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1953				SHERMAN		J.K.	primo	concepimento	con	spermatozoi	congelati	in	azoto	liquido	

CRIOCONSERVAZIONE	

		Un	po’	di…cronistoria	
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La crioconservazione, o criopreservazione,  o criocongelamento è un processo 
di laboratorio attraverso cui cellule o tessuti vengono conservati a bassissime 
temperature in una condizione di vita sospesa. 
 
A  -196°C (in azoto liquido) vengono infatti sospesi tutti i processi  chimici, 
biologici e fisici 
 
Queste tecniche permettono la conservazione delle cellule a tempo indeterminato. 
 
 
 
	

CRIO-CONSERVAZIONE DI GAMETI E EMBRIONI	

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 
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Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

 
 
Per preservare le cellule dallo shock termico, viene utilizzato un freezing medium, 
contenente specifiche sostanze crio-protettrici (glicerolo, tuorlo d'uovo, glicina), 
zuccheri (saccarosio, fruttosio) e antibiotici. FASE	CRITICA:				da	+5°C			a	-18°C	
 
La modalità d’azione è soprattutto di tipo osmotico: favoriscono la disidratazione cellulare e 
quindi impediscono la formazione di cristalli di ghiaccio. 
 
Lo scongelamento prevede un graduale processo inverso. 
  

CRIO-CONSERVAZIONE DI GAMETI E EMBRIONI	
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	 La	capacità	di	una	cellula	di	sopravvivere	al	
congelamento	dipende	da:	

!  Forma	
!  Dimensione	

!  Quantità	d’acqua	in	essa		contenuta	
!  Proprietà	permeabili	della	membrana	
!  Medium	criopreservante	utilizzato	

CRIO-CONSERVAZIONE DI GAMETI E EMBRIONI	
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CRIO-CONSERVAZIONE  
SPERMATOZOO	

CRIO-CONSERVAZIONE DEGLI SPERMATOZOI 
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Lo spermatozoo si presta bene alla crio-conservazione, poiché 
all’interno della cellula è presente poca acqua.  
 
 

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

CRIO-CONSERVAZIONE DEGLI SPERMATOZOI 
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CONGELAMENTO	LENTO	
PROGRAMMATO	

«Slow	freezing»	

" Esposizione	a	concentrazioni	
progressivamente	crescenti	di	crio-

preservante	

" Discesa	programmata	della	
temperatura	(0.3-0.5°C/min	fino	a	

-40°C,		poi	10°C/min)	

" Immersione	in	azoto	liquido	a	
-196°C	

	
CONGELAMENTO	RAPIDO	

" Esposizione	 delle	 paillettes	 ai	
vapori	 di	 azoto	 ad	 una	 distanza	 di	
10-15	cm	dalla	superficie		

" Le	 paillettes	 vengono	 quindi	
abbassate	 fino	 a	 lambire	 la	
superficie	 dell’azoto	 liquido,	
raggiungendo	 la	 temperatura	 di	
surfusione	a	 -18°C	 (FASE	CRITICA),	
al	 di	 sotto	 della	 quale	 non	 si	
verificano	 ulteriori	 significativi	
danni	cellulari		

" Immersione	 delle	 paillettes	 in	
azoto	liquido	a	-196°C.	

	

	

CRIOCONSERVAZIONE	CLASSICA	
-Diluizione	(v/v)	con	medium	crio-preservante	con	antibiotico	

-Stoccaggio	in	paillettes	di	cloruro	di	polivinile	0.25	ml	
	

CRIO-CONSERVAZIONE DI SPERMATOZOI	

Sperm	Motility	Recovery	post	Freezing-Thawing:	>	40%	valori	basali	
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RISCHIO	DI	INFEZIONI	
NECESSARIO	SCREENING	INFETTIVOLOGICO	

PRELIMINARE:	
	

•  HIV	
•  HBV	
•  HCV	

•  VDRL	-	TPHA	
•  CMV	

CRIO-CONSERVAZIONE DEGLI SPERMATOZOI 
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CRIO-CONSERVAZIONE DI OVOCITI E EMBRIONI	
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A differenza dello spermatozoo, l’ovocita ha una maggiore 
componente liquida, che rende più difficoltosa la crio-
conservazione.  
 
 
 
Maggiore efficacia per la crioconservazione degli embrioni. 
Problema etico -  Statuto dell’embrione 
 
 

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

CRIO-CONSERVAZIONE  
DI OVOCITI E EMBRIONI 



Roma,	8-11	novembre	2018	

	

 
 -Divieto di congelare embrioni 
 
-Divieto di donazione embrioni 
 
-Divieto di diagnosi pre-impianto 
 
 

    LEGGE 40 del 2004 sulla  
Procreazione Medicalmente Assistita (PMA) 
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CONGELAMENTO	CLASSICO	
LENTO	

«Slow	freezing»	
" Esposizione	a	concentrazioni	
progressivamente	crescenti	di	CP	

" Discesa	programmata	della	
temperatura	(0,3-0,5°C/min	fino	a	

	-18°C,		poi	10°C/min)	

"  Immersione	in	azoto	liquido	a	
-196°C	

	

VITRIFICAZIONE	
«Ultra	rapid	freezing»	

" Esposizione	ad	una	elevata	concentrazione	
di	CP	

" Elevatissima	velocità	di	raffreddamento		
che	evita	la	formazione	di	cristalli	di	

ghiaccio	

	

Formazione	di	un	solido	molto	viscoso	dalla	
consistenza	vetrosa		

CRIO-CONSERVAZIONE DI GAMETI E EMBRIONI	

Quindi accanto al  crio-congelamento classico	
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Ultrastructure	of	human	mature	oocytes	after	

vitrification	or	slow	freezing	

Fresh	oocyte		 Vitrified	-warmed	
oocyte		

Frozen-thawed	
oocyte		

M.A.	Khalili,	et	al.	Eur	J	Histochem.	2012	

CRIO-CONSERVAZIONE DEGLI OVOCITI 
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Gli embrioni possono essere congelati al 2-3° giorno 
dopo la fecondazione oppure al 5° giorno allo stadio di 
blastocisti.  
 
 
La metodica è analoga a quella della conservazione 
dell’ovocita. 
 
	
	

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

CRIO-CONSERVAZIONE DEGLI EMBRIONI 
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	Thangaratinam	et	al,	BMJ	2011	
Chen	et	al,	Clin	Endocrinol	2011	
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Tiroide e crioconservazione gameti	

 

Guidelines of the American Thyroid Association for the 
Diagnosis and Management of Thyroid Disease during 
Pregnancy and the Postpartum  --  2017 
	
Erik K. Alexander MD1, Elizabeth N. Pearce , Gregory A. Brent MD3, Rosalind S. Brown MD4, 
Herbert Chen MD5, Chrysoula Dosiou MD, MS6, William A. Grobman MD7, Peter Laurberg MD8, 
John H. Lazarus MD9, Susan J. Mandel MD10, Robin P. Peeters MD, PhD11, and Scott Sullivan MD12 	
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ESISTE UNA CORRELAZIONE TRA 
 

 ORMONI TIROIDEI,  
ANTI-TG, ANTI- TPO  

TRAB  
 
E 
 

 RECOVERY  
POST  FREEZING / THAWING 

DI GAMETI E EMBRIONI ? 
	

             TIROIDE CRIO-CONSERVAZIONE  
 GAMETI E EMBRIONI 
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The	aim	of	this	work	was	to	evaluate	the	effects	of	ROS	scavenger	supplementation	in	human	semen	samples	undergoing	cryopreservation	procedures.After	
screening	out	andrological	pathologies,	we	selected	25	male	partners	of	infertile	couples	with	the	following	semen	profile:	volume	>/=	2.0	ml,	normal	viscosity,	
sperm	count	>/=20	x	10(6)/ml,	straight	progressive	motility	(classes	1	and	2)	>/=	40%	(Mazzilli,	Rossi,	Delfino	and	Nofroni	(1999)	Andrologia	31:	187-194),	
atypical	forms	</=	70%,	WBCs	<	1.0	times	10(6)/ml.After	liquefaction,	standard	semen	analysis	and	the	Hypoosmotic	Viability	Test	(HVT)	were	carried	out;	the	
samples	were	then	divided	into	4	aliquots.	The	first	was	untreated	as	a	control;	200	U/ml	of	superoxide	dismutase	(SOD)	was	added	to	the	second,	200	U/ml	
of	catalase	to	the	third	and	both	SOD	(100	U/ml)	and	catalase	(100	U/ml)	were	added	to	the	fourth	aliquot.	Each	aliquot	was	mixed	(v/v)	with	TEST	yolk	buffer	
freezing	medium	(Irvine	Scientific)	and	then	frozen	at	-196	degrees	C.	The	percent	recovery	of	progressive	motile	and	swollen	spermatozoa	was	evaluated	
after	thawing.No	significant	variation	in	the	recovery	of	progressive	motility	was	seen	in	the	aliquots	with	added	SOD	or	catalase	alone,	compared	to	the	
control	group.	On	the	other	hand,	a	significant	improvement	in	sperm	parameter	recovery	was	seen	in	the	aliquot	with	both	SOD	and	catalase	
supplementation;	perhaps	because	of	their	combined	and	simultaneous	action	on	superoxide	anion	and	hydrogen	peroxide.	These	results	suggest	that,	
in	some	selected	cases,	SOD	and	catalase	supplementation	can	contribute	greatly	to	the	prevention	of	sperm	membrane	lipid	
peroxidation	by	ROS	and	thus	allow	good	sperm	parameter	recovery	after	freezing-thawing	procedures.	
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Preservazione della fertilità in pazienti: 
 
•  affetti da patologie neoplastiche o autoimmuni 

che devono essere sottoposti a terapie, in 
particolare chemio/radioterapia, terapia 
radiometabolica; 

•  inserite in programmi di Procreazione 
Medicalmente Assistita (PMA); 

 
  
•  social freezing   (rende possibile l’utilizzo in età 

più avanzata di ovociti di una donna ancora in età 
pienamente fertile) 

•  Sospetto di Premature Ovarian Failure (POF), ecc; 
 
 
 
 
 
 
 

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

CRIO-CONSERVAZIONE SPERMATOZOI E OVOCITI 
INDICAZIONI  

 
Preservazione della fertilità in pazienti: 
 
•  a f f e t t i d a pato log ie neop las t i che o 

autoimmuni che devono essere sottoposti a 
terapie, in particolare chemio/radioterapia, 
terapia radiometabolica; 

 
 
•  inserit i in programmi di Procreazione 

Medicalmente Assistita (PMA); in seguito a 
TESE; 

•  che devono subire interventi chirurgici in grado 
di alterare i meccanismi dell’eiaculazione 
(prostatectomia) o che si sottopongono a 
vasectomia. 

SEDE:  Centri pubblici e privati 
Roma: V Clinica Medica - Policlinico Umberto I 
 
 
 
 
 

SEDE:  Centri PMA 2^-3^ livello pubblici e privati 
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Indicazioni  
 
-Necessità di effettuare l’embryo-tranfer nei mesi 

successivi a quello del pick-up (effettuazione 
PGD, transfer successivi al primo) 

 
-Social freezing (rende possibile l’utilizzo in età più 

avanzata di embrioni di una coppia) 
 
            SEDE:  Centri pubblici e privati 
 
 
 
 
 

 

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

CRIO-CONSERVAZIONE DEGLI EMBRIONI 
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Donazione ovociti. 

 

Procreazione medicalmente assistita 
       
Fernando Mazzilli, Michele Delfino, Rossella Mazzilli 

CRIO-CONSERVAZIONE SPERMATOZOI E OVOCITI 
INDICAZIONI  

 
 
 
 
Donazione spermatozoi  
(soprattutto in “era” pre-ICSI) 
Banche del seme storiche: 
Centri CeCoS 
AIED 
 
 
 
 

SEDE:  Centri pubblici e privati in collaborazione  
            con Centri di PMA esteri 

    DONAZIONE DI GAMETI 
   Divieto: Legge 40 del 2004 
   Incostituzionalità:  Sentenza 09.04.2014 
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Thawed	ovarian	tissue	strips	can	be	transplanted	back	to	the	patient	to	restore	
ovarian	function	and	achieve	conception,	as	has	been	documented	in	
approximately	20	patients	worldwide.	

POSSIBILITA’	DI	REIMPIANTARE	IL	
TESSUTO	OVARICO	NELLA	DONNA	E	DI	
OTTENERE	GRAVIDANZA	SPONTANEA!	

CRIO-CONSERVAZIONE DEL TESSUTO OVARICO 
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CRIO-CONSERVAZIONE  
DEL TESSUTO TESTICOLARE 

Possibilità	di	
preservare	la	
fertilità	anche	in	
età	pre-puberale	
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OUTCOME RIPRODUTTIVI 
Spermatozoi 

Tasso	di	gravidanze	variabile		-	primo	e	secondo	livello		



Roma,	8-11	novembre	2018	

	

OUTCOME RIPRODUTTIVI 
Ovociti e embrioni 

20-50%	LIVE	BIRTH	RATE	per	EMBRYO	TRANSFER	
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LE	GRAVIDANZE	OTTENUTE	DA	SCONGELAMENTO	DI	OVOCITI	o	SPERMATOZOI	NON	

PROVOCANO	UN	AUMENTO	DI	ANOMALIE	CONGENITE	

RISCHIO ANEUPLOIDIE?? 
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PROBLEMATICHE 

INDICAZIONI		
	

GESTIONE	PAZIENTI	E	REQUISITI		
(accertamento	identità,	screening	infettivologico,	ecc.)	

	
CONSENSO	INFORMATO	

(per	deposito,	per	rinnovo,	per	ritiro	parziale	o	completo,	ecc.)	
	

VARIAZIONI	LEGISLAZIONE	
	

VARIAZIONI	LINEE	GUIDA	
	

TEMPO	DI	DURATA	DEL	DEPOSITO	
	

GESTIONE	INTERNA	
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TAKE	HOME	MESSAGE	

Il	congelamento	degli	spermatozoi	e	degli	ovociti	rappresenta	un’ottima	strategia	per	la	
preservazione	della	fertilità.		

La	crioconservazione	dei	tessuti	rappresenta	sicuramente	una	valida	alternativa	e	apre	nuovi	
scenari	nell’ambito	della	medicina	preventiva	e	della	riproduzione.	

Non	vi	sono	dati	in	letteratura	sulla	correlazione	tra	ormoni	tiroidei,		autoanticorpi	anti-tiroide		
e		recovery		dei	parametri	nemaspermici,	ovocitari	e	embrionali		post	freezing	/	thawing			

Il	congelamento	degli	embrioni,	anch’esso	efficace,	è	condizionato	dai	problemi	di	natura	etica	

	Lo	spermatozoo,	per	le	sue	caratteristiche	intrinseche,	consente	un’ottima	conservazione	delle	
qualità	dopo	scongelamento.			

Per	l’ovocita,	i	fattori	che	determinano	maggior	successo	sono	rappresentati	dalla	tecnica	
utilizzata	per	il	congelamento	e	dall’età	della	donna	al	momento	della	crioconservazione.		
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