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Apresentagao

O fator endometrial é fundamental para que a implantagdo embriondria ocorra com sucesso. Ndo s6
é importante avaliar a presenca de malformacdes ou anormalidades na cavidade uterina, mas
também & importante determinar quando o endométrio de uma paciente adquire um fendtipo
receptivo, ou seja, quando sua janela de implantacdo inicia. Pacientes com falha de implantacdo
recorrente (FRI) podem apresentar um deslocamento da janela de implantacdo, fazendo com que a
transferéncia do embrido seja realizada em um endométrio ndo receptivo (Ruiz-Alonso et al. Fertil
Steril, 2013).

A assinatura de expressdo génica do endométrio permite avaliar a receptividade endometrial,

identificando a janela de implantagao personalizada de cada paciente.
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Esta andlise é realizada com uma ferramenta projetada, desenvolvida e patenteada em 2009
(PCT/ES2009/000386) pela Igenomix, apds mais de 10 anos de pesquisa (Diaz-Gimeno et al. Fertil Steril,
2011-2013).

Identificar o momento do ciclo endometrial em que a janela de implantagao (WOI) inicia em cada

paciente nos permite personalizar a transferéncia embriondria (pET) de acordo com este resultado.

Nosso grupo tem demonstrado nos Ultimos anos que a sincronizacdo entre um embrido pronto para se
implantar e um endométrio receptivo aumenta as chances de sucesso das técnicas de reproducdo
assistida (Ruiz-Alonso et al. Fertil Steril, 2013; Ruiz-Alonso et al. Hum Reprod, 2014; Clemente- Ciscar et al.
Hum Reprod, 2018; Simon et al. Reprod BioMEd Online, 2020).

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Outros grupos externos tfambéem publicaram resulfados semelhantes em seus pacientes apods orientar
a transferéncia de embrides de acordo com o resultado do ERA (Mahajan J Hum Reprod, 2015;
Hashimoto et al. Reprod Med Biol, 2017; Findikli et al. Hum Reprod, 2018; Pasternak et al. Fertil Steril,
2018; Taguchi et al. Fertil Steril, 2018; Med Sci Monit, 2022).

ERA (Endometrial Receptivity Analysis), determina o momento ideal do ciclo endometrial em
que redlizar a transferéncia embriondria. Desta forma, o teste ERA pode aumentar as chances de
se alcancar uma gravidez, sincronizando um embrido pronto para se implantar com um endomeétrio

receptivo.

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Indicagoes para ERA

O teste ERA ¢é indicado para pacientes com Falha Recorrente de Implantagao (FRI), uma vez que
apresentam maior risco de ter um deslocamento de sua janela de implantacdo (Ruiz-Alonso et al.
Fertil Steril, 2013). Portanto, esta andlise pode ser benéfica para pacientes com 2 ciclos fracassados
de oocitos proprios ou 1 de doacdo de ovulos, em ambos os casos com embrides de boa
qualidade. Por outro lado, a aplicacdo de ERA em pacientes sem Falha Recorrente de

Implantacdo (FRI) fambém tem sido explorada (Simon et al. Reprod BioMed Online, 2020).

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Indicagoes para ERA

Nossos estudos mostraram que existem outras situacdes em que as pacientes estdo em maior risco
de ter um WOI deslocado. Nestes casos, o ERA pode ajudar a encontrar o momento ideal para a

fransferéncia de embrioes:

*Pacientes com IMC > 30 (Comstock et al, 2017; Bellver et al, 2021)
*Pacientes com atrofia endometrial (espessura endometrial < 6 mm) (Valbuena et al, 2016)
*Pacientes com adenomiose (Mahajan et al, 2018)

sPacientes com gestagoes bioquimicas recorrentes (Diaz-Gimeno et al, 2017)

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Metodologia

Este teste usa tecnologia de sequenciamento de nova geracao (NGS) para analisar a expressdo génica

de 248 genes relacionados ao status de receptividade endometrial.

Os resultados do teste sdo baseados na andlise da expressdo desses 248 genes com um
preditor computacional projetado e desenvolvido pela Igenomix. Apds o sequenciamento do material
genético (RNA) de uma bidpsia endometrial, € possivel avaliar se o endométrio da paciente é receptivo
ou ndo receptivo em um determinado momento do seu ciclo endometrial. Esse resultado sera
acompanhado de uma recomendac¢do para a realizagcao da transferéncia personalizada de embrioes,
em cada paciente de acordo com seu perfil endometrial. Em alguns casos (10%), a janela de
implantacdo personalizada pode precisar ser validada através da realizacdo de uma segunda bidpsia

no dia especificado pela andlise do primeiro teste ERA.

sssssssssssssssssssss
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Para que o resultado seja reprodutivel, o teste ERA deve ser realizado reproduzindo exatamente as
mesmas condi¢coes que terd para o ciclo de transferéncia embriondria (tipo de ciclo, medicacdo, forma
de administracdo...), e sempre em ciclos naturais ou terapias de reposicao hormonal (HRT). Este teste ndo

pode ser realizado em ciclos de estimulacdo ovariana.

Em alguns casos em que foi necessaria mais de uma bidpsia, nossa equipe pode entrar em contato com
para coletar informagoes sobre os ciclos da paciente. Isso € para entender se os protocolos foram
exatamente replicados e se os resultados das execucdes podem ou ndo ser correlacionados. A
correlagdo dos resultados ajuda nossa equipe de diagndstico a revisar ambos os resultados e fornecer
uma recomendag¢do mais personalizada, por exemplo, no caso de um janela de implantacdo estreita. Se
ndo confirmarmos esta informacdo e ndo levarmos em conta a correlacdo, podemos estar perdendo
uma observacdo especial que requer uma recomendacdo mais personalizada para a transferéncia,

além do que nosso algoritmo fornece.

ooooooooooooooooooooo
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A primeira biopsia endometrial deve ser sempre realizada apés 5 dias completos de administragdo de
progesterona (P+5) em um ciclo de HRT (120 horas com administracao de progesterona). Em ciclo
natural, a primeira bidpsia deve ser realizada 7 dias (168 horas) apés o uso de hCG (hCG+7) ou apéds o
pico de LH (LH+7). Também pode ser realizada 6 dias apés a ovulagdo confirmada por ultrassom (embora

a Ultima opcdo ndo seja ideal, pois € dificil garantir a reprodutibilidade de resultados).

No caso de transferéncia de embrioes no dia 3, a bidpsia também deve ser feita em P+5 ou hCG+7, uma
vez que o teste ERA analisa o endométrio no momento da implantagdo. Desta forma, se um resultado
receptivo for obtido em P + 5, um blastocisto deve ser transferido em P + 5 ou um embrido do dia 3 dois

dias antes, ou seja, em P + 3.

ooooooooooooooooooooo
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Laudo e interpretagcao dos resultados

O laudo do ERA indicard o momento ideal para realizar a tfransferéncia embriondria
personalizada (pET) ou para a readlizacdo de uma nova bidpsia do ERA (conforme
apropriado).

Receptivo: O perfil de expressdo génica & compativel com um endométrio receptivo.
Recomenda-se a transferéncia de blastocisto(s) nas mesmas condicoes em que o teste ERA foi

realizado.

Receptivo tardio: O perfil de expressdo génica € compativel com um endométrio no final da
fase receptiva. Recomenda-se adiantar a fransferéncia do (s) blastocisto(s) em 12 horas em

comparacdo com o tempo em que o teste ERA foirealizado.
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Pré-receptivo: O perfil de expressdo génica é compativel com um endométrio na fase pré-receptiva.
Isso pode ser devido a um deslocamento da janela de implantacdo. Em 5% dos casos (quando
esse deslocamento € de 2 dias) uma nova bidépsia endometrial pode ser necessaria para validacdo

no dia indicado.

Pos-receptivo: O perfil de expressdo génica € compativel com um endométrio na fase pds-receptiva.
Isso pode ser devido a um deslocamento da janela de implantacdo. Para validacdo, uma nova

bidpsia endometrial deve ser realizada no dia indicado.

Proliferativo: O perfil de expressdo génica € compativel com um endométrio na fase proliferativa.
Recomenda-se enfrar em contato com o laboratério de ERA para avaliar o protocolo em que a

bidopsia endometrial foi realizada.

* Em aproximadamente 3,3% das amostras recebidas, ndo é possivel obter um diagndstico, o que se deve a obtencdo de um perfil
ndo informativo ou a baixa quantidade/qualidade do material genético obtido.

* Seguir as recomendacodes do laudo do ERA ndo garante a implantacdo. As falhas de implantacdo podem ser causadas por outros
fatores.

Igenomm
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Seguimos rigorosos critérios de qualidade para garantir que a infegridade e a quantidade de RNA
sejam adequadas, evitando possiveis resultados artefatuais que possam afetar negativamente

o resultado clinico do seu pacientes.

RNA invdlido: Na andlise franscriptémica (qualguer que seja a técnica), a integridade adequada do
RNA é necessdria para garantir a confiabilidade do resultado. Nos casos em que o RNA é altamente
degradado, o perfil de expressdo génica obtido ndo seria confiGvel. Isso ocorre em
aproximadamente  1,2% das amostras recebidas. Nestes casos, € necessario avaliar uma

nova bidpsia endometrial (gratuita). Possiveis causas: famanho de amostra muito grande,

w w v W 'w

contaminacdo e/ou alta temperatura (235 °C) durante o transporte.
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RNA insuficiente: Embora com NGS a quantidade minima de RNA necessdria para andlise seja muito
baixa, as vezes uma baixa concentracdo de RNA pode levar a um resultado impreciso. NoOSsOs
rigorosos sistemas de controle nos permitem identificar a confiabilidade do resultado obtido. Somente
em cerca de 1,5% das amostras recebidas ndo é possivel determinar um perfil de expressdo
génica preciso, pois ndo hd material genético suficiente. Nestes casos, € necessdrio avaliar uma

nova bidpsia endometrial (gratuita). Possiveis causas: baixa quantidade de tecido adequado.

Nao Informativo: Este resultado € obtido quando o perfil analisado ndo corresponde aos perfis de
expressdo génica de controle presentes no preditor de ERA. Nestes casos, a nossa equipa de ERA ird
contatd-lo para avaliar o protocolo em que a bidpsia endometrial foi realizada. Ocorre apenas
em <0,7% das amostras analisadas e em >95% dos casos, estd relacionada d amostra em si, ndo ao

endomeétrio, j& que com uma nova bidépsia (sem custo) é possivel obter um resultado valido.

Em qualquer um desses casos, nossa equipe de ERA ird apoid-lo e orientd-lo, certificando-se de que
podemos encontrar um resultado valido para o seu paciente, confiando que buscamos qualidade e

confiabilidade.

sssssssssssssssssssss
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Laudo

O objetivo deste teste € fornecer
aos meédicos um diagndstico
molecular objetivo da

receptividade endometrial.

Este teste deve ser prescrito e
interpretado pelo meédico que
realizard a transferéncia

embriondria subsequente.
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ERA (DIAGNOSTICO DE RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL)

o
NHC: Fecha recepcisn: Clinicaz
Tipo de muestra:  Biopsia endometrial Fecha informe: Doctor:
Nombre paciente: Progesterona:* -
Fecha nacimiento: Fecha medida: W et
Fecha inicio P4: o
Fecha biopsia:
Tipo de ciclo:
RESULTADO DEL TEST:
RECEPTIVO: RECEPTIVO TARDIO
R dacion: La transfi ia embrionaria izada (pET) de blastocisto/s debe i oo||113
+ 3 horas con ini: ion de pi (12 horas menos con inistracion de
al momento en el que se tomd esta biopsia endometrial). No se requiere una nueva biopsia endometrial. **
USTED \\
______ .
] ' \\‘
[ ' S
\ ‘ \\.\
N .
1 s 1 ]

Pre-Receptivo Receptivo Post-Receptive

INTERPRETACION DE SU RESULTADO:

H perfil de expresion génica es compatible con un endometrio receptivo tardio. Por b tanto recomendamos realizar la
transferencia de blastocisto/'s con 113 + 3 horas con administracién de progesterona (12 horas menos con administracion
de progesterona respecto al momento en el que se tomd esta biopsia endometrial). Para ello puede comenzar |z
administracidn de progesterona 12 horas mas tarde o bien adelantar 12 horas la transferencia embrionaria respecto al
momento en el que se tomd esta biopsia endometial.

Para transferir embriones de dia 3, se deber3 realizar la transferencia dos dias antes respecto a la recomendacidn anterior
para transferencia de blastocistos.

v e L progastrons bussl s Gl prmers o de progasrons o ics de LWHCG sdminsraciéin: Menor ue £ ng/ml Fecha de s madid:

+* Este resultad para ¢ mismo en el que se ha realizado esta biopsia endometrial y Siempre gue a progesterona
erlfngetspmalammhrmdsp«gﬂzmmmhﬂazﬁ:lng’mi

DESCRIPCION DEL TEST:

ERA (Andlisis de rec i ial) es un test o molecular que se utiliza para determinar si el endometrio
(la membrana mucosa que recubreé utem) presenta un perfil reoephvn dﬁpues de 5 dias con amnon a progesterona,
en que el end estar e listo para la i del embrién. Este método de diagndstico

mo)emlarsebasa en medir &l perﬁlde expresién génica del tejide a'hdomﬂnal En consecuencia, ERA ayuda a dehamnar
cudndo &l endometrio presenta las condiciones ideales para la i icn del embridn, la d de un
tratamiento de fertilizacidn in vitro exitoso.

SENOMIX SPAIN LAB, SLUI, £ Marcks Morfurial n°11, wwawrwwmmmw +34 963 905 310 i “‘&

Bt b | ubit| e | vkl | Kok | Kumek OBy | L | Lot |deﬂtﬂm|MmHNmu|l\hnbdhl Sap oty
Yok | Recife | Riyadh | Sareiago de Cile | smpmhnaluunapnm\ ‘e + 54 A

Para obter uma recomendagao
de PpET expressa em horas,
precisamos da data e hora
da bidpsia endometrial e de um
dos seguintes dados
(dependendo do tipo de ciclo):

- Data e hora da primeira dose de
P4 (ciclo HRT)

- Data e hora da injecdo de hCG,
ou pico de LH ou ovulacdo
(Ciclos Naturais)

O laudo ERA indicard o momento
ideal para realizar a
transferéncia personalizada de
embrices (pET) ou quando
realizar uma nova bidpsia
ERA (conforme apropriado).
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Reprodutibilidade dos resultados

O resultado do ERA demonstrou ser reprodutivel durante, pelo menos, 36 meses, desde que se cumpra o seguinte:
* O protocolo de preparo endometrial deve serreplicado exatamente para os ciclos de bidpsia e transferéncia.

* A espessura do endométrio deve estar dentro da mesma faixa de um dos frés seguintes: <6 mm, 6-12 mm, >12
mm; tanto na bidpsia quanto no ciclo de transferéncia.

* Alteragoes no IMC podem ser acompanhadas por uma alteragdo na janela de implantagcdao. O teste ERA pode
precisar ser repetido apds mudancas significativas no IMC (mudando de > 30 para < 30) para garantir a
precisdo dos resultados.

* Intervengoes a nivel uterino pode afetar a WOI. Apds este tipo de intervencdo, deve avdliar-se se é necessdrio
realizar um novo teste ERA. De fato, se o seu paciente precisar de qualquer intervencdo a nivel uterino antes da
transferéncia do embrido, o teste ERA deve ser realizado apds este procedimento.

* A progesterona endégena devidamente controlada em ciclos de biopsia e de transferéncia, deve ser < 1 ng/ml
denfro de 24 horas antes da primeira ingestdo de progesterona (ciclos HRT ) ou LH+ 0 / hCG + 0 (ciclos naturais).

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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ERA | Fluxo de decisao

Inicio

Coleta de 1

Bidpsia endometrial
apds preparo
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Coletar 2° bidpsia
Endometrial

Teste ERA

!

Sugest@o de nova bidpsia
(Pre-receptivo 2 dias ou Pds-receptivo)

Teste ERA

—> Resultado

PET recomendada
(Receptivo ou Pré-receptivo 1 dia)

—

Resultado

PET recomendada

Ndo-receptiva
sem
pET recomendada

—

Avaliacdo
de caso
individualizado

Recomendacdo
individualizada

Seguir TRA
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Apresentagcao

O Projeto Microbioma Humano (HMP) destaca a importancia dos diferentes microrganismos e seus

genomas na saude e no estudo das doencas humanas (Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Este estudo demonstrou a importéncia da identificacdo de desequilibrios (disbiose) ou patdgenos na

microbiota para melhorar o manejo clinico em diferentes dreas da medicina.

Um estudo cientifico realizado pela Igenomix confirmou a existéncia do microbioma endometrial e
mostrou que a disbiose da cavidade uterina estd  associada a resultados reprodutivos insatisfatorios
em pacientes submetidas a tratamentos de reproducdo assistida. Isso sugere que os desvios
patogénicos nos niveis de bactérias endometriais desempenham um papel fundamental na
infertiidade. (Moreno et al. J Obstet Gynecol, 2016).
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O EMMA (Endometrial Microbiome Metagenomic Analysis) pode determinar se 0 ambiente microbiano

uterino é ideal para a implantacdo do embrido.

O EMMA fornece uma visdo abrangente da composicdo bacteriana do endométrio, incluindo
patdgenos causadores de endometrite cronica (EC) que podem ser estudados especificamente no
ALICE.

Indicagcoes para o EMMA

As vantagens da andlise do microbioma endometrial em pacientes com Falha Recorrente de
Implantacdo (FRI) e Aborto Espontdneo Recorrente foram demonstradas (Moreno et al. Am J Obstet
Gynecol, 2016). No entanto, o teste EMMA pode ser benéfico para qualquer mulher que com desejo de

engravidar, analisando o DNA microbiano presente no ambiente que receberd o embrido.

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Metodologia

V4

O EMMA e um teste molecular que fornece informacdes sobre a microbioma no tecido
endometrial, analisando um painel personalizado de bactérias que inclui informacdes sobre as
espécies de Lactobacillus mais frequentes e bactérias potencialmente patogénicas do trato
reprodutivo (algumas delas relacionadas a endometrite crénica). Este método baseia-se na
deteccao de DNA bacteriano por RT-PCR, o que resulta em diferentes perfis que tém sido
relacionados ao sucesso da gravidez. A extragdo de DNA seguida pela amplificagdo especifica

do microrganismo permite quantificar as bactérias especificas presentes em uma amostra.

Uma Unica bidpsia endometrial contém tanto células endometriais quanto bacterianas. Ambos os
tipos de células podem ser analisados por sequenciamento para fornecer informacdes sobre a
receptividade e o microbioma endometrial. O teste EMMA fornece uma visdo microbiolégica do

endométrio com o objetivo de melhorar o manejo clinico das pacientes.

ooooooooooooooooooooo
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O relatorio EMMA
apresenta 3 tabelas com
os intervalos de referéncia
e 0s valores obtidos para
cada bactéria do painel,
através da andlise de uma

amostra endometrial;

Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP™

Igenomm

PART OF VITROLIFE GROUP"

ENDOMETRIAL MICROBIOME METAGENOMIC ANALYSIS (EMMA)

Informacion de la paciente Informacion de la muestra Informacion de la clinica
NHC: Fecha de Clinica:
Nombre de la recepcion: Doctor:
paciente: Fecha/hora del
Fecha de informe:
nacimiento: Tipo de muestra:
Alergia a Tipo de ciclo:
antibidticos: Dia del cida:
Mo. Biopsia:
Fecha de la
biopsia:
RESULTADOS DEL TEST EMMA: RESULTADOS DEL TEST ALICE:
Lactobacilus crispatus No detectada N/A 2371 Chiamycia trachomats No detectada N/A absent
Lactobacilius gassen | Detectada 4,2.6 | Ed Z,ISD E‘lmﬂ Faecalis | No detactada N/A | <363
Lactobacillus iners VNO detectada N/A > 357 Eschenichia colf No detectada N/A =< 3.58
Mis jencend No d NA 2370 Kiebsiellz preumonize Nodetectada | NA | 357
DEL TRACTO REPRODUCTI) Mycoplasma gentaium | Nodetectada | NA | 5357
Actinommyees israeli Nodetectads | NA | absent Mycopiasma hominis | Nodetecrads | NJA | s3.57
Atopobium vaginae No detectada | N/A <357 Neisseria gonorhioese | Mo detectada NA | absent
Bacteroides fragils Nodetectada | NA | =357 Ko il i e Hogemcals LW L 2257
Bifidobacterium spp Nodetectoda | WA | <422 | Sreptococus agalactiae doup | g gerectada | Win | 2357
Clostridium sordeli No detectada WA | absent . g E— ol R
Dialister spp Detectada | 3.62% | <357
i — s g
Gardnerelia vaginais | Nodetectada | NA | 372
Haemophitus duereyi Nodetectada | NA | absent
Mycobacterium tuberculosis | Nodetectada | N/A | absent
Mobiluncus spp | Detectada | 377 | <357

%mmmam\embms Nodeieﬂada | N/A | <3.57
Pamhwvrmmsasmfwwynmr No detectada NA <357

Prevotelia bivia No detectada N/A <357
Prevotela siens | “Nodetectada | wA | =3s7
Sneathia sop | Nodetectada | NA | <357
Treponema pficum Nodetectads | A | sbsent

*Valores fuera del rango de referencia.

RECOMENDACION

Igenomix recomienda realizar una transferencia de embriones en un io Lactobacillus- i ) para aumentar las
probabilidades de lograr un embarazo exitoso (1,2,3). Segln las guias estandares de Microbiologia (4,5), en caso de posible
infeccion por las bacterias, cuyo ADN ha sido detectado, el tratamiento sugerido seria amoxicilina 500mg/8h, via oral durante
7 dias. Para recolonizar posteriormente el tracto reproductivo, se sugiere el uso de probidticos vaginales compuestos por
Lactobacillus durante el periodo de dias establecido por el fabricante y en la dosis indicada por el mismo.

Asimismo, recomendamos el andlisis de una nueva biopsia una vez completado dicho tratamiento, siguiendo las instrucciones
del test para la toma de muestras.
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Os intervalos de referéncia para todas as bactérias incluidas no teste EMMA foram calculados a
partir da andlise de amostras de mulheres com nascidos vivos pertencentes a um estudo clinico que
deu origem a publicacdo cientifica Moreno et al, Microbiome 2022.

Os resultados do teste EMMA sdo apresentados em 3 tabelas com as seguintes informacaoes:

1) Tabela 1: Quantidades de Lactobacillus mais frequentemente encontradas no trato reprodutivo.

LACTOBACILLUS
BACTERIA RESULTADO VAILOR
lLactobacillus crispatus No detectada MN/A =3.71
l actobacillus gasseri Detectada 3.21% = 3.60
L actobacillus iners No detectada N/A > 3.57
Lactobacillus jensenii No detectada N/A = 3.70

*Valores fora do intervalo de referencia.

‘ PART OF VITROLIFE GROUP™
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Interpretacao de resultados e Laudo

Os valores fora do intervalo de referéncia sdo identificados em negrito e com um asterisco:

- Se pelo menos uma das espécies de Lactobacillus estiver dentro do intervalo de referéncia, é

considerado um resultado normal.

- Os niveis de Lactobacillus serdo considerados fora da faixa quando nenhuma das espécies

analisadas for detectada ou forem detectadas com valores abaqixo da faixa de referéncia 1 XN 1 |

estabelecida.

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Interpretacao de resultados e Laudo

2) Tabela 2: Patégenos comuns do trato reprodutivo com relevancia clinica e nao relacionados a

endometrite cronica:

PATOGENOS DEL TRACTO REPRODUCTIVO

Actinomyces israelif
Atopobium vaginae
Bacteroides fragilis
Bifidobacterium spp
Clostridium sordelii
Dialister spp
Fusobacterium nucleatum
Gardnerella vaginalis
Haemophilus ducreyi
Mycobacterium tuberculosis
Mobiluncus spp
Peprtostreptococcus anaerobius
Porphyromonas asaccharolytica
Prevotella bivia
Prevotella disiens
Sneathia spp
Treponema pallidurm

No detectada
Detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada
No detectada

*Valores fora do intervalo de referencia.

Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP™

N/A
3.72%
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

absent
< 3.57
= 3.57
< 4.22
absent
= 3.57
absent
= 3.72
absent
absent
< 3.57
= 3.57
< 3.57
< 3.57
= 3.57
< 3.57

absent

Valores de patdogenos fora do intervalo de referéncia

sdo identificados em negrito com um asterisco.

Se algum dos patégenos associados a

Observacao:
Infecgoes Sexualmente Transmissiveis (Haemophilus ducreyi
e/ou Treponema pallidum) estiver fora do intervalo de
referéncia, um teste confirmatério adicional serd
recomendado. As infecgoes causadas por estas bactérias sao
de notificagcdo obrigatéria as Autoridades Sanitdrias locais nos
diferentes paises. Caso esses patégenos sejam identificados,

é responsabilidade do médico declarar essas infecgoes.
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3) Tabela 3: patdgenos mais frequentes que causam endometrite cronica (teste ALICE)

RESULTADOS DEL TEST ALICE:
Valores de patdgenos fora do intervalo de

PATOGENOS RELACIONADOS CON ENDOMETRITIS CRONICA

referéncia sdo identificados em negrito com um

RANGO DE .
BACTERIA RESULTADO asterisco.
Chlamydia trachomatis No detectada N/A absent
Enterococcus faecalis No detectada N/A <363 Observacdo: Se algum dos patégenos associados a
Escherichia coli No detectada N/A < 3.58 infecgoes sexualmente transmissiveis (Chlamydia
Klebsiella pneumoniae No detectada N/A <3.57 frachomatis e/ou Neisseria gonorrhoeae) estiver fora do
- * ~ . ) 7 e o o °
Mycoplasma hominis Detectada 3.71 =357 intervalo de referéncia, testes confirmatérios adicionais
Myoplasma genitalium No detectada N/A < 3.57 ~ . _
— serao recomendados. As infecgoes causadas por estas
Neisseria gonorrhoeae No detectada N/A absent i _ _ i X
Staphylococcus aureus No detectada N/A < 3.57 bacterias sdo de noftificagao obrigatoria as Avutoridades
; Sanitdrias locais nos diferentes paises. Caso esses
Streptococcus agalactiae group B/ No detectada N/A <357 P

Streptococcus viridans
Ureaplasma urealyticum No detectada N/A < 3.58

patégenos sejam identificados, é responsabilidade do

médico declarar essas infeccoes.
*Valores fora do intervalo de referencia.

Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP™
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O relatério do EMMA também inclui uma recomendacdo (se necessdrio) para alcancar um trato
reprodufivo dominado por Lactobacillus, aumentando as chances de alcancar a gravidez,
conforme descrito na literatura cientifica. Da mesma forma, também € incluida uma secdo com a

interpretacdo de todos os resultados obtidos. Exemplos:

RECOMENDACION

Igenomix recomienda realizar una transferencia de embriones en un endometrio Lactobacillus-dominado para aumentar las
probabilidades de lograr un embarazo exitoso (1,2,3). Segln las guias estandares de Microbiologia (4,5), en caso de posible
infeccion por las bacterias, cuyo ADN ha sido detectado, el tratamiento sugerido seria azitromicina 500mg/24h el primer dia
y 250mg/12h durante 4 dias. Para recolonizar posteriormente el tracto reproductivo, se sugiere el uso de probidticos
vaginales compuestos por Lactobacillus durante el periodo de dias establecido por el fabricante y en |a dosis indicada por el
mismo.

Asimismo, recomendamos el andlisis de una nueva biopsia una vez completado dicho tratamiento, siguiendo las instrucciones
del test para la toma de muestras.

INTERPRETACION DEL RESULTADO DE EMMA:

No se ha detectado DNA de bacterias potencialmente patdgenas del tracto reproductivo, no relacionadas con endometritis
cronica, en la muestra endometrial.

No se ha detectado DNA de Lactobacillus en la muestra endometrial. Lactobacillus es la bacteria predominante en el tracto
reproductivo femenino durante la edad reproductiva. No es necesario tener diferentes especies de Lactobacillus, pero al
menos una de ellas deberia estar dentro del rango establecido como valor normal.

INTERPRETACION DEL RESUTADO DE ALICE:

Se ha detectado ADN de bacterias potencialmente patdgenas del tracto reproductivo relacionadas con endometritis cronica
Iaenomlx@ fuera del rango de referencia. Igenomix recomienda normalizar esos valores antes de realizar una transferencia embrionaria
x> 4 PART OF VITROLIFE GROWP" para aumentar las probabilidades de lograr un embarazo segln lo descrito en la bibliografia cientifica (1,2,3).
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Vantagens da andlise molecular do microbioma vs cultura

microbiana

A cultura microbiana € o método padrdo utilizado para a avaliacdo da populacdo bacteriana e

infeccoes. No entanto, foi demonstrado que, dependendo da localizacdo, entre 20% e 60% das bactérias

ndo podem ser cultivadas. A avaliacdo molecular do microbioma permite a deteccdo de bactérias

cultivaveis e ndo cultivaveis presentes na amostra.

CULTIVO MOLECULAR

BASEADO EM

OBJETIVIDADE NOS
RESULTADOS

ESPECIFICIDADE
(DIRIGIDO ABT TTO)

DETECC. BACT.
NAO CULTIVAVEL

|Oenom|X® TEMPO DE RESULTADOS
d RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR CURTOS

Identificacdo de patdgenos
endometriais cultivaveis

O uso de RT-PCR para detectar
todas as bactérias (incluindo
aquelas de cultura dificil)
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EMMA | Fluxo de decisao

Patégenos detectados fora
do intervalo de referéncia

v - -
Patégenos Terapia — - Baixo nivel de
detectados fora do (antibidticos + x  [EEES Celeeiiel Teste Resultados Lactobacillus
N g o 'S para o teste EMMA EMMA
intervalo de probidticos) EMMA
referéncia
Inicio
A 4
fratamento
robiético
enzlgrasgﬁ &l Baixo nivel de
Resultados Lactobacillus 1
elelfcNeR SN | Teste EMMA EMMA Normal
EMMA
fratamento
robidtico
Normal' v Seguir

TRA

1 Normal: nenhum patégeno e Lactobacillus sdo detectados dentro do intervalo de referéncia.

* Apods o tratamento, deve-se decidir se procedemos diretamente & transferéncia do embrido ou repetimos o teste
EMMA para garantir a eficécia do tratamento.

Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP™
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Apresentagao

O melhor exemplo de uma patologia causada por uma microbiota anormal € a Endometrite Crénica
(EC). A EC é uma inflamagdo persistente do endométrio, causada por uma infecgdo uterina causada
por bactérias patogénicas. Geralmente & assintomdtica e os métodos usuais de diagndstico (histologia,
histeroscopia e cultura microbiana) sdo insatisfatérios, de modo que a doenca muitas vezes € pouco
investigada, embora acometa aproximadamente 30% das pacientes inférteis, podendo chegar a 66%

das pacientes com Falha Recorrente de Implantacdo e Aborto Espontdneo Recorrente.

Um estudo realizado pela Igenomix mostrou que a andlise molecular da EC € um método diagndstico
confidvel em comparacdo com os métodos cldssicos (Moreno et al. Am J Obstet Gynecol, 2018). Esta
nova abordagem deve melhorar a detec¢do desta patologia endometrial, muitas vezes nao
diagnosticada, identificando microorganismos especificos e permitindo um tratamento guiado e

personalizado.

sssssssssssssssssssss
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ALICE (Analysis of Infectious Chronic Endometritis), detecta as bactérias mais frequentes que causam
endometrite cronica. Isso amplia o servico oferecido pela Igenomix, para avaliar o endométrio em nivel

microbioldgico, com o objetivo de melhorar o manejo clinico das pacientes com essa doenca silenciosa.

Indicacoes para o teste ALICE

O teste ALICE é benéfico para qualquer mulher desejando engravidar, analisando o ambiente
microbioldégico que o embrido ird encontrar no momento da implantagcdo, mas € especialmente
indicado para pacientes com historico de Falha Recorrente de Implantacdo e Aborto Espontdneo

Recorrente, uma vez que a EC estd ligada a esses eventos.

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
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Metodologia

O teste ALICE usa RT-PCR para fornecer triagem molecular para a EC no tecido endometrial, analisando as
bactérias mais frequentemente associadas a doenca (Streptococcus agalactiae (grupo B) e
Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma
genitalium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia trachomatis e
Neisseria gonorrhoeae). A tecnologia utilizada para o efeito baseia-se na extragao de DNA seguida de
uma amplificagcdo especifica do microrganismo que permite quantificar a bactéria alvo presente numa
amostra. Depois de receber a bidpsia endometrial e exirair o material genético (DNA), os requisitos

minimos de qualidade da amostra sdo avaliados antes de utilizar as técnicas de deteccdo.
Uma Unica amostra endometrial contém células endometriais e bacterianas. Estas podem ser analisados

por sequenciamento para prever a receptividade endometrial e por RT-PCR para estudar os patdégenos

mencionados.

sssssssssssssssssssss
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O relatorio ALICE mostra uma tabela com os intervalos de referéncia e os valores obtidos para cada

bactéria do painel, obtidos a partir da andlise de uma amostra endometria

Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP®

ANALYSIS OF INFECTIOUS CHRONIC ENDOMETRITIS (ALICE)
Informacién de la muestra Informaci6n de la clinica

NHC: Fecha de Clinica:
Nombre de la recepcién: Doctor:
paciente: Fecha/hora del
Fecha de informe:
nacimiento: Tipo de muestra:
Alergia a Tipo de ciclo:
antititicos: Dia del ciclo:
No. Biopsia:
Fecha de la
biopsia:
RESULTADOS DEL TEST ALICE:

PATOGENOS RELACIONADOS CON ENDOMETRITIS CRONICA.

BACTERIA RESULTADO | VALOR RANGO DE REFERENCIA

Chiamydia trachomatis No detectada N/A absent
Enterococcus faecalis No detectada N/A <3.63
Escherichia coll No detectada N/A | <3.58
Kiebsiella pneumoniae No detectada N/A <3.57
Mycoplasma genitalium No detectada A <357
Mycoplasma hominis No detectada N/A <3.57
Neisseria gonorrhoeae No detectada N/A absent
Staphylococcus aureus No detectada N/A <357
Streptococcus agalactiae group B/ Streptococcus viridans No detectada N/A < 3.57
Ureaplasma urealyticum No detectada N/A <358
RECOMENDACION

No recomendamos realizar ninguna intervencién microbiolégica.

INTERPRETACION DEL RESUTADO DE ALICE

No se ha detectado DNA de bacterias potencialmente patdgenas, relacionadas con endometritis cronica, en la muestra
endometrial.

COMENTARIOS ADICIONALES

Ninguno

Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP™
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Valores de patdgenos fora do intervalo de referéncia sdo identificados em negrito com um asterisco.

RESULTADOS DEL TEST ALICE:

BACTERIA RESULTADO . VALOR RANGO DE REFERENCIA

Chlamydia trachomatis | Nodetectada | N/A absent
Enterococcus faecalis No detectada N/A <3.63
Escherichia colf No detectada N/A <3.58
Klebsiella pneumoniae No detectada N/A <3.57
Mycoplasma genitalium No detectada N/A < 3.57
Mycoplasma hominis No detectada | N/A £3.57
Neisseria gonorrhoeae | Nodetectada | N/A absent
_&phybmms aureus . No detectada N/A < 3.57
mmsagammﬂfﬂmptms viridans | No detectada | N/A < 3.57
Ureaplasma urealyticum | Nodetectada | N/A < 3.58

*Valores fora do intervalo de referencia.

Observacdo: Se algum dos patégenos associados a infecgoes sexualmente transmissiveis (Chlamydia trachomatis e/ou Neisseria - L AN 1 |

gonorrhoeae) estiver fora do intervalo de referéncia, testes confirmatoérios adicionais serGo recomendados. As infecgoes causadas por

estas bactérias sdo de notificagcdo obrigatéria as Autoridades Sanitdrias locais nos diferentes paises. Caso esses patégenos sejam . . o ..

identificados, é responsabilidade do médico declarar essas infecgdes.

PART OF VITROLIFE GROUP™

Igenomm
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O relatdrio ALICE também apresenta uma recomendacdo (se necessdrio) para aumentar as
chances de uma gravidez saudadvel, conforme descrito na literatura cientifica, bem como uma

interpretacdo do resultado obtido.

RECOMENDACION

Igenomix recomienda realizar una transferencia de embriones en un endometrio Lactobacillus-dominado para
aumentar las probabilidades de lograr un embarazo exitoso (1,2,3). Segln las guias estandares de
Microbiologia (4,5), en caso de posible infeccion por las bacterias, cuyo ADN ha sido detectado, el tratamiento
sugerido seria amoxicilina 500 mg/8h, via oral durante 7 dias. Para recolonizar posteriormente el tracto
reproductivo, se sugiere el uso de probidticos vaginales compuestos por Lactobacillus durante el periodo de
dias establecido por el fabricante y en la dosis indicada por el mismo.

Asimismo, recomendamos el andlisis de una nueva biopsia una vez completado dicho tratamiento, siguiendo
las instrucciones del test para la toma de muestras.

INTERPRETACION DEL RESUTADO DE ALICE:

Se ha detectado ADN de bacterias potencialmente patdgenas del tracto reproductivo relacionadas con
endometritis cronica fuera del rango de referencia. Igenomix recomienda normalizar esos valores antes de
realizar una transferencia embrionaria para aumentar las probabilidades de lograr un embarazo seglin lo
descrito en la bibliografia cientifica (1,2,3).

En caso de prescribir un tratamiento, resomendamos analizar una nueva biopsia una vez terminado para
confirmar la normalizacién de los valores de las bacterias patdgenas. La nueva muestra debe tomarse
siguiendo las indicaciones del test.

COMENTARIOS ADICIONALES
Ninguno.

Nota: os nUmeros entre parénteses no texto do relatdrio referem-se ds publicacdes cientificas indicadas no final do relatdrio.

Igenomix
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Analysis of Infectious
Chronic Endometritis

Vantagens da deteccdo de patégenos por andlise molecular
da microbiota vs histologia, histeroscopia e cultura
microbiana.

Os métodos fradicionais para a deteccdo de EC sdo, histologia, histeroscopia e cultura microbiana.
No entanto, esses trés métodos cldssicos fornecem resultados inconclusivos ou confusos em 80% dos
casos. Enquanto a histologia geralmente subdiagnostica a EC, a histeroscopia muitas vezes
superdiagnostica a doenca. Esses métodos ndo sdo capazes de identificar o patdgeno causador, de

modo que o tratamento é baseado em antibidticos de amplo espectro.

A cultura microbiana é capaz de isolar o patdégeno causador, no entanto, estima-se que entre 20% e

60% das bactérias ndo possam ser cultivadas em condicoes laboratoriais padrdo.

A microbiologia molecular obtém resultados equivalentes aos obtidos com a combinagdo dos trés
métodos em conjunto (histologia, histeroscopia e cultura microbiana) (Moreno et al., Am J Obstet
Gynecol, 2018).

ooooooooooooooooooooo
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ALICE

Analysis of Infectious
Chronic Endometritis

Vantagens da detecg¢do de patdogenos por andlise molecular

da microbiota vs histologia, histeroscopia e cultura
microbiana.

_ HISTOLOGIA HISTEROSCOPIA CULTIVO MOLECULAR

Usando RT-PCR
para detectar o

|dentificacdo de edema Identificacdo de
- - . . o , DNA de todas as
Identificacdo de estromal, hiperemia epitelial patdégenos bactérias
BASEADO EM plasmdcitos CD138+ no focal ou difusa e/ou endometriais (Mesmo as
estroma endometrial presenca de micropdlipos cultivaveis dificeis de
cultivar)
OBJETIVIDADE NOS e 20
RESULTADOS NA NA
ESPECIFICO (Tto AB dirigido) NAO NEO
DETECC. BACT NAO CULTIVAVEL NAO NAO NAO
TEMPO DE RESULTADOS CURTOS NAO NAO

ooooooooooooooooooooo
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ALICE

Analysis of Infectious
Chronic Endometritis

ALICE | Fluxo de decisao

Patégenos
relacionados a EC
detectados fora
do intervalo de
referéncia

v

Terapia (antibiéticos|_
+ probidticos

Bidpsia
endometrial > Resultado

Teste ALICE ALICE

para feste
ALICE

Pafogenos
relacionados &
DC dentro da
faixa de
referéncia ou ndo
detectadas

endometrial para

Patogenos relacionados
& EC detectados fora
do intervalo de

Teste
ALICE

Resultado
teste ALICE

Pafogenos
relacionados a DC
dentro da faixa de
referéncia ou ndo

detectado

* Apds o tratamento, deve-se decidir se procedemos diretamente a transferéncia do embrido ou repetimos o teste EMMA para

garantir a eficdcia do tratamento.

Igenomix
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Analysis of Infectious
Chronic Endometritis
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Requisitos para realizar uma biopsia endometrial
* A biopsia endometrial para testes ERA, EMMA, ALICE ou EndomeTRIO deve ser feita seguindo todas as indicagoes

dadas neste manual.

* A bidpsia endometrial pode ser realizada no consultério do ginecologista, sem a necessidade de anestesia. Se a
coleta for durante uma histeroscopia, s6 pode ser realizada se a referida histeroscopia for observacional e nao
envolver qualquer intervengcdo. Recomenda-se fazer a bidpsia no inicio do procedimento, antes de distender a

cavidade uterina e sem tratamento ou antibidtico antes, durante ou apds o procedimento.

* Para os testes EMMA/ALICE/EndomeTRIO, os antibidéticos devem ser evitados por pelo menos 7 dias antes da coleta da
amosira, bem como durante e apés a coleta, até que os resultados dos testes sejam finalizados e entregues. Isso
garante que o microbioma no dia da coleta seja representativo do microbioma real do paciente no  momento
em que o resultado € recebido. As informacdes sobre os medicamentos prescritos a paciente que possam alterar
o seu estado imunitario ou microbiota devem também ser incluidas no formuldrio de solicitagcao do teste, incluindo
todos os dados relativos a fratamentos de antibidticos durante o més anterior d bidpsia (principio ativo, via de

administracdo, dose e duracdo do tratamento).

sssssssssssssssssssss
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Dia de bidopsia endometrial para ERA isoladamente ou em
conjunto com EMMA/ALICE

Somente uma uUnica bidpsia endometrial € necessdria, tanto para analisar apenas um dos testes, quanto para realizar um
EndomeTRIO (resultado para ERA, EMMA e ALICE). A bidpsia endometrial deve ser realizada seguindo as instrucdes descritas

abaixo:

1. O diagnéstico ERA é vdlido para o tipo de ciclo em que o teste é redlizado, de modo que o embriGo deve ser
transferido no mesmo fipo de ciclo e janela de implantacdo personalizada no qual foi obtido um diagndstico
'‘Receptivo'. Portanto, o tipo de ciclo de bidpsia deve corresponder ao fipo de ciclo planejado para a transferéncia de

embrioes.

2. Tipo de ciclo: Terapia de reposicdo hormonal (HRT) (P+5) ou  ciclo natural (hCG+7/LH+7/Ovulagcdo+6), conforme

explicado abaixo. Nota: Se os embrides do dia 3 forem transferidos, a bidpsia também deve ser realizada em P+5 ou

hCG+7/LH+7/Ovulacdo+é, pois o teste ERA avalia o endométrio no momento da implantagdo. Desta forma, se tiver um

resultado receptivo em P+5, fransferird um blastocisto em P+5 ou um embrido de 3 dias antes , ou seja, em P+3.

Igenomix
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2a) Ciclo de Terapia de Reposicao Hormonal (HRT): Consiste no tratamento com Estrogénios e Progesterona durante o
preparo do endomeétrio, de forma confrolada e semelhante d como acontece em um ciclo natural, para o transferéncia

embriondria, utilizando o protocolo de rotina da clinica ou nosso protocolo padrdo:

A paciente inicia o preparo com estradiol a partir do 1° ou 2° dia do ciclo menstrual. A avaliacdo por ultrassonografica é
feita 7 a 10 dias depois. Tenha em conta que, ndo recomendamos que a terapia com estradiol dure mais de 17 dias

antes do inicio da ingestdo de progesterona.

Iniciar a progesterona (P4) quando um endomeétrio tfriaminar >6 mm com um P4 sérico < 1 ng/ml for atingido (dentro
de 24 horas antes do inicio da P4 exdgena), confinuando com o tratamento com estradiol. O dia em que o
tratamento com P4 € iniciado € chamado de P + 0, e a bidpsia é realizada no dia P + 5, apds 5 dias completos (120

horas desde a primeira injecdo até a bidpsia).

Igenomix
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Legenda
|:| E2 Exdgeno

|:| P4 Exdgena

Protocolo de rotina da HRT

Ultrassonografia vaginal:[

Endom. Trilaminar > 6 mm

*pPET baseado em P+0

Ciclo HRT Medida de ~ .
P4 ENDOGENA < 1 ng/ml ADMINISTRACAO EXOGENA P4 BIOPSIA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
P+0* P+1 P+2 P+3 P+4 P+5
(120 hrs)

Igenomix
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Em um ciclo HRT é muito importante certificar-se de que ndo haja ovulagdo e portanto o nivel de P4 endégena sempre
dever medido dentro de 24 horas prévias a primeira dose de P4 exégena. O nivel dever ser <1ng/ml, caso contrdrio,
recomenda-se cancelar o ciclo e iniciar um novo. Se a P4 endégena ndo for adequadamente controlada, pode

ocorrer um resultado artefatual que pode afetar a precisao e a reprodutibilidade do teste ERA.

A recomendacdo para a transferéncia personalizada de embrides (pET) deve basear-se no tempo de exposicdo a
progesterona (ou seja, o ponto de referéncia de inicio deve ser de acordo com a primeira dose de progesterona

exdgena: P+0).

enomix-
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2b) Ciclo natural: para Ciclos Naturais sempre € preciso ter uma data de referéncia com respeito ao momento da

ovulacdo. Podendo ser uma das trés opcoes seguintes:

i. Data do hCG: o hCG ¢é administrado de acordo com par@metros de rotina em um ciclo natural (famanho do
foliculo >17 mm). O dia de administracdo de hCG ¢é considerado como hCG+0 e a bidpsia serd realizada 7 dias
depois, em hCG+7 (168 horas apds a injecdo de hCG).

ii. Data de pico do LH: Para detectar corretamente o pico de LH, os niveis de LH na urina ou no sangue devem
ser medidos por vdrios dias seguidos (a partir do dia 9 em um ciclo regular) obtendo ao menos um resultado
positivo ladeado por dois negativos. O dia do pico de LH € considerado LH+0 e a bidpsia serd realizada 7 dias
depois, em LH+7.

iii. Data da ovulagao: De forma natural, A ovulacdo induz a producdo de estrogénio e progesterona. O dia da
ovulacdo determinado por ultrassonografia serd considerado como Ov+0 e a bidpsia serd coletada 6 dias depois,

em Ov+6.

enomix-
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Em ciclos naturais se pode administrar suplemento de progesterona, sendo chamado entdo Ciclos
Naturais Modificados. Nesses ciclos a data de referéncia para recomendacdo da pET continua a ser
a data hCG/LH/Ovulacdo. A suplementacdo com progesterona pode iniciar desde
LH+1/hCG+1/0Ov+0, ou no momento que se inicia a pratica clinica em seu centro (nunca antes do
hCG ou o pico de LH). Tendo em conta que o momento que se iniciou o suplemento de
progesterona, deve ser replicado também para o ciclo de fransferéncia (ou seja, se uma paciente
inicia a suplementacdo de progesterona em hCG+2 para o ciclo de bidpsia, deve iniciar também

em hCG+2 para o ciclo de transferéncia, independentemente do resultado obtido).

enomix-
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E ndomeTRIO
Protocolo de Rotina: Ciclo Natural
Ciclo Natural o Ciclo Medida de *ADMINISTRACAO EXOGENA P4
Natural Modificado P4 ENDOGENA < 1 ng/ml (em ciclos naturais modificados) BIOPSIA
Legenda (Ovulagdo ndo bloqueada)
[ ] P4 Exdgena

E2 enddgeno

P4 Enddgena

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

hCG/LH hCG/LH hCG/LH  hCG/LH  hCG/LH  hCG/LH  hCG/LH  hCG/LH
+0* +1 +2 +3 +4 +5 +6  +7 (168 hrs)

injecdo de hCG | . k1 1, 5seado em hCG+O/LH+0
Pico LH

Igenomix
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Para garantir que ndo haja escape de progesterona enddgena no momento da injecgcdo de hCG/pico De LH, o
nivel de P4 endégena sempre deve medido em hCG+0/LH+0 e deve ser <1 ng/ml; do contrdrio a recomendacdo
seria cancelar o ciclo e iniciar um novo ciclo. Se ndo controlado adequadamente a P4 endégena, pode ser produzido

um resultado artefatual que possa afetar a precisdo e a reprodutibilidade do teste ERA.

A transferéncia personalizada de embrides (pET) serd baseada na data de hCG/LH/ovulacdo. Se essas
informacdes ndo estiverem disponiveis, nossa recomendacdo é cancelar a andlise. O teste ERA ndo pode ser

realizado sem esta data de referéncia, uma vez que o resultado ndo seria reprodutivel.

Igenomix
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Dia de biopsia endometrial para EMMA e/ou ALICE (sem ERA)

Para o teste EMMA/ALICE, a paciente deve evitar antibidticos pelo menos 7 dias antes da bidpsia, durante o

procedimento e apds o procedimento até que a andlise seja finalizada e resultados entregues.

As biopsias endometriais para os testes EMMAR&ALICE devem ser sempre coletadas na fase secretora, pois € o
periodo de mdxima estabilidade da microbiota do trato reprodutivo devido a influéncia de estrogénio e

progesterona. Uma amostra colhida fora desta fase poderia nos dar um resultado ndo confidvel.

Se apenas um teste EMMA ou ALICE for solicitado, a bidpsia endometrial pode ser feita seguindo o mesmo

protocolo que para ERA. Se o protocolo ERA ndo for seguido, deve ser realizado do seguinte método:

a) Ciclos de HRT: as amostras devem ser colhidas durante os dias de utilizacdo de progesterona (a partir de P+1),

mas de preferéncia no dia P + 5.

Igenomix
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b) Ciclo Natural ou Natural Modificado: O bidpsia deve ser realizada entre os dias 15 e 25 do ciclo menstrual se a
paciente tem ciclos regulares (entre 26 e 32 dias).

Para pacientes com ciclos ndo regulares, recomendamos a realizacdo de um ciclo de HRT ou monitorar a ovulacdo.

Nesse caso, a amostra pode ser coletada durante os dias:

- LH+2 a LH+12 (ambos incluidos)

-hCG+2 a hCG+12 (ambos incluidos)

- dias Ov+1 a Ov+11 (ambos incluidos)

c) Pilulas Anticoncepcionais Orais: vdlido apenas para pilulas orais com determinadas composicoes. Sempre confirme
com nossos especialistas clinicos antes de agendar a bidpsia. A bidpsia deve ser realizada entre os dias 14 a 21 da
ingestdo de pilulas ativas (quando o paciente toma pilulas placebo), ou a partir de 14 se o paciente realizar uma

ingestdo continua (sem semana de folga ou sem ingestdo de pilulas placebo).

Igenomix
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"~ Dia da Biopsia Endometrial: Tabela Resumida

HRT

Natural ou

Natural Modificado

Durante ACOs

Igenomm

PART OF VITROLIFE GROUP®

P+5 (120hrs) P+1 em diante

hCG+7 (168 hrs) hCG+2 a hCG+12

LH+7 (168 hrs) LH+2 a LH+12

Ov+6 (144 hrs) Ov+1 a Ov+11
Dias de ciclo 15 a 25

(somente para pacientes com ciclos
regulares)

Dias 14 - 21 ingestdo de
comprimidos afivos (se o paciente
tomar pilulas placebo)

Dia 14 em diante (ingestdo
continua de comprimidos ativos)

Para pacientes com ciclos ndo regulares
que solicitam testes EMMA/AICE,
recomendamos a realizacdo de um ciclo
de HRT ou monitoramento da ovulacdo.
Para cada periodo, a primeira e a Ultima
data sdo incluidas.

Nem todos os ACOs sado adequados para
testes EMMA/AICE. Recomendamos
consultar a adequacdo do mesmo antes de
agendar a biépsia. Vocé pode fazer isso
escrevendo um e-mail para
labbrasil@igenomix.com

Para cada periodo, a primeira e a Ultima
data sdo incluidas.
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Dia da Bidpsia Endometrial: Protocolos Invdlidos

Ciclo de
estimulacado
ovdariana

Bidpsia durante a
fase folicular

Igenomm
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As amostras ndo podem ser
coletadas em um ciclo de
estimulacdo, pois as condicoes ndo
podem ser replicadas durante o
NAO ciclo pET e o microbioma ndo &
representativo porque os niveis
hormonais ndo sdo compardveis
aos de um ciclo Natural ou HRT.

As amostras sé devem ser
coletadas durante a fase secretora
para garantir a estabilidade do
microbioma.
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Protocolo de biopsia endometrial

Uma Unica bidpsia endometrial € suficiente para um teste individual ou para o EndomeTRIO (ERA, EMMA ou ALICE).
lgenomix ird fornecer um criotubo para cada bidpsia. O criotubo contém 1,5 ml de uma solucdo limpida para preservar o

material genético.

1. Limpe o colo do Utero com gaze estéril e seca (evite usar betadina) e ndo infroduza fluido no endométrio.

2. Rotule o tubo com: Iniciais do nome do paciente e a data de nascimento.

3. A biépsia endometrial deve ser retirada do fundo uterino usando um cateter de Pipelle (Genética, Hamont

Achel, Bélgica) ou similar.

AgaY Yimnn s

Igenomm
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4. Coletar para o menos 70 mg de tecido (Correspondentea uma peca cUbica de tecido com lados de
aproximadamente 7mm). O volume da amostra ndo dever superar o linha branca marcada no criotubo
(correspondente 1/3 do volume total do criotubo; ver imagem). Para quantidades maior de tecido, ndo haverd

solucdo suficiente para estabilizacdo da amostra no criotubo podendo ocasionar a degradacdo do RNA.

5. Cerlifique-se de que a amostra realmente contenha tecido endometrial, ndo apenas sangue ou muco.

Quantidades excessivas de sangramento ou muco fambém devem ser evitadas.

6. Evitar o contato da amostra com qualquer solugdo que nao seja a solugao estabilizadora do criotubo (ndo

lave a amostra).

7. Uma vez realizada a biépsia, a amostra deve ser tfransferida imediatamente para o criotubo fornecido, evitando
tocar o tubo com a pipelle, e deve-se agitar vigorosamente por pelo menos 10 segundos (para garantir que a

solucdo penetre no tecido e estabilize o RNA na amostra).

Igenomix
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8. O criotubo que contém a amosira deve ser imediatamente transferido para uma geladeira (4-8 ° C / 39-46 ° F) e

armazenado Id por pelo menos 4 horas (nGo cologque no congelador antes de completar estas 4 horas).

9. Apds a refrigeracdo durante pelo menos 4 horas, as amostras podem ser enviadas para a Igenomix a temperatura
ambiente. Se as amostras forem ser expostas a temperaturas >35 °© C / 95 ° F, recomendamos o envio de amostras

com uma embalagem de gelo gel. As enfregas a temperatura ambiente nunca devem exceder 5 dias.

10. As amostras também podem ser armazenadas em um refrigerador por até 3 semanas ou congeladas a -20°C/-
4°F (apods as primeiras 4 horas a 4-8°C/39-46°F) se ndo forem enviadas para a Igenomix imediatamente. No entanto,
no caso de um teste EMMA, ALICE, ou EndomeTRIO, a recomendacdo € processar a amostra o mais rapido possivel
apo6s a coleta, pois o microbioma pode flutuar ao longo do tempo. Ndo recomendamos atrasar o envio de

amostras por mais de uma semana.

Igenomix
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Logistica

Amostras e documentacgao:

- Leia e preencha devidamente as informacdes exigidas no "Formuldrio de Solicitacdo do Teste" e
no “Termo de Consentimento Informado”.

- Cologue o criotubo fornecido pela Igenomix, que j& contém a bidpsia endometrial, dentro do
recipiente pldastico no kit e feche-o. Insira o recipiente na caixa do kit e o no envelope de pldstico
de retorno.

- Inclua o documento " Formuldrio de Solicitacdo do Teste e Termo de Consentimento” dentro do
envelope de devolucdo.

- No caso de envios de fora do Brasil, certifique-se de que inclui a etiqueta "UN3373" no envelope
de devolucdo. Esta efiqueta estd incluida no kit fornecido. Por fim, cole a guia de remessa
fornecida pelo Suporte ao Cliente no envelope de devolucdo.

Igenomix
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- Os envios O temperatura ambiente ndo devem exceder 5 dias para garantir a acdo
estabilizadora do liquido do criotubo. Quando 35 ° C é excedido, recomenda-se adicionar um
gelo gel a embalagem. Em caso de duvida, entre em contato com nosso departamento de

Atendimento ao Cliente (atendimentoaocliente@igenomix.com)

Envio:

Por favor, informe-nos por e-mail de cada remessa (labbrasii@igenomix.com), indicando o nUmero
de amostras e seu histérico médico ou nUmero de referéncia.

Vocé pode usar uma empresa de correio de sua preferéncia, ou se desejar, podemos informd-lo
sobre 0 nosso servico de coleta.

Igenomix
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Uma visdo completa da satde endometrial

TESTE

EndomeTRIO

The endometrium
matters

ERA®

Endometrial
Receptivity Analysis

EMMA

Endometrial Microbiome
Metagenomic Analysis

ALICE

Analysis of Infectious
Chronic Endometritis

Igenomix

ANALISES INCLUSAS E APLICACAO

ANALISE DO MICROBIOMA
ENDOMETRIAL:
Lactobacilos e bactérias patogénicas do

ENDOMETRITE CRONICA:
Bacterias patégenas
Aconselhamento
microbiolégico para um
tratamento individualizado

ANALISE DA RECEPTIVIDADE
ENDOMETRIAL
Expressdo de 248 genes para trato reprodutivo. Detecgdo molecular

guiar pET* das bactérias presentes para permitir um
tratamento mais personalizado

ANALISE DA RECEPTIVIDADE
ENDOMETRIAL
Expressdo de 248 genes para
guiar pET*

ANALISE DO MICROBIOMA n
ENDOMETRIAL: ENDOMETRITE CRONICA:
Lactobacilos e bactérias patogénicas do Bacterias pqtégenas
trato reprodutivo. Detecgdo molecular
das bactérias presentes para permitir um
tratamento mais personalizado

Aconselhamento
microbiolégico para um
tratamento individualizado

ENDOMETRITE CRONICA:
Bacterias patégenas

Aconselhamento
microbiolégico para um
tratamento individualizado

*OET: transferéncia personalizada de embrides
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Lista de abreviaturas

ACOs
DNA
ALICE
RNA
E2

EC
EMMA
ERA
hCG
HMP
IMC
LH
NGS
Ov

P4
PET
FRI
AR
RT-PCR
HRT
WOl

Pilulas Anticoncepcionais Orais

Acido Desoxirribonucleico

Andlise da Endometrite Infecciosa Crénica
Acido Ribonucleico

Estrogenos

Endometrite crénica

Andlise Metagendmica do Microbioma Endometriall
Andlise da Receptividade Endometrial
Gonodotrofina coriénica humana

Projeto de Microbioma Humano

indice de massa corporal

Hormonio Luteinizante

Seguenciamento de nova generacdo
Ovulacdo

Progesterona

Transferencia embrionaria personalizada
Falhas recorrentes de implantacdo

Aborto Recorrente

Reacdo em cadeia polimerase em tempo real
Terapia de Reposicdo Hormonall

Janela de Implantagcdo
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