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Efficienza:
dal congelamento 

lento alla 
vitrificazione



Vitrificazione Luyet, Biodynamica 1937,1:1-14 ; Leibo et al, Cryobiology 1978,15:257-71; Mazur et al, Cryobiology 2005,51:29-53 

• Conversione di un liquido super viscoso in uno stato vetroso 
quando viene raffreddato al di sotto della sua temperatura di 
transizione vetrosa. Per evitare la formazione di cristalli di 
ghiaccio!
• Fahy et al, Cryobiology 1987,24:196-13

• Qualsiasi materiale può vitrificare, in base a: 
• viscosità, velocità di raffreddamento e volume del 

campione
• Yavin e Arav, Theriogenology 2007,67:81-9; Vajta e Kuwayama, 

Theriogenology 2006,65:236-44

• La vitrificazione delle cellule riproduttive umane avviene per 
immersione diretta in azoto liquido ed è incredibilmente 
efficiente: viene eseguita con specifici «carriers»
• Sopravvivenza: 99% embrioni – 90% ovociti

• Kuwayama et al, RBMO 2005



Slow freezing



Efficienza Slow Freezing - 2012

The Instambul Consensus - Alpha -KPIs RBMO 2012



La vitrificazione diventa Gold Standard

The Vienna Consensus - Alpha ESHRE-KPIs RBMO 2017



Impatto della vitrificazione per immersione diretta in 
azoto liquido nella PMA

• Gold Standard da almeno 10 anni
• ha permesso di:

• congelare in modo efficiente gli ovociti
• favorire la movimentazione delle cellule congelate al posto dei pazienti
• raddoppiare la sopravvivenza allo scongelamento degli embrioni

• circa 3 milioni di bambini nel mondo sono nati da embrioni 
criopreservati, si può stimare che quasi 1 milione di bimbi non 
sarebbe nato se fossimo rimasti allo Slow Freezing!

 Alikani e Parmegiani, Semin Reprod Med 2018



Sicurezza:
Vitrificazione 

Personalizzata 
Virus-Free 
Blockchain



Azoto Liquido – (Liquid Nitrogen  - LN2)

• LN2 si può contaminare: sono stati trovati contaminanti nelle 
criobanche contenenti cellule e tessuti
• virus, batteri, funghi

• la contaminazione crea rischi per i campioni biologici, i 
pazienti e gli operatori
• Nel 1995, 6 pazienti sono state infettate da HBV in seguito a 

trapianto di midollo osseo e staminali del sangue contaminati da 
LN2 in una criobanca

• Alcune applicazioni richiedono LN2 sterile
• Procreazione Medicalmente Assistita (PMA)

• Vitirificazione, riscaldamento e crioconservazione

• Costo della contaminazione nella PMA: 100 milioni USD/anno

Agente criogenico per il raffreddamento e il 
congelamento nel Food & Beverage, Healthcare

Tedder et al, Lancet 1995.  Morris, Cryobiology 2005. Borges et al, JARG 2020.



Dove mangeresti il gelato?



E allora perché si usano queste scatole per la 
vitrificazione?



Rischio di infezione

• Anche con sistemi “chiusi”, durante lo stoccaggio 
e il riscaldamento del materiale può verificarsi un 
contatto accidentale con LN2/NV

• Il vero rischio non è legato ai sistemi di 
vitrificazione, ma all'azoto liquido e ai vapori di 
azoto (LN2/NV) stessi. Una scatola con 2 litri di 
LN2 può contaminare piani di lavoro, operatori, 
cellule e pazienti

Contaminazione mediata da azoto liquido

 Parmegiani, Fertil Steril 2011. Pomeroy et al, Fertil Steril  2009. Parmegiani, Hum Reprod 2020. 

Parmegiani, Vajta and Alikani - British Medicine Journal 2020



Manipolazione e trasporto
di cellule/tessuti riproduttivi

Parmegiani et al, Current Trends in Clinical Embryology 2017

van Doremalen et al, NEJM  2020; Burke et al, J Dermatol Surg Oncol 1986. 

van der Hoek et al, Plos One Medicine 2005 

• I contaminanti trasportati 
dall'aria entrano in contatto con 
LN2/NV e rimangono 
crioconservati

• L'uso di LN2/NV contaminati 
rischia il risveglio del virus e la 
contaminazione delle cellule in 
scongelamento, dell'ambiente e 
degli operatori

Covid-19 ed altri virus  in LN2/NV: 
una potenziale bomba a 
orologeria?



• La luce ultravioletta UV-C sterilizza LN2 da qualsiasi 
contaminante 

• HIV, Epatite, Coronavirus, etc (EG epatite : 8,000 UV μWs/cm2)
• Parmegiani et al, Hum Reprod 2009; Darnell et al Transfusion 2006

• E’ possibile sterilizzare facilmente piccole quantità di LN2 prima 
dell’uso. per eseguire la vitrificazione in modo asettico 
• Parmegiani et al, RBMO 2010 -2011; Parmegiani and Rienzi, Hum Reprod 2011

• Un lavaggio delle cellule  con LN2 sterile prima dello 
scongelamento riduce il rischio di contaminazione. La 
certificazione del lotto sterile di LN2 utilizzato per la procedura 
di lavaggio è una traccia attendibile per
• Sistema Gestione Qualità / legislazioni stringenti

• Parmegiani et al,Fertil Steril 2012

Sterilizzazione LN2/NV 
Lavaggio Carriers con LN2 sterile



Raccomandazioni – Linee guida
Recentemente molti autori hanno suggerito di implementare pratiche di 
"good manufacturing" nella PMA tra cui:
• L'utilizzo di contenitori di vitrificazione personalizzati monouso 

• Maggiulli et al., RBMO 2020
• La sterilizzazione di LN2 prima dell’uso

• Arav et al., JARG 2020; Alteri et al., Hum Reprod 2020
• Il lavaggio dei campioni crioconservati con LN2 sterile prima dello 

scongelamento
• Hickman et al., RBMO 2020; Shapiro et al., RBMO 2020 

• Precauzioni per un uso sicuro di LN2
• Pomeroy and Schiewe, JARG 2020; Scarica et al JARG 2021; Vajta et al 

Hum Reprod 2022
• Anche il  WHO suggerisce la sterilizzazione di LN2 e la decontaminazione 

dei campioni criopreservati prima dello scongelamento 
• WHO laboratory manual for the examination and processing of human 

semen - Sixth edition 2021



Blockchain

•La Blockchain sfrutta le caratteristiche di 
una rete informatica di nodi e consente di 
gestire e aggiornare, in modo univoco e 
sicuro, un registro contenente dati e 
informazioni in maniera aperta, condivisa e 
distribuita senza la necessità di un’entità 
centrale di controllo e verifica.

•Nel settore sanitario, la Blockchain può 
diventare uno strumento per affrontare le 
sfide relative alla condivisione di dati 
sensibili e alla tracciabilità delle procedure 
mediche e di laboratorio.



Vitrificazione Personalizzata Virus-Free Blockchain
Ad oggi, dall’inizio della pandemia presso il nostro centro Next Fertility GynePro sono già nati 
più di 500 bambini da cellule congelate con tecnologia Blockchain Virus-Free  
La tecnologia si sta diffondendo in tutto il mondo! 

 

 

 

Parmegiani et al, Hum Reprod 2022



Se fossero informate…
Quale box preferirebbero le pazienti?



Scenari futuri del 
biobanking



Stoccaggio



Dai tank in laboratorio alle cryo-rooms



Nel futuro avremo i cryorobots?



Applicazioni in 
altri ambiti della 

vitrificazione



Cellule staminali da Tessuto Adiposo 

Il tessuto adiposo umano è una fonte di cellule staminali 
ideale per terapie con cellule autologhe.
Il tessuto adiposo viene recuperato in sedi di accumulo 
corporeo, ed immediatamente reimpiantato nella sede da 
trattare dello stesso paziente.
Il recupero di tessuto adiposo autologo avviene per 
liposuzione. 
Per ogni reimpianto di tessuto adiposo «fresco» è necessario 
un intervento di liposuzione.
Non è possibile eseguire ripetuti interventi di liposuzione:
• necessità di ambiente chirurgico attrezzato
• necessità di eseguire autotrapianti ravvicinati nel tempo
• rischio chirurgico durante le manovre di prelievo
• esaurimento delle riserve di accumulo corporeo

Tremolada et al, Cell Transplant 2010



Impiego

CELLULE STAMINALI DA TESSUTO ADIPOSO

• Osteoartrosi 

• Neurodegenerazione 

• Medicina Rigenerativa Estetica

• Wound care, Ginecologia, Proctologia

• Nuove frontiere

• Malattia di Crohn*

* Laureti et al, Inflamm Bowel Dis 2019



Il cambio di paradigma nel Tessuto Adiposo  

Nella PMA, un settore nel quale la sopravvivenza di 
ogni singola cellula è fondamentale, la vitrificazione 
per immersione diretta in azoto liquido è diventato il 
gold-standard essendo la procedura di 
criopreservazione più efficiente che permette la 
sopravvivenza del 99% degli embrioni umani.
Lo stesso approccio usato nella PMA può essere 
applicato in altri ambiti dove è necessaria 
un’altissima resa della procedura di 
congelamento/scongelamento. E’ possibile traslare 
l’esperienza acquisita nella PMA per eseguire la 
vitrificazione, lo stoccaggio, la tracciabilità e lo 
scongelamento asettico del tessuto adiposo. Il ruolo 
degli embriologi e dei centri PMA (Istituti di Tessuti 
riconosciuti dal CNT) potrebbe essere decisivo nello 
sviluppo di questa applicazione. 

LIPOSUZIONE

REIMPIANTO VITRIFICAZIONE

WARMING



Vitrificazione del  Tessuto Adiposo 

La vitrificazione asettica per immersione diretta in 
azoto liquido permette di criopreservare in modo 
efficiente il Tessuto Adiposo, che potrà essere 
successivamente reimpiantato.

In questo modo è possibile:

• evitare interventi multipli di liposuzione 

• avere a disposizione in qualsiasi momento il 
tessuto da reimpiantare

• creare una riserva preventiva per future terapie
Ph. credit: Parmegiani -  Unpublished



Bancaggio Tessuto Adiposo

Alcune società già offrono un sistema di bancaggio in remoto 
ispirato alla crioconservazione delle cellule staminali da 
cordone ombelicale. Non viene impiegata la vitrificazione. Il 
modello di business di queste società si basa sul pagamento di 
canone (alto) da parte dei pazienti per: ritiro del campione, 
crioconservazione, bancaggio per 5-6 anni e trasporto nella 
sede di utilizzo.

• Modello cordone ombelicale – il bancaggio privato è una 
«insurance» per un eventuale futuro utilizzo autologo, che 
avviene raramente (solo lo 0,04% dei campioni congelati 
viene utilizzato, dopo coltura e crescita cellulare)* 

• Modello PMA – il bancaggio è una «commodity» funzionale 
al reimpianto (70% dei trattamenti viene eseguito con 
cellule congelate)

* Dessels et al Stem Cells Transl Med 2018



Conclusioni
• Efficienza

• Vitrificazione gold standard nella PMA da almeno 10 anni
• ha permesso di raddoppiare i tassi di sopravvivenza. 

Circa 3 milioni di bambini nel mondo sono nati da 
embrioni criopreservati *, si può stimare che quasi 1 
milione di bimbi non sarebbe nato se fossimo rimasti 
allo slow freezing!

• Sicurezza
• Vitrificazione Personalizzata Virus-Free Blockchain 

• Scenari futuri
• La vitrificazione per immersione diretta in azoto liquido  

troverà applicazione in altri ambiti della medicina umana, 
ove è necessaria un’alta sopravvivenza alla procedura di 
congelamento/scongelamento

* Alikani e Parmegiani, Semin Reprod Med 2018


