por
apresentarem menor toxicidade que os corantes de
primeira e de segunda geragcdes, podem ser utilizados
em concentragcdes mais elevadas a fim de saturar o DNA
dupla fita, aumentando assim a resolucdo da analise de
melting. A reacdo pode ser realizada manualmente ou
através de instrumento automatizado — usando tubos de
reacdo, placas ou discos — de acordo com o equipamento
ou ndmero de amostras analisadas.

Aplicacdes

A técnica pode ser utilizada para diversas finalidades
que se embasam na andlise qualitativa (analise de alte-
racdes genéticas, mapeamento do DNA, determinacao
da taxa de mutagfes somaticas adquiridas, tipagem HLA)
ou na andlise quantitativa, como exemplos: a analise de
metilacdo do DNA e a quantificacéo de carga viral. Assim,
usada em areas de pesquisas cientificas como estudos
de associacdo, determinacédo da prevaléncia do alelo
dentro de uma populacao ou subgrupos, rastreamento de
mutacdes e identificacdo de espécies.”

Diversos exames genéticos disponiveis em labo-
ratorios clinicos podem ser realizados pela técnica de
HRM na pesquisa de mutacfes associadas as doencas
monogénicas, na analise de polimorfismos relacionados
a predisposicdo para doencas complexas, na identifi-
cacdo de marcadores farmacogenéticos diversos e na
analise quantitativa e tipagem de virus. Como exemplos:
mutacdes no gene KRAS, pesquisa da mutacéo V617F
no gene JAK2, mutacBes da hemocromatose here-
ditaria, polimorfismos associados a 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 0s ensaios
da analise da curva de melting sejam bem sucedidos.
Existem também vantagens e desvantagens desta meto-
dologia que podem viabilizar ou ndo sua utilizacao
(Quadro 2), dependendo de aspectos interlaboratoriais,
tais como: demanda, numero de testes genéticos realiza-
veis, custos (manutencdo dos equipamentos, tempo de
consumo e estoque de seguranca de reagentes espe-
cificos) e especificidade ou sensibilidade requerida no
ensaio.
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Quadro 1 - Observagdes técnicas para a analise da curva de
melting bem sucedida

Para a discriminacgéo alélica, € ideal analisar fragmentos
pequenos (ndo superiores a 120 pb). Fragmentos menores
possuem melhor diferenciagao entre os gendtipos, produtos
maiores podem ser analisados com sucesso, no entanto,
apresentam menor resolucao.

Todas as amostras devem ser de igual volume e conter a mesma
concentragdo de reagentes, pois o comportamento de fusdo do
DNA pode ser afetado.

Os tubos das reagdes devem ser idénticos, evitando
assimvariagdes devido a espessura do plastico e propriedades
de mensuracgéo da fluorescéncia.

Partir de concentragde iguais de DNA e garantir que todas as
reacoes tenham, amplificado de forma semelhante.

Parcelas de amplificagoes anormais com sinais de fluorescéncia
baixos podem gerar dados inconclusivos ou erréneos.

Quadro 2 - Vantagens e desvantagens da analise da curva de
melting

Vantagens:

E um método simples e robusto

Apresenta rapidez na execugao das andlises.

Aplicavel a ampla gama de ensaios gendmicos e detecgao de
alteragdes genéticas para fins de pesquisa e de diagndsticos
clinicos.

N&o é necessaria a utilizagéo de eltroforese e de reagentes
mutagénicos para a visualizagao dos fragmentos.

Elimina a necessidade da utilizacdo de sondas de primers.

Reduz a possibilidade de contaminagao, devido ao simples
processo de preparacao das amostras ou a automacgao
aplicada.

Nao requer nenhum processamento de pos-PCR.

Desvantagens:

Devido a preferéncia pela utilizagao de fragmentos pequenos,
estes conduzem a uma flexibilidade reduzida na sintese dos
primers.

Qutras variantes genéticas presentes no fragmento amplificado
podem conduzir a erros de interpretacgao, pois pode alterar o
padrao de curva da mutagao em analise.

Alteracbes genéticas classes 3 e 4 (trocas G/C e A/T) podem ser
mais dificeis de diferenciar

Referéncias: Lin et al. (2011); Santos (2011; Gundry et al. (2008); Liew et al.
(2004); Wiechec et al. (2011; White;Potts (2006)

Analise de polimorfismos

Segundo Gundry et al.® e Liew et al., as quatro
classes das alteracdes de bases nucleotidicas podem
ser identificadas pela analise de HRM. Os gendtipos 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, sao facilmente discri-
minados. Como exemplos, as Figuras 3 e 4 demonstram
graficos de genotipagem de SNPs das classes 1 e 2.

No entanto, a diferenciacdo dos gendtipos para os
polimorfismos das classes 3 (C/G) e 4 (T/A) é mais dificil
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Figura 3. Graficos da andlise de melting de polimorfismo de classe 1 (troca C/T; DRD 2 rs 1800497). AlteragGes nucleotidicas resultam em
diferentes padrdes de curva na analise da curva de melting. A: Gréafico de fluorescéncia por temperatura. B: Gréafico de fluorescéncia
normalizada (baseado genétipo 2) por temperatura. 1: genétipo selvagem (CC); 2: gendtipo heterozigoto (CT); 3: genétipo homozigoto

(TT).
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Figura 4. Gréaficos da anélise de melting de polimorfismo de classe 2 (troca C/A; HMGCR rs3846662). Alteracdes nucleotidicas resultam em
diferentes padrdes de curva na anélise da curva de melting. A: Gréafico de fluorescéncia por temperatura; B: Gréafico de fluorescéncia
normalizada (baseado genétipo 2) por temperatura.l. genétipo selvagem (CC); 2: genétipo heterozigoto (CA); 3. gendtipo homozigoto (AA).

pelo fato de as temperaturas para a fuséo da fita de DNA
dos homozigotos possuirem pequena variacao (<0,4°C),
gerando curvas de melting com decaimentos seme-
lhantes.®*)

Para possibilitar ou melhorar a genotipagem de SNPs
de classes 3 e 4, pode-se usar o artificio da adicao do
genotipo selvagem em amostras desconhecidas. Santos
et al.*9 reportaram que os gendtipos homozigotos para a
troca C>G foram facilmente distinguidos com a abordagem.
Pode-se observar na Figura 5, primeiramente sem a
adicdo, que os padrBes de curvas de melting dos geno-
tipos selvagem (CC) e homozigoto mutado (GG) sdo muito

Fluorescéncia normalizada pelo genoétipo 2

semelhantes e a curva gerada pelo genoétipo heterozigoto 76,0 78,0 80,0 82,0
(CG) possui um padrao diferenciado. Temperatura (C)
Ja com a adicdo do gendétipo selvagem (CC) nas Figura 5. Gréficos da andlise de melting de polimorfismo de classe 4

(troca C/G; HFE rs). * Adigdo do gendtipo selvagem (CC)1: gendtipo

amostras, as curvas geradas pelos genétipos selvagem selvagem (CC); 2: genétipo heterozigoto (CG); 3. Genbtipo homozigoto

e heterozigoto permanecem com a mesma caracteris- (GG). Padrdes de curvas para 0s genétipos selvagem e heterozigoto
tica; no entanto, a curva gerada pelo gen6tipo homo- sdo diferentes e permanecem com a mesma caracteristica, apos a
zigoto mutado (GG) assume o padrdo do genétipo adicdo. Sem adi¢éo, a curva do gendtipo homozigoto mutado apresenta

h . dend . disti . ~ . curva semelhante ao gendtipo selvagem. Apds a adicéo, a curva do
eterozigoto, podendo assim, distinguir os trés geno- gen6tipo homozigoto apresenta similaridade a curva do gendtipo

tipos (Figura 5).0 heterozigoto.
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CONSIDERACOES FINAIS

A literatura internacional traz diversos testes mole-
culares realizados pela analise da curva de melting (HRM).
Além disso, indicam inimeras vantagens, principalmente:
simples, rapida e de baixo custo. No entanto, a viabilidade
dependera de aspectos interlaboratoriais, tais como:
demanda, nimero de testes genéticos realizaveis e custos
de manutencédo e de reagentes especificos.

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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Diagnosis; Laboratory test; Phenotype
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