PROTOCOLO DE TUBING/LOADING Ioenomlxn
para PGT (blastébmero ou trofectoderma) & i science ox YouR sioe

Equipamentoss, instrumentos e reagentes necessarios
(para PGT-A, PGT-SR e PGT-M):

eCabine de fluxo laminar (de preferéncia com luz UV).
*Microscopio para manipulagio celular.

ePipeta automatica de 1 puL-10 pL. Seu uso excusivo para PGT é recomendado para evitar contaminagdo. No caso de uso multiplo, estilize bem
com o produto de descontaminagao.

ePonteiras estéreis com filtro, se possivel livre de DNAse /RNAse.

eMicropipeta Stripper ou Flexipet, qualquer dispositivo para tubing manual com um medidor volumétrico.

eCapilaresde policarbonato com didmetro entre 100-150 um [por e xemplo: Pipetasde denuda¢do VITROMED - V-DEN ou RI (Origio) - EZ-Tip®].
ePlacasde Petri de 60 mm ou placas para ICSI.

eTubos de PCR estéreisde 0,2 mL- fornecidos pela IGENOMIX.

eRack de armazenamento a frio (rack) - fornecido pelal GENOMIX.

*Oleo mineral FRIO

eDescontaminante de superficiesDNAAWAY ™ (substituivel por: Oosafe, Fermacidal, sabdo 7X, ...).

eSolucdode lavageme tubing (Washing/Lyses)- fornecida pela IGENOMIX.

Metodologia:

Notas importantes para evitar contaminagao:

e Recomenda-se que o protocolo de tubing seja realizado em um laboratdrio separado, mas proximo ao laboratdrio de fertilizagdo in vitro, e
com um sistema de ventilagdo independente. Nesse caso, todos os processos de limpeza devem ser realizados com etanol a 70% como
descontaminante.

e Seisso ndo for possivel, descontaminantes ndo embriotoxicos devemser usados para a limpeza do material.

¢ O embriologista deve usarequipamento de protecio individual (mascara, luvas, toca de cabelo / prote¢io para barba) a fim de evitara
contaminacdo da pele com a contaminagdo do DNA.

e Ao manusear materiais e amostras, use sempre luvas desinfectadasou estéreis.

e Recomenda-se o usode equipamentos e materiais exclusivamente para PGT.

e Os materiais descartaveis devem ser abertos recentemente ou reservados exclusivamente para a PGT (sempre manuseados com luvas).

e Recomenda-se manipularas amostras emsalas limpas, se possivel, em salas separadas de outras atividades.

e Evite manusear DNA nesta sala e mantenha o DNA na geladeira e nofreezer.

e Limpe completamente todo o material com descontaminante (sempre usando luvas), prestando ateng¢do espedal para evitar a

contaminagdo do DNA.

Preparagao
Antes de iniciar o protocolo, recomenda-se preparar o material com antecedéndia, para preparar o tubing imediatamente apds a biodpsia
do embrido.

-Todo o material ndo descartdvel que entra na area do fluxo laminar deve ser limpo (sempre com luvas) com o descontaminante selecionado
- preferencialmente DNAAWAY ™, ou Oosafe / Fermacidal - assim como a superficie da cabine e o microscépio.

-Todos os consumiveis devemser abertos re centemente ou destinadosao PGT, desde que tenham sido manuseados com | uvas.
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-Se houver luz UV na cabine de fluxo laminar, todo o material (MENOS OS EMBRIOES) deve serexposto a luz UV por 5 minutos antes de
iniciar o protocolo.

-Prepare os tubos de PCR de acordo com o nimero de embrides a serem biopsiados, completando-os com 2,5 pL de solu¢do de loading
(recomenda-se a preparagdo de tubos adicionais).

-Vire os tubos de PCR que j& contém a solugdo de loading. Verifique se ndo hd bolhas na solucdo e confirme se o volume da solugdo
permanece na parte inferiordo tubo. Se a centrifuga ndo estiver disponivel, agite vigorosamente os tubos manualmente.

-Se o tubing ndo puderser realizado imediatamente, coloque os tubos de PCR em uma rack refrigerada e guarde-os no freezer (-202C) até o
procedimentodetubing. Se o tubing forfeitoimediatamente, coloque os tubos no fluxo a temperatura ambiente.

-NAO identifique os tubos até que a bidpsiaesteja concluida e antes de prosseguir com o procedimento dotubo.

-Placa de lavagem: prepare uma placa de Petri de 60 mm (ou uma das ICSI) de acordo com o esquema mostrado abaixo. Vocé precisa
prepararuma fileira de 4 gotas poramostra de bidpsia.Cada gota contém 10 plL da solu¢do de lavagem fomecida porlgenomix, e cubra com
6leo mineralfrio.Sdofeitasnomaximo 6 fileiras por placa (correspondendoa 6 amostras).

Obten¢ao da amostra:
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