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Introduzione

11 latte materno ¢ un fluido complesso che si ¢ evolutivamente adattato per soddisfare le richieste
nutrizionali del neonato. Oltre i1 classici nutrienti come proteine, carboidrati, lipidi, vitamine e
minerali, il latte contiene numerose componenti bioattive (1). Tra queste si annoverano fattori di
crescita, componenti antimicrobiche e le cellule staminali, che hanno la capacita di integrarsi in
vivo nei tessuti del neonato e di differenziarsi in cellule mature (2).

Il latte materno ha la caratteristica di variare notevolmente da donna a donna, e cambia
costantemente durante la lattazione per adattarsi al maggiore fabbisogno del neonato che cresce.
Tra le componenti variabili del latte si includono gli oligosaccaridi che rappresentano la terza
componente piu abbondante. Essi hanno importanti funzioni, come la modulazione della
composizione del microbiota intestinale che influenza un gran numero di processi fisiologici del
neonato (3).

L’applicazione della metabolomica in neonatologia offre un approccio per investigare la
complessa relazione tra la nutrizione e la salute del bambino. La caratterizzazione del
metaboloma del latte materno confrontato a quello del latte in formula permette di capire quanto
ogni singolo nutriente influenzi il metabolismo del neonato e offre la possibilita di intervenire
sulla composizione della dieta a seconda delle richieste nutrizionali del neonato (4).

In questo studio si ¢ voluto caratterizzare il metaboloma dei campioni di latte raccolti da una
popolazione di madri che hanno avuto figli appropriati per eta gestazionale, grossi per eta
gestazionale e con ritardo di crescita intrauterino.

Le analisi dei dati, effettuate con differenti metodi chemiometrici, hanno fornito informazioni
sulla variabilita metabolica dei campioni. Sono stati identificati due gruppi differenziabili in
rapporto alla presenza di differenti tipi di oligosaccaridi del latte e sono stati classificati in due

fenotipi: secretore e non secretore.



Il neonato e il latte materno

1.1 Cenni storici

Per neonato, (dal greco véog "nuovo" e dal lat. natus “nato”), si intende un bambino dalla nascita
al 28° giorno di vita, in quanto presenta peculiaritd che lo distinguono dalla successiva eta del
lattante (5).

Proprio per queste sue peculiarita, negli anni 60 nacque la branca della neonatologia e un
numero crescente di pediatri si dedico a tempo pieno ad essa (6).

Il termine neonatologia fu introdotto nel 1960 ed ¢ stato attribuito ad Alexander Schaffer, che uso
questo termine nell’introduzione del suo primo libro (7).

Prima del XIX secolo non esistevano istituzioni per 1’assistenza dei neonati, ad eccezione degli
orfanotrofi, dove pero il tasso di mortalita raggiungeva il 95%. L’industrializzazione durante il
XIX secolo comportd I’assunzione delle donne nelle fabbriche, con conseguente aumento
dell’allattamento artificiale e del numero di neonati abbandonati, che porto al piu alto record di
mortalitd infantile (piu di 230 per mille nati). Questo altissimo tasso di mortalita, accompagnato
dal decremento delle nascite, provoco la paura del calo demografico e della debolezza
dell’esercito per la difesa nazionale, per questo si istitui in Europa “il movimento per il benessere
del neonato” dal 1870 al 1920. Questo movimento dimostro per la prima volta come la medicina
neonatale fosse influenzata da interessi politici e sociali. Furono costruite le incubatrici, si
ampliarono i reparti e si stabilirono le basi per la medicina neonatale (8).

Inoltre, John Ballantyne, un noto ostetrico scozzese, mise in luce I’importanza del monitoraggio
della salute della gestante, e fece notare come patologie quali la sifilide, il tifo, la tubercolosi e
I’assunzione di sostanze tossiche si ripercuotessero sulla salute e sulla crescita del feto (9).

Nel XX secolo, dopo la fine della seconda guerra mondiale, ci fu un’esplosione della medicina
neonatale, con progressi nella raccolta del sangue, fluidoterapia, e antibioticoterapia. Il 90% dei
parti si verificava negli ospedali e questo comporto la costruzione di un gran numero di reparti di
neonatologia (10).

Nel 1952, I’anestesista Virginia Apgar ideo I’assegnazione di un punteggio per il neonato, che
fosse un metodo rapido della valutazione clinica al 1’ ed al 5° minuto dalla nascita. L’ Apgar

score che viene utilizzato tutt'oggi si basa sulla valutazione di 5 parametri: frequenza cardiaca,



respirazione, tono muscolare, riflessi e colore della cute, ognuno dei quali da un punteggio di 0, 1
02 (11).

A meta degli anni ‘60, vennero utilizzati i primi ventilatori meccanici per i neonati affetti da
sindrome da distress respiratorio, nel 1965 fu aperta la prima unita di terapia intensiva neonatale
(TIN) nel Connecticut ed infine, negli ultimi 20 anni, grazie alla fototerapia, all’introduzione
dell’imaging neonatale ¢ migliorata 1’assistenza clinica al neonato con conseguente incremento

dell’aspettativa di vita, ponendo le basi per la moderna neonatologia (12).

1.2 Classificazioni neonatali

Un neonato ¢ definito come un bambino sotto i 28 giorni di eta. Nel corso di questi primi 28
giorni di vita, il bambino ¢ ad alto rischio di morte. Per questo motivo ¢ fondamentale che,
durante questo periodo, siano previste un’alimentazione e delle cure adeguate, al fine di
migliorare le possibilita di sopravvivenza del bambino e porre le basi per una vita sana (13).

Subito dopo la nascita ¢ necessario eseguire un attento esame obiettivo. Il neonato a termine ha
un colorito rosa, piange vigorosamente, muove equamente tutte le estremita, e flette gli arti in

modo simmetrico. I valori normali dei dati obiettivi sono riportati in Tabella 1.

Segni vitali Valori normali
Frequenza cardiaca Da 120 a 140 bpm
Frequenza respiratoria Da 40 a 60 atti al minuto
Pressione arteriosa Da 60 a 90 mmHg
Temperatura Da 36.5a37.5°C

Peso Femmine: da 2.8 a 4.0 kg

Maschi: da 2.9 a4.2 kg

Lunghezza Da48a53 cm

Circonferenza cranica Da33a37 cm

Tabella 1. Segni obiettivi nella norma dei neonati (Modificata da Lewis et al. 2014).



Per la classificazione del neonato si usano due parametri principali: 1’eta gestazionale e il peso
(15).

In base all’eta gestazionale si classifica il neonato in: pretermine, a termine e post termine. L’eta
gestazionale viene calcolata dal primo giorno dell’ultima mestruazione della madre, oppure dalla
lunghezza vertice-sacro, che ¢ un indice ecografico molto accurato (16).

Per neonato pretermine si intende quello che nasce prima della 37esima settimana di gestazione.
L’80% dei bambini pretermine nasce tra la 32esima e la 37esima settimana, circa il 10% nasce tra
la 28esima e la 32esima settimana, e circa il 5% nasce prima delle 28 settimane di gestazione
(17).

Il neonato a termine ¢ definito come un bambino nato tra la 37esima e la 42esima settimana,
mentre per neonato post termine si intende dopo la 42esima settimana (294 giorni) (18).

In base al peso si possono classificare i neonati in nati con:

- peso normale alla nascita >2.500 kg,

- peso basso alla nascita <2.500 kg;

- peso molto basso <1.500 kg;

- peso estremamente basso <1.000 kg (19).

Il peso alla nascita gioca un importante ruolo nella morbilita e mortalita neonatale, nello sviluppo
e nella salute del bambino. Un basso peso alla nascita ¢ un rischio importante per molte patologie
dell’infanzia. I fattori di rischio sono vari, includendo la giovane eta della madre, la primiparita e
il basso stato sociale. Riveste un ruolo importante anche lo stato di nutrizione della madre prima
e durante la gravidanza. Il BMI prima della gravidanza e ’aumento di peso durante la gravidanza
hanno mostrato associazioni valide con il peso alla nascita (20).

Rapportando il peso all’eta gestazionale il neonato viene classificato in:

- neonato appropriato per eta gestazionale (AGA): ha un peso alla nascita tra il 10° ed il 90°
percentile in base alla popolazione di riferimento (21);

- neonato piccolo per eta gestazionale (SGA): ha un peso inferiore al 10° percentile. Si
differenziano SGA moderati, tra il 3° e il 10° percentile ¢ SGA severi ¢ al di sotto del 3°
percentile (22);

- neonato grosso per eta gestazionale (LGA) ha un peso al di sopra del 90° percentile (23).

Per determinare se il neonato ¢ piccolo, appropriato o grosso per eta gestazionale, ¢ necessario

conoscere |’eta gestazionale, il peso alla nascita, il sesso e la razza (Figura 1).
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Figura 1 (modificata da Lubchenco et al, 1963).

Un’altra classificazione individua i neonati con il termine Intrauterine Growth Restriction
(IUGR), che si riferisce ad un feto che non riesce a raggiungere il potenziale peso stimato per una
specifica eta gestazionale, comunemente uguale o superiore al 10° percentile (24) (25). La
riduzione della crescita fetale viene diagnosticata tramite almeno due ecografie fetali che
consentono di rilevare I’epoca di comparsa e I’entita del ritardo o dell’arresto di crescita
intrauterino (26).

Le cause del ritardo di crescita intrauterino possono essere:

materne: 1’eta, farmaci assunti, il fumo di sigaretta e le infezioni;

fetali: malformazioni, infezioni, errori del metabolismo e anomalie cromosomiche;

placentari: come insufficienze placentari o infezioni;

- genetiche: possono riguardare geni materni, fetali o placentari (27).
I neonati [UGR hanno un aumentato rischio di sviluppare una sindrome metabolica nell’eta
adulta, obesita, alterata tolleranza ai carboidrati, diabete mellito di tipo 2, ipertensione arteriosa,
ipercolesterolemia, patologie cardiovascolari. Questo ¢ il risultato dei cambiamenti dell’asse
endocrino-metabolico che il feto deve adottare per adattarsi ad un alterato ambiente intrauterino e
per assicurarsi la sopravvivenza.

Un alterato ambiente intrauterino, come una restrizione nutrizionale, causa una



“riprogrammazione” dell’asse endocrino-metabolico del feto, che ha benefici nella sopravvivenza
a breve termine. Questa riprogrammazione ¢ dovuta ad un’iperattivazione dell’asse ipotalamo-
ipofisi-surrene che porta ad un incremento dei livelli di cortisolo. E stato dimostrato che,
nell’infanzia, 1 neonati IUGR hanno alti livelli di cortisolo nelle urine e, nell’adolescenza, un
incremento del picco di cortisolo al mattino. Questo porta ad un danno endoteliale, che ¢
responsabile del successivo sviluppo delle patologie cardiovascolari e dell’insulino-resistenza
(28).

Invece, il neonato piccolo per eta gestazionale (SGA) puo essere costituzionalmente piccolo per
fattori materni come: altezza, peso, eta ed etnia. Essi possono avere complicanze a lungo termine
come una riduzione della sensibilita insulinica precoce. Il meccanismo fisiopatologico della
resistenza insulinica ¢ probabilmente secondario alla prolungata riduzione del nutrimento fetale e
durante questo periodo il metabolismo fetale riaggiusta la lenta crescita con una resistenza
insulinica (29).

Quindi, nonostante 1’eziopatogenesi sia differente, le conseguenze a lungo termine del neonato

IUGR e del neonato SGA risultano essere le stesse.

1.3 Produzione del latte materno

La capacita di secernere latte si sviluppa durante la gravidanza, quando la ghiandola mammaria
viene trasformata in un organo esocrino altamente specializzato con ampie strutture lobulo-
alveolari. La trasformazione della ghiandola ¢ regolata da vari ormoni e comprende cambiamenti
cellulari e strutturali, fondamentali per I’acquisizione della funzione secretoria e per il corretto
trasporto dei soluti.

Durante la gravidanza si assiste ad una notevole proliferazione delle cellule epiteliali duttali e
alveolari (30).

Studi condotti sui topi hanno mostrato che la proliferazione delle cellule duttali, che si
organizzano in strutture complesse con diramazioni laterali, ha un picco nei primi 5 giorni di
gravidanza, e la proliferazione delle cellule alveolari resta elevata dal 6° al 15° giorno di
gravidanza. Durante questo periodo ¢’¢ un marcato incremento del numero delle strutture tubulo-
alveolari e la perdita dei cuscinetti adiposi, che implica una progressiva riorganizzazione della

ghiandola mammaria da un organo prevalentemente adiposo ad uno con funzione secretoria.



Esperimenti con geni knockout hanno dimostrato che la formazione delle strutture tubulo-
alveolari dipende dall’azione dei recettori del progesterone e della prolattina, che attivano i
pathways della STATS, ciclina D1 e Wnt (31).

La lattogenesi, ossia la differenziazione della ghiandola mammaria in organo secretorio, inizia
circa a meta della gravidanza nella maggior parte delle specie e viene divisa in una fase di
iniziazione e una di attivazione. In queste due fasi si osserva una diversa composizione del
secreto della ghiandola e una diversa espressione genica, nonché differenti proprieta strutturali e
funzionali delle cellule alveolari. La fase di iniziazione, precedentemente chiamata Lattogenesi I,
inizia alla 24esima settimana ed ¢ caratterizzata dall’espressione di geni che codificano per le
proteine del latte e enzimi biosintetici, con accumulo di gocce lipidiche. Le cellule alveolari
diventano capaci di secernere alcune componenti del latte con conseguente innalzamento dei
valori di alfa-lattalbumina e lattosio nelle urine e nel plasma (32). Il massimo livello di
espressione dei geni delle proteine del latte ¢ raggiunto solo con la lattogenesi I1.

La fase di differenziazione (Lattogenesi II) ¢ caratterizzata da un’abbondante secrezione di latte
e inizia dopo il parto. Questa fase ¢ caratterizzata dall’aumentata espressione di geni che
codificano per proteine del latte da parte delle cellule alveolari, dalla polarizzazione degli
organelli, espansione dei mitocondri e del reticolo endoplasmatico rugoso, maturazione
dell’apparato del Golgi e chiusura delle “tight junction”. Questi cambiamenti riflettono le
modificazioni della composizione e del volume del latte rispetto alla fase di iniziazione, con
maturazione dei meccanismi secretori e di trasporto.

La caduta dei livelli di progesterone dopo il parto ¢ richiesta per I’inizio della secrezione del latte
e per la trascrizione delle proteine del latte. La rimozione della placenta, la fonte del
progesterone, & necessaria per la secrezione del latte. E stato infatti dimostrato che la ritenzione di
frammenti placentari che continuano a secernere progesterone ritarda la lattazione. Inoltre,
prolattina e cortisolo devono essere presenti in concentrazioni appropriate per attivare la
secrezione del latte.

Sono due gli ormoni che regolano la produzione del latte: la prolattina e 1’ossitocina.

La prolattina ¢ essenziale per la fase proliferativa dell’alveologenesi e della lattogenesi. E un
ormone polipeptidico sintetizzato e secreto da cellule specializzate dell’ipofisi anteriore chiamate
lattotrope, ma anche da altri organi e tessuti come la ghiandola mammaria. La sua secrezione ¢

influenzata da fattori inibitori e stimolatori. Il principale fattore inibitore ¢ la dopamina, quelli



stimolatori includono 1I’ormone tireotropo, ossitocina e neurotensina (33).

La prolattina (PRL) agisce su uno specifico recettore che appartiene alla superfamiglia dei
recettori delle citochine. Il legame della prolattina al suo recettore induce una dimerizzazione del
recettore e attivazione delle vie JAK/Stat e PKB7Akt che portano alla trascrizione delle proteine
del latte e all’inibizione dell’involuzione della ghiandola (34).

I livelli plasmatici di PRL aumentano significativamente durante la gravidanza, probabilmente
stimolati dagli alti livelli di estrogeni, e questi livelli si mantengono elevati durante
I’allattamento. Le donne con deficit di solfatasi placentare, che provoca bassi livelli di estrogeni
durante la gravidanza, hanno anche bassi livelli di prolattina e di conseguenza non possono
allattare. Anche quando l’ipofisi ¢ inibita da agenti come la bromocriptina, agonista della
dopamina, la lattogenesi ¢ inibita fino alla sospensione della bromocriptina. Durante
I’allattamento la secrezione di prolattina viene stimolata tramite la suzione (35).

La secrezione del latte ¢ possibile grazie alla contrazione delle cellule mioepiteliali, che formano
una struttura a canestro attorno agli alveoli, dove ¢ conservato il latte. La stimolazione delle
terminazioni nervose nel capezzolo produce impulsi afferenti ai neuroni ipotalamici, i cui assoni
raggiungono 1’ipofisi posteriore e stimolano il rilascio di ossitocina. In questo modo I’ossitocina
viene trasportata tramite il flusso sanguigno alla ghiandola mammaria, si lega agli specifici
recettori nelle cellule mioepiteliali e causa la contrazione delle cellule mioepiteliali, che sono
situate attorno agli alveoli e ai dotti. Quando gli alveoli si contraggono, la compressione delle
cellule aumenta la pressione intra alveolare, con espulsione del latte dagli alveoli al sistema
duttale. Inoltre, la contrazione delle cellule mioepiteliali lungo i dotti, ne favorisce la
compressione, riducendo la resistenza al flusso del latte nel sistema duttale.

Questo processo viene chiamato riflesso di eiezione del latte e puo essere condizionato, oltre che
dalla suzione, anche da stimoli esterni come sentire il vagito del bambino (36).

La produzione del latte ¢ regolata localmente da una sostanza chiamata fattore inibente la
lattazione, un polipeptide prodotto dalle cellule alveolari. Esso agisce con meccanismo autocrino
bloccando reversibilmente la produzione del latte quando il latte non viene rimosso dalla
ghiandola. Quindi, un drenaggio efficace dal seno ¢ fondamentale per aumentare la produzione di
latte (37).

Di recente, ¢ stato dimostrato che la ghiandola mammaria produce GH, leptina e peptide correlato

al paratormone. Questi vengono secreti nel latte e nel plasma con conseguenti effetti metabolici.



In particolare il peptide correlato al paratormone ha un importante ruolo nella mobilitazione del
calcio dalle ossa, infatti 1 livelli sierici del calcio plasmatico e della fosfatasi alcalina sono alti
nelle donne che allattano (38).

Non appena viene stabilito 1’allattamento, la quota di latte secreto ¢ regolata soprattutto dalle
richieste del neonato, tramite i meccanismi di feedback correlati alla quantita di latte che rimane
negli alveoli al termine della suzione. L’allattamento viene mantenuto da una regolare suzione da
parte del neonato, senza questo stimolo la secrezione del latte si ferma e si stabilisce
un’involuzione della ghiandola. L’involuzione ¢ caratterizzata da una sdifferenziazione e
apoptosi delle cellule epiteliali, entrambe regolate dai cambiamenti ormonali ¢ da meccanismi
intra-mammari.

Studi effettuati in vitro dimostrano che I’involuzione ¢ correlata alla riduzione dei livelli di
prolattina, GH e IGF-1. Normalmente il GH stimola la sintesi dell’IGF-1 e la prolattina ottimizza
I’azione dell’IGF-1 sopprimendo I’'IGFBP-5, la proteina legante I’'IGF (39).

L’involuzione dell’epitelio della ghiandola mammaria puo avvenire in tre circostanze:

- insufficiente rimozione del latte dalla ghiandola mammaria;

- riduzione del supporto ormonale, soprattutto della prolattina;

- diminuzione della produzione del latte.

La fagocitosi degli alveoli degenerati riduce le strutture lobulo-alveolari e il sistema duttale torna
ad essere predominante (40).

Grazie a nuove tecniche di biologia molecolare sono stati fatti notevoli passi avanti nel capire i
meccanismi di secrezione del latte e i processi che regolano il trasporto dei soluti. Pertanto ¢ stato

possibile definire nel dettaglio il funzionamento e la regolazione della lattazione.

1.4 Differenze tra latte materno, latte vaccino e latte formulato

Latte materno

Il latte materno contiene una combinazione unica di componenti, differendo dal latte degli altri
mammiferi sia per la concentrazione che per la composizione.

Subito dopo il parto viene secreto dalla ghiandola mammaria il colostro, che differisce dal latte
maturo per le sue caratteristiche fisiche e per la concentrazione dei nutrienti. Ha un intenso colore

giallastro, indicativo delle sue alte concentrazioni di carotenoidi, incluse a-carotene, 3-carotene,
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B-critoxantina, luteina e xeaxantina. Il carotene contenuto nel colostro ¢ circa 10 volte superiore
di quello del latte maturo (41). In circa 4 giorni il contenuto del latte si modifica rapidamente,
aumentano le concentrazioni di acidi grassi e lattosio, mentre il contenuto di proteine e minerali
st riduce.

Esistono delle differenze tra il latte delle madri che partoriscono pretermine e quelle che
partoriscono a termine. Durante i primi 3-4 giorni di lattazione, il latte pretermine ha un
contenuto maggiore di proteine, una maggiore concentrazione di sodio e piu basse di lattosio
rispetto al latte delle donne che partoriscono a termine (Figura 2). Le concentrazioni di calcio,
magnesio e fosforo sono simili nel latte pretermine e a termine, cosi come quelle del rame, ferro,
e zinco. Le componenti bioattive e immunologiche sono differenti nel latte umano pretermine e

post termine (42).
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Figura 2. Differenza tra le proteine del latte in relazione alla settimana di gestazione (modificata

da Ballard, 2013).
Il latte maturo contiene 1’87% di acqua, 3-5% di grassi, 0.9% di proteine, 6.9-7.2% di carboidrati

e lo 0.2% di minerali. L’energia contenuta ¢ 60-75 kcal/100 ml. La concentrazione dei nutrienti ¢

mostrata nella Tabella 2 (1).
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Concentrazione nel latte

Concentrazione nel

Nutrienti aterno Nutrienti R

g/L £ SD ug/L +£SD

Lattosio 72.0+2.5 Vitamina A 670 +200

Proteine 10.5+2.0 Vitamina D 0.55+0.10

Grassi 39.0+4.0 Vitamina K 2.1+0.1
mg/L + SD Folate 85+ 37

Calcio 280 + 26 Vitamina B12  0.97

Fosforo 140 + 22 Biotina 4+1

Magnesio 35+2 Iodio 110+ 40

Sodio 180 +40 Selenio 20+5

Potassio 525+ 35 Manganese 6+2

Cloro 420 + 60 Fluoro 16+5

Ferro 0.3+0.1 Cromo 50+5

Zinco 1.2+0.2

Rame 0.25+0.03

Vitamina E 23+1.0

Vitamina C 40+ 10

Tiamina 0.210+0.035

Riboflavina 0.350 + 0.025

Niacina 1.500 + 0.200

VitaminaB6 93+8

Acido Pantotenico 1.800 + 0.200

Tabella 2. Concentrazione dei nutrienti nel latte materno (modificata da Institute of Medicine
(US) Committee on Nutritional Status During Pregnancy and Lactation, 1991)
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Lipidi

I lipidi sono la fonte principale di energia nel latte materno. Il 98% dei lipidi secreti sono
trigliceridi, la restante parte ¢ costituita da diacilglicerolo, monogliceridi, acidi grassi liberi,
fosfolipidi e colesterolo. Queste componenti formano delle gocce lipidiche, con il core formato
da trigliceridi e la membrana da fosfolipidi.

Il latte contiene circa 200 tipi di acidi grassi, in particolare 1’acido oleico in quantita di 30-40
g/100 g (45). Gli acidi grassi polinsaturi a catena lunga con piu di 20 atomi di carbonio
costituiscono il 2% di tutti gli acidi grassi presenti nel latte materno (46).

Gli acidi grassi derivano dal plasma e sono mobilitati dai depositi di grasso o dall’intestino,
oppure possono essere sintetizzati direttamente a partire dal glucosio dalle cellule alveolari. Gli
acidi grassi sintetizzati dalla ghiandola mammaria hanno una catena con al massimo 16 atomi di
Carbonio, quelli che derivano dalla dieta e dal tessuto adiposo hanno una catena carboniosa piu
lunga.

Gli acidi grassi a catena corta oltre ad essere una fonte indispensabile di energia (47), sono
essenziali per la maturazione del tratto gastrointestinale (48). Inoltre la sfingomielina, presente
nella membrana della goccia lipidica, ¢ importante per la mielinizzazione del sistema nervoso
centrale, ed ¢ stato dimostrato che incrementa lo sviluppo neurologico dei bambini nati con basso
peso (49). E stato inoltre dimostrato che i lipidi del latte materno inattivano in vitro un gran

numero di agenti patogeni, come lo Streptococco di gruppo B (50).

Proteine

Il latte umano contiene piu di 400 diversi tipi di proteine che hanno differenti funzioni:
nutrimento, antimicrobiche e immunomodulatorie. L’80-90% delle proteine sono prodotte dai
lattociti, la restante parte arriva nel latte per transcitosi dal circolo materno.

Possono essere divise in tre gruppi: caseine, del siero e mucine. Le caseine sono presenti in
micelle sospese in soluzione, le proteine del siero sono solubili e le mucine sono presenti nelle
membrane delle gocce lipidiche.

Le caseine sono di tre tipi: -, - e k-caseina. La k-caseina stabilizza le a e § caseine che sono

insolubili, formando una sospensione colloidale (51).
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Il latte contiene una significativa concentrazione di o-amilasi, che aiuta il neonato nella
digestione dei carboidrati complessi (52); ol-antitripsina, che limita 1’attivita degli enzimi
pancreatici (53); P-caseina che si complessa con il calcio e lo rende maggiormente solubile (54)
e lattoferrina, una proteina legante il ferro che facilita I’uptake nelle cellule intestinali (55).
Quest’ultima ha anche importanti proprieta antimicrobiche, studi recenti hanno dimostrato che
inibisce 1’adesione dell’E. Coli enteropatogeno alle cellule intestinali, con un processo mediato
dall’attivita della serin-proteasi della lattoferrina (56). Un’altra importante proteina antimicrobica
¢ il lisozima, capace di degradare la membrana esterna dei batteri Gram positivi, idrolizzando i
residui terminali (57).

Inoltre anche le immunoglobuline sono presenti nel latte, in particolare le IgA (>90%), seguite
dalle IgG. La concentrazione di IgA presenti nel colostro ¢ circa 12 mg/ml, il latte maturo ne
contiene 1 mg/ml. Esse vengono trasferite nel latte tramite un meccanismo recettore-mediato da
parte delle cellule epiteliali. Dopo la suzione, entrano nel tratto gastroenterico del neonato,
conferendogli un’immunita passiva (58). Svolgono una funzione protettiva nelle superfici delle
mucose, poiché le secrezioni neonatali contengono piccole tracce di IgA e IgM. Infatti, nei
neonati allattati al seno, gia nel secondo giorno di vita si possono riscontrare IgA nelle feci,
mentre nei neonati che assumono latte in formula, le feci contengono IgA dopo un mese dalla

nascita (59).

Carboidrati

Una grande quantita di carboidrati ¢ presente nel latte, in particolare il piu rappresentato risulta
essere il lattosio, formato dal legame tra glucosio e galattosio. Anche gli oligosaccaridi
costituiscono un importante frazione di carboidrati nel latte, sono circa 12.9 g/ L nel latte maturo
(60). Essi occupano il terzo posto per abbondanza tra le componenti del latte. Sono stati
identificati piu di 200 differenti tipi, tutti presentano il lattosio nell’estremita terminale della
molecola e in vitro sono resistenti al catabolismo da parte delle idrolasi (61). Chaturvedi et al.
hanno calcolato che il 97% degli oligosaccaridi risultano indigeriti nel neonato, mentre Coppa et
al. stimano una percentuale del 40-50% (62).

I monosaccaridi che costituiscono gli oligosaccaridi sono: L-fucosio, D-glucosio, D- galattosio,

N-acetilglucosamina e acido N-acetilneuraminico. Gli oligosaccaridi funzionano da prebiotici,

14



promuovendo la crescita di certe specie benefiche di batteri, come il Bifidobacterium infantis, che
previene la colonizzazione di batteri patogeni. Gli oligosaccaridi prevengono anche la diarrea
neonatale e infezioni del tratto respiratorio (63).

La produzione degli oligosaccaridi ¢ geneticamente determinata, e i differenti tipi di
oligosaccaridi dipendono da specifiche transferasi espressi nei lattociti. Due geni, importanti per
la determinazione del profilo di oligosaccaridi che la madre produce, sono i geni dei gruppi
sanguigni Lewis (Le) e il gene Secretorio (Se). Il gene Secretore codifica per ’enzima a[1,2]-
fucosiltransferasi (FUT2), responsabile dell’aggiunta di fucosio con un legame a1-2 alla catena
oligosaccaridica. Invece, il gene del gruppo sanguigno di Lewis codifica per I’enzima FUT3, che
aggiunge il fucosio con legame a1-3.4 alla catena.

Gli individui che hanno un locus Se attivo vengono classificati come Secretori (64) e producono
concentrazioni abbondanti di 2-fucosillattosio (2°FL), lactodifucotetraosio (LDFT), lacto-N-
fucopentaosio I (LNFP I) e altri oligosaccaridi a.1-2 fucosilati.

Invece, gli individui non-Secretori hanno una carenza dell’enzima FUT2, percio il loro latte non
contiene HMO a1-2 fucosilati.

Le donne che esprimono il gene di Lewis (Le), definite come Le positive, presentano
oligosaccaridi fucosilati in posizione al-4. Al contrario, le donne Le negative, non esprimono
questi oligosaccaridi a1-4 fucosilati e LENP II (65).

Risulta quindi possibile I’espressione di questi due enzimi e quattro fenotipi di oligosaccaridi:
Se+/Le+, Se-/Le+, Set+/Le-, Se-/Le- (66). I differenti tipi di oligosaccaridi proteggono i neonati
dalle infezioni a seconda dei diversi residui presenti. I neonati che sono allattati dal fenotipo Se+
sono protetti dalla diarrea causata da Campilobacter, Calicivirus e tossine di E. Coli
Enterotossigeno. Gli oligosaccaridi o1,2-fucosilati impediscono 1’adesione dei patogeni,
competendo con 1 recettori delle cellule epiteliali. Il latte delle donne con il fenotipo non
secretore (Se-) contiene piu basse quantita di oligosaccaridi fucosilati rispetto al fenotipo Se+, ma
gli oligosaccaridi non fucosilati sono in quantita maggiori. Nonostante il latte contenga meno
oligosaccaridi fucosilati, offre una protezione al neonato agendo come prebiotico per specifici tipi
di Bifidobatteri dell’intestino e previene il legame alle cellule intestinali e la citotossicita da

parassiti protozoari (67).
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Vitamine

Il contenuto di vitamine nel latte ¢ influenzato dalla dieta materna, percid un ridotto apporto di
vitamine nella dieta si ripercuote sul contenuto di vitamine nel latte. A prescindere dalla dieta, la
concentrazione di vitamina K ¢ estremamente bassa nel latte e per questo 1’Associazione
Americana Pediatrica ne raccomanda la somministrazione alla nascita per prevenire la malattia
emorragica del neonato. Anche la vitamina D ¢ presente in basse concentrazioni nel latte,
soprattutto nelle madri che vivono ad alte latitudini o che si espongono raramente alla luce solare.
Per questo ¢ necessaria una supplementazione nel neonato (43).

La concentrazione della vitamina A diminuisce nei primi giorni dell’allattamento da valori di 600
png/L a 200 pg/L. Le fonti di vitamina A per la sintesi del latte sono la proteina legante il retinolo
del plasma e gli esteri del retinolo nei chilomicroni.

Circa I’83% del contenuto totale di vitamina E ¢ I’a-tocoferolo, invece, -, y-, d-tocoferoli sono
presenti in piccole quantita. La concentrazione di tocoferoli, che sono in quantitd maggiori nel
colostro (8mg/L), si riduce e si stabilizza nel latte maturo (3-4 mg/L).

La concentrazione di vitamina C nel latte di una donna ben nutrita ¢ approssimativamente 100
mg/L e si riduce nel latte maturo (68).

La vitamina B6 ¢ in quantita ridotte nel colostro e aumenta nel latte maturo (circa 0.2 mg/L). E
un importante cofattore in molte reazioni metaboliche (69). La forma predominante di vitamina
B-6 nel latte materno ¢ il piridossale (75%), con piccole quantita di piridossalfosfato (9%),
piridossamina e piridossina.

La vitamina B12 viene secreta nel latte legata alle proteine del siero e la sua concentrazione ¢ di
circa 0.5-1.0 pg/L. Il neonato ¢ particolarmente vulnerabile nel caso di deficit di vitamina B12.
Sono stati riportati casi di deficit di vitamina B12 in neonati allattati da madri strettamente

vegetariane o affette da anemia perniciosa, con conseguenti disabilita neurologiche (70).

Latte vaccino

La composizione del latte vaccino, la base di molte sostituzioni per l’allattamento durante i
secoli, differisce considerevolmente rispetto al latte materno. Contiene circa 32g/L di proteine ed
¢ una fonte importante di aminoacidi essenziali. Nonostante il contenuto di proteine del siero sia

simile a quello del latte materno, il latte vaccino ha una quantita di caseine 7 volte maggiore. Il
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rapporto proteine del siero e caseine nel latte materno ¢ circa 35:65, nel latte vaccino ¢ 19:81.
Tale concentrazione di caseine ¢ molto difficile da digerire per il neonato. Inoltre gli aminoacidi
taurina e cisteina sono presenti in concentrazioni molto piu basse nel latte vaccino e sono
indispensabili per la crescita del neonato prematuro (71).

Il contenuto di lipidi ¢ di circa 37g/L, il 95% dei quali ¢ rappresentato dal triacialglicerolo,
composto prevalentemente da acidi grassi saturi a catena corta e una percentuale ridotta di acidi
grassi polinsaturi. Il 2% ¢ costituito da diacilglicerolo, 0.5% da colesterolo e 1% da fosfolipidi
(72).

Il latte vaccino ha un basso contenuto di zinco, niacina, vitamina C, e vitamina E, e un piu alto
quantitativo di sodio, potassio, calcio e fosforo. Gli alti fosfati sono implicati nell’insorgenza
della tetania ipocalcemica del neonato. Invece, 1’elevato apporto di proteine, sodio, potassio,
cloro e fosforo sono associati ad una riduzione della funzionalita renale, e dall’aumento
dell’osmolalita sierica di circa 2 volte rispetto ai neonati che assumono latte materno. I neonati
che assumono latte vaccino sono quindi piu a rischio di disidratazione.

L’uso del latte vaccino pud indurre microemorragie intestinali, probabilmente causate
dall’albumina bovina, una proteina termolabile (73).

La principale immunoglobulina del latte vaccino ¢ una IgG, e lattoferrina e lisozima sono presenti
in piccole quantita. In piu, molti fattori non-nutrizionali presenti nel latte materno sono assenti
nel latte vaccino, o sono presenti solo in tracce. Per il neonato, queste differenze si ripercuotono
sulla digeribilita e sull’assorbimento dei nutrienti e sono assenti i benefici tratti dai fattori non-
nutrizionali.

Per tutte queste ragioni ¢ meglio introdurre il latte vaccino nella dieta dopo ’anno di vita (71).

Latte formulato

La maggior parte del latte in formula per neonati contiene: una fonte di proteine, di solito del latte
vaccino oppure proteine di soia o diverse proteine idrolizzate; lattosio; una combinazione di oli
vegetali; sali minerali e vitamine. L’esatta concentrazione di queste componenti ¢ strettamente

regolata da specifiche linee guida, con dei valori massimi e minimi (tabella 3) (74).
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Componente Unita di misura Massimo Minimo
Energia Kcal/100 ml 60 70
Proteine del latte vaccino 2/100 kcal 1.8 3
Proteine di soia 2/100 kcal 2,25 3
Lipidi totali 2/100 kcal 4,4 6
Acido linoleico 2/100 kcal 0,3 1,2
Carboidrati totali 2/100 kcal 9 14
Vitamina A ng/100 kcal 60 180
Vitamina D ng/100 kcal 1 2,5
Vitamina K ng/100 kcal 4 25
Vitamina C ng/100 kcal 10 30
Ferro mg/100 kcal 0,3 1,3
Calcio Mg/100 kcal 50 140

Tabella 3. Valori raccomandati per il latte in formula (modificata da Koletzko et al. 2005).

Una bassa percentuale di latte in formula ¢ preparata con proteine di soia e carboidrati a base di
mais, ed ¢ quindi priva di proteine del latte vaccino e lattosio. Il suo uso deve essere limitato ai
neonati affetti da Galattosemia e deficit congenito della lattasi, in quanto la soia contiene
fitoestrogeni, che provocano effetti dannosi sullo sviluppo sessuale, neurocomportamentale e
immunitario (76).
11 latte vaccino rappresenta la base per la maggior parte del latte in formula. E reso piu simile al
latte materno con delle particolari modifiche:

- sirimuovono i grassi saturi e si sostituiscono con oli vegetali;

- siriduce il contenuto di proteine per non sottoporre il rene ad un carico troppo elevato;

- si aggiungono sali minerali e vitamine, in particolare correggendo il rapporto

calcio/fosforo e aggiungendo il ferro, per prevenire I’anemia da carenza marziale.

La riduzione della concentrazione proteica riguarda le caseine, abbondanti nel latte vaccino e
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difficilmente digeribili dal neonato. Per questo si ¢ modificato il rapporto proteine del
siero:caseine, rendendo la formula piu simile a quella del latte materno (77). Tuttavia, il
contenuto di aminoacidi ramificati (valina, leucina, isoleucina) resta piu elevato nel latte in
formula, causando piu alte concentrazioni di insulina nel neonato (78).

Inoltre, ¢ stato visto che riducendo la concentrazione delle proteine nel latte in formula, si
abbassano le concentrazioni di triptofano che ¢ un aminoacido essenziale. Percio viene aggiunto
triptofano libero alla formula, oppure si incrementa la quantita di alfa-lattalbumina che ha una
quantita elevata di triptofano. Studi clinici hanno mostrato che in questo modo le concentrazioni
plasmatiche di triptofano dei neonati sono molto simili (79).

Per quanto riguarda le funzioni bioattive, alcune proteine del latte vaccino sono simili a quelle del
latte umano. In primo luogo I’a-lattalbumina, che oltre ad avere un quantitativo elevato di
triptofano, rilascia alcuni peptidi che hanno bioattivita e il tripeptide immunostimolatorio GLF
(glicil-leucil-fenilalanina), che stimola I’attivita fagocitica dei macrofagi peritoneali in vitro nei
topi e ha un effetto protettivo contro le infezioni da K. Pneumoniae. Altri peptidi si comportano
da prebiotici stimolando la crescita dei Bifidobatteri, e inibendo la crescita dei patogeni (80).
Infine, sono state aggiunte nel latte in formula le proteine delle membrane delle gocce lipidiche
del latte come mucine, lactaderina, sfingomielina, gangliosidi, acido sialico, colesterolo, che
svolgono sia una funzione antimicrobica, con riduzione della diarrea del neonato, che un
importante ruolo nello sviluppo cognitivo (81).

Nonostante gli sforzi per rendere sempre piu simile il latte in formula al latte materno, ci sono dei
limiti soprattutto per quanto riguarda le componenti bioattive. I neonati allattati al seno e quelli
allattati con formula hanno un differente stato nutrizionale e differenze nel microbiota intestinale.
Questo puo essere associato ad un maggior rischio di obesita, diabete di tipo 1 e 2, e patologie
cardiovascolari.

Per questo 1’organizzazione mondiale della sanita raccomanda 1’allattamento esclusivo al seno

per i primi sei mesi di vita.
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Nuove ricerche sul latte materno

2.1 Il microbiota

Il microbiota, dal greco pkpog piccolo e Piog vita, € un complesso e dinamico ecosistema
formato da centinaia di differenti microrganismi, soprattutto batteri. Il numero totale dei batteri ¢
10 volte superiore a quello delle cellule dell’organismo umano (82).

Il microbiota puo essere considerato come un organo acquisito dopo la nascita ed ¢ composto da
differenti microrganismi che attuano numerose funzioni per I’ospite. Il microbiota intestinale ¢
notevolmente esposto ad influenze ambientali e percid la sua composizione e la sua funzione
sono modulate da fattori esterni come |’alimentazione. Specifiche sue componenti, come i
Lattobacilli e Bifidobatteri, hanno importanti effetti benefici per I’ospite, come la promozione
della maturazione e dell’integrita dell’intestino, la difesa contro gli agenti patogeni ed un effetto
immunomodulante. Oltre a cio, il microbiota promuove il mantenimento dell’omeostasi
immunitaria ¢ ha un’azione anti-inflammatoria (83). Altre funzioni del microbiota intestinale

sono mostrate in tabella 4.

Funzioni protettive Funzioni strutturali Funzioni metaboliche
Controllo della
Rimozione degli agenti | Fortificazione della barriera | differenziazione e
patogeni intestinale proliferazione delle cellule

epiteliali intestinali

o . | Induzione della produzione di | Metabolismo dei
Competizione dei nutrienti ) ) )
IgA carcinogeni della dieta

Rafforzamento apicale delle

Antagonismo recettoriale o Sintesi di vitamine

tight junction
Produzione  di  fattori | Sviluppo del sistema | Assorbimento ioni e
antimicrobici immunitario recupero energetico

Tabella 4. Funzioni della flora intestinale (modificata da O’Hara et al. 2006).
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Il primo e il pit importante contributo alla genesi del microbiota ¢ la trasmissione verticale del
microbiota materno (85). Fino a pochi anni fa si pensava che ’ambiente uterino fosse sterile e
che il feto non entrasse in contatto con 1 batteri fino al momento della nascita, tuttavia studi
recenti suggeriscono la presenza di un microbiota all’interno della placenta, che fanno pensare
che la colonizzazione batterica inizi prima del parto.

Aagard et al. hanno recentemente caratterizzato un profilo del microbiota placentare, composto
da batteri commensali non patogeni come Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
and Fusobacteria, simile al microbiota del cavo orale dell’'uomo. Inoltre hanno osservato che
nella prima settimana di vita del neonato a termine il microbiota intestinale ¢ colonizzato
prevalentemente da batteri della famiglia di Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e in
minor misura da Firmicutes (Tabella 5). Questo mette in evidenza che potrebbe esserci, nella
placenta, un’esposizione prenatale ad alcune specie di batteri commensali (86). Ad avvalorare
questa teoria, recenti studi hanno dimostrato che neanche il meconio ¢ sterile. I batteri isolati dal
meconio sono spesso simili a quelli della flora orale e intestinale della madre, in particolare E.
Fecalis, S. Epidermidis ed E. Coli sono le specie predominanti. Questi batteri diffondono dal
tratto digerente ad altri ambienti trasportati dalle cellule dendritiche, che giungono nell’epitelio
intestinale, si associano ai microrganismi e li trasportano tramite il circolo ematico in altri
distretti. In questo modo 1 batteri possono colonizzare a distanza altre superfici mucose, in
particolare il tratto genito-urinario e durante la gravidanza anche la ghiandola mammaria. Questo

processo spiega I’abbondanza di cellule batteriche anche nel latte materno (87) (88).
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PHYLUM GENUS

Bifidobacterium
. . Propionibacterium
Actinobacteria )
Corynebacterium

Streptomices

Enterobacter
Escherichia

Klebsiella

Proteobacteria

Acinetobacter

Lactobacillus
Staphylococcus
Firmicutes Streptococcus
Enterococcus

Clostridium

' Bacteroides
Bacteroidetes
Prevotella

Tabella 5. Classificazione dei comuni batteri trovati nel microbiota intestinale del neonato

(Modificata da Gritz et al, 2015).

Alla nascita I’intestino del neonato ¢ colonizzato da batteri simbiontici con un processo che puod
essere diviso in 4 parti:

- Acquisizione alla nascita della flora vaginale, intestinale e cutanea della madre;

- Introduzione del latte materno o in formula;

- Introduzione dell’alimentazione complementare;

- Acquisizione completa della flora intestinale, simile a quella dell’adulto.

Inizialmente I’intestino del neonato ¢ caratterizzato da una mucosa fortemente immunoresponsiva
e di conseguenza ¢ piu suscettibile alle perturbazioni che originano dal lume intestinale. Gli
enterociti immaturi sono piu sensibili a stimoli infiammatori, come il lipopolisaccaride e la

flagellina, esprimono alti livelli della proteina inibitoria che lega il fattore di trascrizione NFxB
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(Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) e rilasciano Interleuchina 8§,
causando un’inflammazione persistente che pud compromettere I’integrita della mucosa
intestinale. Per questo motivo ¢ importante lo stabilirsi di un microbiota che promuova la salute
dell’intestino sin dai momenti pit precoci (89).

Vari fattori influenzano 1’iniziale colonizzazione del neonato ed includono: la modalita del parto,
I’eta gestazionale al momento della nascita, esposizione precoce agli antibiotici e la nutrizione.
La modalita del parto ha un’importante influenza sulla diversita e funzione del microbiota.

In caso di parto naturale, il neonato entra in contatto con i batteri del canale del parto e la
colonizzazione del tratto GI viene influenzata dalla composizione della flora del tratto genitale
della madre, dalle condizioni sanitarie e dalle tecniche ostetriche. I primi colonizzatori sono
batteri anaerobi facoltativi come Enterobacteriaceae, Enterococcus, Streptococcus e una piccola
percentuale di anaerobi stretti come Bifidobacteria, Bacteroides e Clostridi (90).

I neonati nati da parto cesareo sono colonizzati da specie presenti nella cute della madre e
nell’ambiente ospedaliero, come Clostridi, Stafilococchi, Propionobacterium e Corynebacterium,
hanno un deficit di anaerobi ed un basso numero di Bacteroides e Bifidobacteria rispetto ai
neonati nati da parto spontaneo (91). Il parto cesareo pud essere associato ad una maggiore
suscettibilita per le infezioni nel bambino. Secondo uno studio del 2011, i bambini nati da parto
cesareo hanno un piu alto rischio di contrarre un’infezione da S. Aureus meticillino resistente.
Questo puo essere dovuto alla mancata esposizione alla flora vaginale materna, che conferisce
una protezione contro gli agenti patogeni (92).

Oltre alla modalita del parto, il fattore che influenza maggiormente la composizione del
microbiota neonatale ¢ la nutrizione.

Il latte materno, oltre a fornire al neonato un adeguato apporto calorico, stimola le difese
intestinali tramite diversi meccanismi. Contiene numerose componenti bioattive, come la
lattoferrina, che inibisce la crescita di batteri patogeni e virus (93) e le immunoglobuline, che
aiutano a prevenire ’attacco di batteri enteropatogeni e stimolano la crescita di Bifidobatteri, che
rappresentano il 70% circa del totale microbiota intestinale (94). Inoltre, nel latte materno sono
stati trovati batteri non patogeni, che influenzano la composizione dinamica del microbiota
intestinale del neonato.

I primi studi sulla presenza di batteri nel latte hanno mostrato la predominanza di Stafilococchi,

Streptococchi, Propionibacteria e altri batteri Gram positivi, tra cui lo Streptococcus Lactarius.
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Infatti durante il terzo trimestre di gravidanza si sviluppa un microbiota mammario, che
raggiunge la piu elevata complessita alla fine di questo periodo, rimane costante durante la
lattazione e si riduce fino a scomparire con la fine dell’allattamento per i processi apoptotici di
involuzione della ghiandola.

Vari studi hanno dimostrato che ¢ presente un trasferimento dalla madre al figlio di batteri che
appartengono al genere di Lactobacilli, Stafilococchi, Enterococchi e Bifidobatteri tramite
’allattamento (95).

L’origine dei batteri presenti nel latte ¢ diventato controverso negli ultimi anni. Prima si pensava
che fossero il risultato della contaminazione batterica della cute della madre o del cavo orale del
neonato, in quanto ¢ possibile un reflusso di latte nei dotti mammari durante la suzione (96).
Alcuni batteri presenti nella cute dell’adulto come Stafilococchi, Corynebacteria e
Propionibacteria sono comuni nel latte materno (97), e questo suggerisce che 1’interazione con il
microbiota della cute possa contribuire al modellamento della composizione del microbiota del
latte. Tuttavia esistono delle notevoli differenze tra i due microbioti, per questo il microbiota del
latte non puo essere soltanto il risultato di una contaminazione della cute. Infatti, i Lattobacilli ed
Enterococchi isolati nel latte umano sono genotipicamente differenti da quelli isolati nella cute,
inoltre i Bifidobatteri appartengono al genere degli anaerobi stretti e per questo non ¢ possibile
che provengano dalla cute. Percio ¢ stata suggerita una via entero-mammaria, che porti i batteri
dal tratto intestinale alla ghiandola mammaria. E stato dimostrato che le cellule dendritiche
giungono nell’epitelio intestinale, aprono le tight junction tra le cellule epiteliali preservando
I’integrita della barriera, si legano ai batteri non patogeni (98) e li trasportano nei linfonodi
mesenterici, dove rimangono per alcuni giorni. Tramite il sistema linfatico i1 batteri intestinali
possono diffondersi in altri distretti, tra cui la ghiandola mammaria.

Nello studio si ¢ visto che, inoculando particolari batteri tra cui Enterococcus Faecium nel cavo
orale di topi gravide, si possono isolare questi batteri nel liquido amniotico e nel latte. Inoltre ¢
stato evidenziato un aumento del trasferimento di batteri dall’intestino ai linfonodi mesenterici e
alla ghiandola mammaria nei topi gravidi e durante ’allattamento (99). Le placche del Peyer dei
topi gravidi risultano essere piu grandi rispetto ai controlli ed hanno anche vasi linfatici piu
dilatati. Lo stesso studio ha mostrato che il latte contiene batteri come Streptococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium in associazione a cellule mononucleate materne. Questo

suggerisce il coinvolgimento di cellule mononucleate nel trasporto di batteri intestinali alla

24



ghiandola mammaria.

La presenza di batteri nel latte ¢ importante per la riduzione dell’incidenza e severita delle
infezioni nel neonato allattato, con differenti meccanismi come la produzione di sostanze
antimicrobiche, il potenziamento della barriera intestinale tramite la produzione di mucine e la
riduzione della permeabilita intestinale.

Inoltre il latte ha una funzione metabolica, infatti il glicobioma di alcuni Lattobacilli e
Bifidobatteri, includendo alcune specie isolate dal latte, possono aiutare nel creare uno specifico
microbiota dell’intestino del neonato. Questi microrganismi possono aiutare la digestione del
neonato tramite la rottura dei legami degli zuccheri e proteine. Inoltre incrementano la
produzione di metaboliti come il butirrato, che ¢ la principale fonte di energia per le cellule del
colon e un importante componente nella modulazione della funzione intestinale (100).

Oltre a cio, il latte materno ha una capacita tamponante, che permette di acidificare il contenuto
intestinale per essere piu facilmente fermentato dai batteri del colon prossimale; ha un effetto
inibitorio sulla crescita dei Clostridi, Bacteroides ed altri anaerobi (101). Alcuni costituenti del
latte, come I’interleuchina 10, fattori di crescita, eritropoietina rappresentano un’importante

mediazione nella risposta infiammatoria contro 1 batteri patogeni.

A differenza del microbiota dei neonati nutriti con latte materno, quello dei neonati nutriti con
latte in formula ¢ costituito prevalentemente da Escherichia coli, Clostridium difficile,
Bacteroides, Prevotella, e Lactobacillus e una percentuale ridotta di Bifidobacteria (102). I
neonati allattati con latte in formula vengono esposti a differenti tipi di carboidrati, batteri e
nutrienti che portano ad una differente colonizzazione del microbiota. In particolar modo gli
oligosaccaridi presenti nel latte in formula sono strutturalmente differenti da quelli presenti nel
latte materno e difficilmente possono mimare gli effetti mostrati nei neonati allattati al seno.

Una volta stabilitosi, il microbiota vive in simbiosi con l’ospite. Il sistema immunitario del
neonato matura rapidamente con l’influenza del microbiota, della dieta, esposizione a nuovi
microbi, xenobiotici e altri fattori ambientali.

L’introduzione dell’alimentazione complementare ha un profondo impatto sulla composizione del
microbiota, portando all’incremento di Bacteroides e ad un decremento delle popolazioni di
Bifidobacteria, Enterobacteria, e alcune specie di Clostridium (103). Nei bambini piu grandi e

negli adulti, una dieta con un eccesso di proteine e grassi animali ¢ associata ad un microbiota
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con prevalenza di Bacteroides, invece un eccesso di carboidrati nella dieta provoca una maggiore
prevalenza di Prevotella (104).

Negli ultimi decenni sono stati fatti numerosi studi per definire gli effetti a breve e a lungo
termine correlati all’iniziale colonizzazione del microbiota intestinale.

La composizione del microbiota acquisita nella prima infanzia ¢ critica per lo sviluppo della
risposta immunitaria, influenza lo sviluppo delle risposte Thelper-1 e Thelper-2 mediate e tramite
la regolazione delle vie patogenetiche aiuta a prevenire patologie associate ad una risposta
immunitaria eccessiva.

Il tipo di nutrimento nei primi mesi di vita sembra essere il piu importante determinante della
salute dell’individuo e la sua azione protettiva si esplica con la modulazione del microbiota
intestinale. Recentemente, con I’aggiunta di fattori prebiotici nel latte in formula si ¢ potuto
modificare il microbiota dei neonati e stimolare la risposta immunitaria (105). Nonostante ci0, il
latte materno ha delle proprieta uniche per cui deve essere considerato come prima scelta di
nutrimento nei primi sei mesi di vita. Tali proprieta includono la presenza di componenti
bioattive, capaci di stimolare il sistema immunitario del neonato; fattori anti-microbici per la
prevenzione di infezioni. Inoltre, la presenza di acidi grassi a catena lunga nel latte materno
favorisce il neurosviluppo, con un incremento delle capacita cognitive, motorie e visive del
bambino (106). In uno studio del 1994, i neonati pretermine allattati con latte materno hanno
dimostrato di avere uno sviluppo mentale e psicomotorio piu veloce rispetto ai neonati allattati
con formula (107).

Infine, esiste un’evidenza epidemiologica che i bambini allattati al seno siano protetti da allergie

e atopie (108), obesita (109) e leucemie e linfomi nell’infanzia (110).
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2.2 Cellule staminali

Le cellule staminali sono le cellule progenitrici di tutti i tessuti dell’organismo umano e sono
caratterizzate da due proprieta: la capacita di autorinnovarsi e la capacitda di generare linee
cellulari differenziate.
La capacita di autorinnovarsi si realizza con due meccanismi:
- divisione simmetrica, che serve ad incrementare il pool di cellule staminali e non
genera una progenie differenziata;
- divisione asimmetrica, che mantiene il pool di cellule staminali e

contemporaneamente genera una progenie differenziata (111).

Si possono distinguere cellule staminali embrionali (ESC) e cellule staminali adulte,
caratterizzate da proprietd differenti. Le ESC derivano dalla blastocisti, sono pluripotenti e
possono potenzialmente dare origine a tutti i tessuti dell’organismo (112).

Le cellule pluripotenti possono generare cellule multipotenti, che hanno una capacita
differenziativa ridotta e che a loro volta danno origine alle cellule differenziate dei tre foglietti
embrionali: endoderma, ectoderma e mesoderma.

Le cellule staminali adulte hanno un potenziale differenziativo limitato, possono essere
riscontrate in diversi tessuti dell’organismo come il cervello, il midollo osseo, il fegato e altri.
Tutti questi tessuti sono in uno stato perpetuo di rinnovamento, anche in assenza di un insulto, in
quanto le cellule staminali danno continuamente origine a nuove cellule per rimpiazzare quelle
piu vecchie (113) (114).

Nell’adulto, le cellule staminali sono localizzate in nicchie staminali, un microambiente che
mantiene 1’omeostasi tissutale, formato da cellule endoteliali, mesenchimali e altre cellule. Le
cellule presenti nella nicchia garantiscono un riparo alle cellule staminali, in quanto le
sequestrano da stimoli differenziativi, apoptotici, e provvedono al mantenimento di una riserva di
cellule staminali (115).

Recentemente ¢ stato dimostrato che le cellule adulte hanno una capacita di transdifferenziazione,
ovvero possono essere riprogrammate in cellule simili a quelle embrionali, percid hanno un

importante ruolo nella medicina rigenerativa (116).
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La presenza di cellule staminali nella ghiandola mammaria ¢ stato oggetto di vari studi a partire
dagli anni *70 (117) in quanto essa, durante la lattogenesi, viene rimodellata e trasformata in una
ghiandola secernente il latte, proprio grazie alla presenza di cellule staminali mammarie (MaSC).
Le MaSC sono bipotenti e hanno la capacita di differenziarsi in due principali linee cellulari:
mioepiteliali e luminali.

Esistono due tipi di cellule epiteliali luminali: quelle che si differenziano in lattociti, e quelle che
formano il lume dei dotti.

I lattociti possono essere identificati tramite 1’espressione di proteine del latte (B-caseina, o-
lattalbumina, lattoferrina), citocheratina 18 (CK18) e la presenza dei globuli di grasso.

Le cellule duttali non producono proteine del latte e esprimono la citocheratina 19 (CK19).

Le cellule mioepiteliali esprimono citocheratina 14 (CK14) e I’actina del muscolo liscio (SMA)

(118).

Le cellule staminali mammarie sono quiescenti e vengono attivate durante la gravidanza e la
lattogenesi, sotto il controllo degli ormoni della lattogenesi (2) (119).

Nel 2007 Cregan et al. hanno evidenziato per la prima volta che il latte materno contiene cellule
staminali mesenchimali (MSC). Queste cellule sono state identificate grazie all’espressione di
particolari markers come citocheratine (CKS5, CK14 e CK19) e nestina (120).

Esse esprimono altri marcatori di superficie come CD44, CD29, Sca-1, e sono negative per
CD33, CD34, CD45, CD73, confermando la loro identita di cellule mesenchimali staminali.
Presentano la vimentina, 1’actina del muscolo liscio e 1I’E-caderina, un marker di transizione
epiteliale-mesenchimale. Anche la potenziale differenziazione multipotente ¢ stata provata:
queste cellule si possono differenziare in linee adipogeniche, condrogeniche e osteogeniche sotto
il controllo di specifici sistemi in vitro. Questo significa che le MSC, isolate dal latte materno,
possono potenzialmente essere riprogrammate in differenti tipi di tessuti umani (121).
Successivamente 1’espressione dei marker CD49 e p63 ¢ stata dimostrata da Thomas et al (122), e
in uno studio successivo Hassiotou et al. ¢ stata evidenziata I’espressione di markers pluripotenti
in una subpopolazione di cellule staminali. Queste cellule esprimono OCT4, SOX2, la proteina
homebox NANOG, e KLF4 che controllano la pluripotenzialita delle cellule embrionali staminali

(123).
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Nello studio di Hosseini et al, si ¢ visto che, nel latte materno esiste una subpopolazione di
cellule che esprime sia antigeni di superficie pluripotenti come 1’OCT4, Nanog, SOX2, sia
marker di cellule staminali mesenchimali come la nestina. Esse sono state fatte crescere in coltura
con particolari fattori di crescita, e si ¢ visto che possono differenziarsi in tre linee cellulari, che
comprendono cellule neuronali, oligodendrociti e astrociti. Percio le cellule staminali del latte
materno possono comportarsi come le cellule staminali neuronali, formando un’aggregazione di
cellule chiamata neurosfera per poi differenziarsi in cellule del sistema nervoso (124).

Nonostante ’espressione di markers pluripotenti, esistono importanti differenze tra le cellule
staminali del latte materno e le cellule embrionali pluripotenti. A dimostrazione di cid, ¢ stato
fatto un esperimento sui topi immunodeficienti, nei quali sono state iniettate cellule pluripotenti
del latte materno e cellule pluripotenti OCT4 positive. E stato visto che dopo nove settimane
dall’iniezione, i1 topi iniettati con cellule staminali del latte materno non presentavano la
neoformazione di tumori, come teratomi. Invece, nei topi del gruppo di controllo in cui erano
state iniettate cellule OCT4 positive, si ¢ vista la formazione di tumori scarsamente differenziati.
Questo suggerisce una fondamentale differenza tra le cellule pluripotenti embrionali e quelle
adulte (125).

Uno dei marker per identificare le cellule staminali mesenchimali ¢ il CD44. Nell’esperimento
sono state identificate singole cellule CD44 positive, o in alcuni casi, cellule raggruppate che
possono essere CD44 positive o negative. In un altro esperimento, usando differenti campioni di
latte materno, si ¢ visto che la percentuale di cellule CD44-positive varia a seconda dell’eta
gestazionale e della lattazione. Il loro numero infatti decresce durante la lattazione. Inoltre si ¢
cercato di capire se il meccanismo di morte programmata di queste cellule sia comparabile a
quello delle cellule somatiche. Tramite il marcatore Ki67, si ¢ visto che una piccola percentuale
di cellule era positiva e alcune di queste presentavano una frammentazione del nucleo, che ¢ un
tipico evento apoptotico. Queste cellule possono essere cellule staminali che, dopo la
proliferazione, sono bloccate in una fase del ciclo cellulare e vengono poi eliminate con

I’apoptosi (126).

Date le recenti scoperte si ¢ ancora lontani dallo stabilire quali siano le funzioni delle cellule

staminali presenti nel latte. Sono stati effettuati alcuni studi sui topi femmine geneticamente
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modificati, le cui cellule contengono un gene chiamato TdTomato (pomodoro), che le rende rosse
sotto la luce fluorescente. E stato visto che quando questi topi allattano, le cellule staminali
presenti nel latte materno oltrepassano la parete dello stomaco della prole e arrivano nel circolo
ematico. Quando questi topi diventano adulti, si ritrovano le cellule pomodoro nel loro sangue e
in altri tessuti e organi, tra i quali lo stomaco, il timo, il fegato, il pancreas, la milza e il cervello.
Questo studio fornisce per la prima volta ’evidenza che le cellule staminali giungono negli
organi del neonato, dove si integrano e si differenziano in cellule mature. Tale procedimento
serve a contribuire alla protezione e allo sviluppo immunitario del neonato (127)(128).

Questo fenomeno viene chiamato microchimerismo, per cui le cellule materne, con il loro
materiale genetico e altri costituenti, sono presenti nella prole e possono rimanere per lungo
tempo. Il microchimerismo materno inizia nell’utero quando lo scambio di cellule staminali ¢
favorito dalla placenta, e questo scambio continua dopo la nascita durante 1’allattamento (129).
La medicina rigenerativa potrebbe avere dei benefici dall’utilizzo di queste cellule, soprattutto nel
campo delle patologie neurodegenerative. Lo scopo della medicina rigenerativa ¢ ottenere un
numero sufficiente di uno specifico tipo di cellule staminali per ripristinare la normale fisiologia
di una parte del corpo danneggiata da un insulto fisico, chimico o ischemico o da una patologia
infettiva o genetica (130).

Inoltre la capacita delle cellule staminali di integrarsi in vivo e di differenziarsi in cellule
pancreatiche secernenti insulina, epatociti funzionali, sono una promessa per il trattamento del
diabete o di patologie epatiche. In questo modo banche di cellule staminali del latte materno
potrebbero essere utilizzate come le cellule staminali del cordone ombelicale.

Percio il latte materno non dovrebbe piu essere considerato soltanto come una fonte di nutrienti,
ma come uno strumento utilizzato dalla madre per trasferire le cellule staminali al neonato, sia
per garantirgli una crescita ottimale sia per rafforzare il suo sistema immunitario. Questa nuova
visione della relazione post natale tra madre e figlio puo essere alla base di una nuova entita nel
campo della programmazione fetale, che puo anche essere definito come la medicina rigenerativa

fisiologica materna (131).
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2.3 Metabolomica

La metabolomica ¢ un approccio basato sullo studio sistematico del set di metaboliti in un
sistema biologico (132).

E la piu giovane e promettente tra le scienze “omiche” e rappresenta un approccio olistico volto
ad individuare i metaboliti che costituiscono una cellula, un tessuto o un organismo. Ha la
capacita di fornire un’impronta digitale del fenotipo di una cellula o di un tessuto grazie alla
misurazione dei metaboliti direttamente da un sistema biologico complesso. Le analisi
metabolomiche possono rilevare qualsiasi molecola di peso inferiore ad 1 kDa, che includono
aminoacidi, oligopeptidi, zuccheri, steroidi, acidi grassi implicati in diversi ‘“pathways”

biochimici (133) (134).

L’approccio della metabolomica consta di due fasi:

- la fase analitica, che serve ad identificare lo spettro di metaboliti di basso peso molecolare
in un sistema biologico. Gli strumenti piu utilizzati per lo studio dei profili sono la
spettroscopia di risonanza magnetica nucleare, la spettrometria di massa accoppiata alla
cromatografia in fase gassosa o liquida.

- La fase di analisi e di interpretazione dei dati, che richiede dei software complessi e un
ampio database di metaboliti per la corretta descrizione dei pathway metabolici (135).

La metabolomica ¢ capace di fornire uno scatto del metaboloma, I’intero set di metaboliti
prodotto da un organismo, uno specchio che riflette lo stato fisiologico, evolutivo e patologico di
un sistema biologico (136).

L’applicazione della metabolomica in neonatologia offre un approccio per investigare la
complessa relazione tra la nutrizione e la salute del bambino. La caratterizzazione del
metaboloma del latte materno confrontato a quello del latte in formula permette di capire quanto
ogni singolo nutriente influenzi il metabolismo del neonato, e offre la possibilita di intervenire

nella composizione della dieta a seconda delle richieste nutrizionali del neonato (4).
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Il primo studio sul metaboloma del latte materno ¢ stato effettuato da Marincola et al. In questo
studio ¢ stata esaminata la composizione del latte materno durante il primo mese di lattazione
nelle madri che hanno partorito un neonato pretermine (26-28 settimane) di basso peso. Ai fini di
confronto, sono stati analizzati dei campioni di latte in formula. E risultato che il latte materno
contiene piu alte quantita di lattosio rispetto al latte in formula, il quale invece ¢ piu ricco di
maltosio; ¢ stato visto che ci sono delle differenze nella composizione del latte a seconda dell’eta
gestazionale e che nel post partum la composizione del latte cambia il profilo metabolico, in
particolare nella composizione dei carboidrati. Inoltre, vi ¢ una differenza qualitativa e
quantitativa nella composizione del profilo degli acidi grassi, infatti il latte materno ¢
caratterizzato da piu alte concentrazioni rispetto al latte in formula (137).

Anche nello studio di Longini et al. ¢ stata confrontata la composizione del latte materno rispetto
al latte in formula. E stato appurato che la concentrazione di lattosio nel latte materno &
maggiore, mentre quella di maltosio e galattosio 1-fosfato ¢ piu alta nel latte in formula. Inoltre,
sono stati confrontati campioni di latte di madri che hanno partorito pretermine e si ¢ visto che
esiste una chiara differenza tra i campioni dei nati a 23-25 settimane e quelli nati a 29 settimane,
suggerendo quindi differenze nel profilo globale metabolico a seconda dell’eta gestazionale.
Tuttavia, a causa dell’esiguita dei campioni non ¢ stato possibile eseguire una piu dettagliata
analisi. E stato inoltre descritto un cambiamento nella composizione del latte nelle prime tre
settimane di lattazione (138).

La variazione tempo-correlata del metaboloma del latte materno ¢ stata studiata da Villasenor et
al. La concentrazione di molti metaboliti aumenta dopo il parto, come ’acido palmitoleico, acido
oleico, fosfogliceridi; altri invece si riducono come fosfolipidi, colesterolo, alfa-tocoferolo (139).

Un altro studio di Urbaniak et al. ha investigato 1’influenza della chemioterapia sul latte in donne
sotto regime chemioterapico per Linfoma di Hodgkin. I campioni di latte, raccolti in 4 mesi circa,
sono stati analizzati e comparati con quelli di donne sane. Sono stati analizzati 226 metaboliti, 12
chemioterapia. I metaboliti che decrescevano erano 1’acido docosaesaenoico (DHA), inositolo e
altri acidi grassi polinsaturi. Invece, i livelli di arabinoso, treitolo, acido decanoico, acido
miristico, 1-monopalmitina e butanale erano alti durante la chemioterapia. Inoltre si ¢ osservato
un decremento del Bifidobacterium e degli Stafilococchi coagulasi negativi nelle donne in regime

chemioterapico, con una conseguente alterazione del microbiota intestinale del neonato (140).
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Una particolare attenzione ¢ rivolta all’analisi metabolomica degli oligosaccaridi del latte
(HMO), la terza componente pitt abbondante dopo il lattosio e i grassi.
Gli oligosaccaridi contengono un core di lattosio legato ad almeno un residuo di glucosio,
galattosio, N-acetilglucosamina, fucosio o acido sialico (141).
Sono stati descritti piu di 200 HMO ed ¢ noto che ogni donna non sintetizza lo stesso set di
oligosaccaridi. Infatti, la composizione di HMO dipende dall’espressione genetica di alcune
glicosiltransferasi. Due geni, importanti per la determinazione del profilo di oligosaccaridi che la
madre produce, sono il gene Secretorio (Se) e il gene del gruppo sanguigno di Lewis (Le).
Il gene Secretorio (Se) codifica per I’enzima afl,2]-fucosiltransferasi (FUT2), responsabile
dell’aggiunta di fucosio con un legame al-2 alla catena oligosaccaridica. Invece, il gene del
gruppo sanguigno di Lewis (Le) codifica per I’enzima FUT3, che aggiunge il fucosio con legame
a1-3,4 alla catena.
Per cui in base all’espressione di questi due enzimi FUT2 e FUT3, gli oligosaccaridi possono
essere assegnati a quattro fenotipi (142) (143):

- Fenotipo secretorio Le positivo (Se+/Le+t);

- Fenotipo secretorio Le negativo (Se+/Le-);

- Fenotipo non secretorio Le positivo (Se-/Le+);

- Fenotipo non secretorio Le negativo (Se-/Le-).

Nello studio di Smilowitz et al. si son misurati vari metaboliti nel latte di donne che avevano
partorito a termine. Sono stati identificati 65 metaboliti tramite spettroscopia di risonanza
magnetica. | metaboliti sono stati classificati in zuccheri, aminoacidi e derivati, acidi grassi,
vitamine, nucleotidi e altri. In particolare tra gli zuccheri complessi, sono stati studiati gli
oligosaccaridi.

Nello studio si ¢ visto che esistono numerose variazioni interindividuali nella composizione dei
metaboliti del latte materno. Alcuni metaboliti sono altamente conservati come il lattosio, 1’urea,
la creatinina, il glutammato, il mioinositolo, il citrato, la valina e pochi oligosaccaridi. Invece vi ¢
una grande variabilita di alcuni metaboliti come 2’-FL, fucosio, LDFT, LNFP, aspartato, lisina,

prolina, acetone. Come gia citato in precedenza il 2’-FL, il LDFT ed il LNFP I riflettono lo stato
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secretorio della madre, perché la loro produzione ¢ conseguente all’azione della
fucosiltransferasi, codificata dal gene FUT2. Invece, la presenza di 3’-fucosillattosio e LNFP II ¢
conseguente all’azione della fucosiltransferasi codificata dal gene FUT3. La differente
composizione oligosaccaridica del latte materno suggerisce la presenza di diversi fenotipi
materni, che regolano la concentrazione degli zuccheri nel latte, e in particolare gli oligosaccaridi
(144).

Nello studio di Pratico et al, la spettroscopia di RMN ha rilevato tre differenti profili nei
campioni del latte materno. Il gruppo 1 esibiva tutti i segnali degli oligosaccaridi fucosilati; il
gruppo 2 aveva una carenza di strutture al,2 fucosilate (2°’FL, LDFT, LNFP I, e lacto-N-
difucoesosio o LNDFH 1I); il gruppo 3 mostrava la presenza di oligosaccaridi al,2 ¢ al,3
fucosilati, € non vi erano altri residui come LNFP I, LNDFH I, e lacto-N-difucoesosio II
(LNDFH II).

Essendo la fucosiltransferasi codificata dal gene secretorio FUT2 (Se), e la FUT3 dal gene del
gruppo di Lewis (Le), sono possibili quattro fenotipi: Se+/Le+, Se-/Le+, Se+/Le- e Se-/Le-.

Nello studio di Pratico, il primo gruppo ¢ compatibile con il fenotipo Se+/Le+, il secondo con Se-
/Le+ e il terzo con Se+/Le-.

Percio, grazie alla spettroscopia di risonanza magnetica nucleare si ¢ potuto caratterizzare il
profilo metabolico del latte materno tramite 1’identificazione di tre differenti classi di fenotipi
sulla base del profilo oligosaccaridico. Questo approccio pud rappresentare un potente strumento
per la valutazione degli effetti delle condizioni pato-fisiologiche delle madri sul latte e
dell’influenza della dieta nel metaboloma del latte (145).

Nello studio di Spevacek et al. si ¢ confrontato il latte di madri che hanno partorito a termine e
madri che hanno partorito pretermine, evidenziando 69 principali metaboliti. 10 su 15 madri a
termine e 10 su 13 madri pretermine sono state classificate come Secretori.

Nel latte delle madri a termine la concentrazione di alcuni carboidrati come il lattosio, 3’-FL e
glucosio aumentava, mentre altri come il 2’-FL, 3’-GSL, 6’-SL, LFNP III, fucosio diminuivano.
Nel latte pretermine soltanto il lattosio subiva un incremento.

Tra gli aminoacidi subivano un incremento nel latte a termine: 1’alanina, carnitina, glutamato,
glutamina, mentre nel latte pretermine soltanto ’alanina aumentava la sua concentrazione in

modo significativo. Gli acidi grassi sono simili nel latte a termine e pretermine, tranne 1’acetone,
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il lattato che risultano piu elevati nel latte pretermine. Anche la concentrazione dei nucleotidi
risulta simile, a eccezione dell’ipoxantina che ¢ piu elevata nel latte a termine (146).

Nello studio di Wu et al, si ¢ evidenziato il cambiamento di composizione del latte durante la
lattazione. Sono stati identificati 36 metaboliti, e si ¢ visto che vi ¢ una notevole differenza tra il
latte raccolto durante il 9° e il 24° giorno, e quello raccolto durante il giorno 31° e 87°. Il
metaboloma del latte cambia significativamente durante la fase di lattazione matura, in
particolare la concentrazione di lattosio si eleva, mentre i monosaccaridi e oligosaccaridi si
riducono. La concentrazione di alcuni importanti aminoacidi importanti per il neurosviluppo,
quali il glutammato e 1’aspartato, aumenta durante la fase di lattazione.

Il citrato, importante per il suo ruolo come intermediario nel metabolismo energetico della
cellula, decresce durante la lattazione. Questo decremento provoca un aumento della secrezione

di lattosio, per il bilanciamento della pressione osmotica (147).

Gli HMO svolgono differenti funzioni, in particolare gli oligosaccaridi del fenotipo Secretorio
(al-2-fucosilati) proteggono contro la diarrea del neonato, inclusa quella causata da
Campylobacter e Calicivirus (148), grazie alle loro specifiche funzioni antiadesive e
bifidogeniche, e promuovono la maturazione del tratto intestinale nei neonati pretermine. La
riduzione degli oligosaccaridi a.1-2-fucosilati ¢ correlata ad un aumento del rischio di patologie
del neonato, percio questi oligosaccaridi sono fondamentali per la protezione da alcune malattie
infettive. Essi possono rappresentare una componente dell’immunita innata, con la quale la madre

puo proteggere il neonato da patogeni ambientali (149).

36



Metabolomica del latte materno: ’importanza del fenotipo secretore

3.1 Obiettivi dello studio

Gli obiettivi che si € posto questo studio sono stati:
¢ Caratterizzare il metaboloma dei campioni di latte raccolti da una popolazione di madri
che hanno avuto figli con ritardi di crescita intrauterino (IUGR), appropriati per eta
gestazionale (AGA) e grossi per eta gestazionale (GEG);
¢ Individuare le eventuali differenze metaboliche tra i campioni analizzati;

¢ Confrontare lo studio con gli studi precedenti di metabolomica del latte materno.

3.2 Pazienti e metodi

Pazienti

Questo studio ¢ stato condotto su 60 campioni di latte di donne ricoverate presso il reparto di
Neonatologia dell’ospedale universitario Areteion di Atene.

Le 60 donne reclutate per lo studio avevano un’eta media di 29.5 anni e, tra queste, 25 hanno
avuto un parto cesareo singolo e 35 un parto vaginale singolo. Per 7 di queste ultime ¢ stato
necessario ’utilizzo di un forcipe.

I neonati erano ripartiti in 27 femmine e 33 maschi, con una media dell’eta gestazionale di 39.35
settimane. In base alla classificazione neonatale sono stati individuati 48 AGA (media percentili
42.83), 2 GEG (media percentili 91.5) e 10 [IUGR (media percentili 4.8).

I campioni di latte sono stati raccolti durante il 3° 0 4° giorno dopo il parto e dopo che il neonato

era stato allattato.

Metodi

Preparazione dei campioni, analisi 'H-NMR:

Prima dell’analisi '"H-NMR i campioni di latte materno sono stati scongelati a temperatura
ambiente, filtrati con filtri da centrifuga Amicon Ultra 0.5 ml 10KDa (Millipore, USA), per
rimuovere le proteine e i lipidi, e centrifugati a 10000g per 30 minuti a 4°C. Al latte filtrato ¢

stata addizionata un’aliquota di tampone fosfato (0.1M pH 7.4) e TSP come riferimento interno
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(0=0.00 ppm). Infine un’aliquota di 650 pl della soluzione finale ¢ stata trasferita in un tubo
NMR (5 mm O.D).

Gli esperimenti '"H-NMR sono stati acquisiti a 300 K utilizzando uno spettrometro VARIAN
UNITY 500, operante alla frequenza di 499.83 MHz. Gli spettri monodimensionali sono stati
registrati mediante un esperimento 1D-NOESY. Il segnale dell’acqua ¢ stato soppresso mediante
presaturazione durante il primo incremento della NOESY, usando un tempo di miscelamento di 1
ms ed un tempo di irradiazione di 3.5 s. Gli spettri sono stati acquisisti con una finestra spettrale
di 6000 Hz, un tempo di acquisizione di 1.5 s un numero di scansioni pari a 256. Ciascun FID ¢
stato processato mediante Trasformata di Fourier, apodizzando il segnale con una funzione
esponenziale (“line broadening” di 0.3 Hz) per migliorare il rapporto segnale/rumore. Gli
spostamenti chimici dei segnali protonici sono stati riferiti al segnale del riferimento interno

(TSP, 6=0.00 ppm).

3.3 Risultati

Al fine di caratterizzare il profilo metabolico del latte materno, ¢ stata utilizzata la metodica PCA
(Analisi delle Componenti Principali), che consente di valutare le correlazioni tra le variabili e la
loro rilevanza, elaborando un grafico che individua la presenza di raggruppamenti di oggetti
simili (clusters) e di oggetti particolari (outliers). E percid importante per 1’indagine preliminare
dei dati ottenuti, in quanto evidenzia il manifestarsi della distribuzione degli oggetti.

Come mostrato nei primi 3 grafici, la PCA non ha evidenziato nessun particolare raggruppamento
in clusters dei campioni di latte in base alla classificazione neonatale, al sesso del neonato, al

centile e alla tipologia del parto.
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Grafico 1. Analisi mediante metodica PCA del profilo metabolico del latte materno dei neonati

AGA, IUGR e LGA.
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Grafico 2. Analisi mediante metodica PCA del profilo metabolico del latte materno dei neonati

in base al centile e al genere.
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Grafico 3. Analisi mediante metodica PCA del profilo metabolico del latte materno in base alla

tipologia del parto.

Un’analisi piu approfondita con la metodica 3D-PCA (grafico 4) ha mostrato una separazione dei
campioni di latte in due gruppi: un gruppo verde a destra e uno blu a sinistra. Le differenze
metaboliche tra i due gruppi sono state successivamente analizzate con la metodica OPLS-DA

(Orthogonal projection to latent structure discriminant analysis).

Grafico 4. Analisi mediante metodica 3D-PCA del profilo metabolico del latte materno.
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L'analisi discriminante PLS (PLS-DA) viene eseguita per affinare la separazione tra i due gruppi
e mostra la formazione di due clusters, che sono stati successivamente analizzati per rivelare le
differenze di composizione dei vari metaboliti.

Nel profilo metabolico del gruppo verde mancano completamente le strutture al,2-fucosilate
(2°FL, LDFT, LNFPI, LNDFHI) e vi ¢ un’alta concentrazione di oligosaccaridi del latte materno
(HMO) con residui fucosilati in posizione al-3 e al-4. Questo risulta essere indicativo
dell’espressione del fenotipo Se-/Le+.

11 gruppo blu esibisce tutti gli oligosaccaridi fucosilati e puo essere correlato al fenotipo Se+/Le+.
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Grafico 5. Analisi mediante metodica PLS-DA del profilo metabolico del latte materno, che

mostra la separazione in due gruppi.

La performance ¢ stata valutata usando la correlazione tra il coefficiente R2, che ¢ un parametro
statistico che esprime la bonta di adattamento, e il coefficiente Q2, che esprime il potere
predittivo del modello. Entrambi sono compresi tra 0 e 1. Si raggiunge un buon valore predittivo

quando Q2>0.5, mentre quando ¢ >0.9 viene considerato eccellente (137).
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Nel nostro studio il valore di R2 ¢ pari a 0.511 per il primo gruppo, e tale valore ¢ influenzato
dall’esiguita del campione. Per il secondo gruppo I’R2 ¢ pari a 0.87. 11 Q2 ¢ pari a 0.87 e riflette

un buon potere predittivo.

3.4 Discussione

L’obiettivo del nostro lavoro ¢ stato quello di identificare il profilo metabolico del latte materno e
di individuare le diversita dei campioni in base al fenotipo materno.
Inizialmente, tramite [’analisi PCA non ¢ stato possibile evidenziare nessuna particolare
differenza tra i campioni di latte materno analizzati, prendendo in considerazione la differente eta
gestazionale, il sesso, il percentile del neonato e la tipologia di parto.
Successivamente, ’analisi OPLS-DA ¢ stata in grado di produrre una chiara divisione tra due
diversi gruppi:
- il gruppo blu, che esprimeva tutti gli oligosaccaridi fucosilati, sia in posizione a1-2, che
in posizione al-3 e al-4;
- il gruppo verde, che esprimeva soltanto gli oligosaccaridi fucosilati in posizione al-3 e
I'al-4.
Precedenti studi hanno dimostrato che il pattern di fucosilazione ¢ correlato all’attivita di
specifici enzimi: FUT2 e FUT3 e a seconda dell’espressione genica di questi due enzimi, sono
possibili 4 fenotipi degli oligosaccaridi del latte: Se+/Le+; Se+/ Le-; Se-/Le+; Se-/Le-.
Nel nostro studio sono stati riscontrati due fenotipi: il gruppo blu, compatibile con il fenotipo
secretore (Set+/Le+) e il gruppo verde, compatibile con il fenotipo non secretore (Se-/Le+t);

invece nello studio di Pratico et al, sono stati identificati tre fenotipi: Se+/Le+, Se-/Le+ e Se+/Le-

In accordo con gli studi di Pratico et al, Smilowitz et al e Spevacek et al, anche in questo studio ¢
stata riscontrata una maggiore prevalenza del fenotipo secretore. Questo dato ¢ in linea con
I’incidenza mondiale, infatti secondo gli studi epidemiologici in Occidente, in Messico e in
Giappone 1’80% delle donne ha fenotipo secretore, invece in Africa e in Bangladesh la
percentuale si riduce al 60% (149). Invece, la prevalenza del gene di Lewis ¢ del 50% nella

popolazione generale (150).
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Il fenotipo secretore pud rappresentare uno strumento per selezionare i tratti genetici che
rispondono meglio ai fattori ambientali nella popolazione. Infatti, il latte materno con fenotipo
secretore ¢ associato ad una maggiore protezione contro alcuni patogeni come E. Coli e
Campylobacter. Questo fenomeno puo spiegare la prevalenza del fenotipo secretore in specifiche
regioni dove 1 patogeni sono endemici. Per esempio, la bassa incidenza di non secretori nelle
popolazioni indigene del Messico potrebbe essere una conseguenza della maggiore vulnerabilita

dei neonati che ricevono latte contenente pochi oligosaccaridi al,2-coniugati (151).

Il set di metaboliti discriminanti che differenziano i fenotipi degli oligosaccaridi del latte sono
mostrati in tabella 6 con la rispettiva struttura.

I principali metaboliti sono: 2’fucosil-lattosio (2°FL), lactodifucotetraosio (LDFT), lacto-N-
fucopentaosio I (LNFP I), lacto-N-difucoesaosio I (LNFDH I), che riflettono lo stato secretorio
materno e sono codificati dal gene FUT2. Invece, il 3’fucosil-lattosio (3’-FL) e il lacto-N-
difucoesaosio III (LNFP III) sono codificati dal gene FUT3 e sono presenti nel fenotipo non

secretorio Le positivo.
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Struttura Oligosaccaride Fenotipo Fenotipo Fenotipo
fucosilato Set+/Le+ Se-/Le+ Se+/Le-

2’FL / . Py

LDFT v/ g P

LNFP [ v/ X p

LNDFH I v X .

3’ FL, LNFPV v V4 /

LNFP III v V4 /

LNFDH III v V4 X

Tabella 6. Struttura degli oligosaccaridi fucosilati riscontrati nei campioni di latte associati al

corrispondente fenotipo (modificata da Pratico et al, 2014).

In accordo ai precedenti studi, la caratterizzazione del metaboloma del latte ha evidenziato una
correlazione con il fenotipo espresso dalla madre, tuttavia la limitatezza del campione non ha
potuto evidenziare delle significative differenze tra i campioni per eta gestazionale, genere e
centile del neonato e tipologia di parto.

In accordo agli studi di Pratico et al. e di Smilowitz et al., che hanno dimostrato la presenza di

oligosaccaridi fucosilati in posizione al,2 (2’-FL, LDFT, LNFP I) nel fenotipo secretorio, e
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oligosaccaridi 3’-FL e LNFD II nel fenotipo non secretorio, anche questo studio mostra come i
campioni di latte del fenotipo non secretorio presentino il 3’-Fucosil-lattosio e altri oligosaccaridi
fucosilati in posizione al-3/4, e i campioni di latte del fenotipo secretorio presentino gli
oligosaccaridi fucosilati in posizione al,2.

In accordo allo studio di Spevacek et al, che ha evidenziato la presenza di oligosaccaridi
fucosilati come il 3’FL, 2’FL, LNFP III, anche il nostro studio ha mostrato 1 suddetti
oligosaccaridi nel latte ma non ¢ stata monitorata la variazione di concentrazione nel primo mese
di lattazione.

Anche se nello studio non sono stati analizzati i campioni di latte pretermine, il nostro obiettivo
sara quello di ampliare la casistica, analizzando anche il latte materno di neonati pretermine,
perché dagli studi effettuati si ¢ visto che il latte delle madri che partoriscono pretermine ¢
immaturo e mostra una riduzione della fucosilazione degli HMO.

I pretermine rappresentano una popolazione a rischio per I'immaturita del sistema immunitario e
di altri tessuti che li espone a molteplici infezioni e in particolare alla NEC. Si ha un rischio
maggiore di sviluppare questa patologia se si ¢ allattati con formula (152), se il microbiota ¢
predominato da Proteobacteria (153) e se il latte materno non presenta gli HMO fucosilati.

Con I’identificazione dei neonati prematuri non secretori, si potra attuare una nutrizione mirata,

in modo che anch’essi godano dei benefici degli oligosaccaridi a.1-2 fucosilati (154).

3.5 Conclusioni

Le importanti funzioni degli oligosaccaridi sono ancora oggetto di studio e grazie alle nuove
metodiche analitiche sara possibile conoscere in maniera piu approfondita il loro ruolo nelle vie
metaboliche dell’organismo umano. L’applicazione della metabolomica al latte materno ¢ un
campo emergente, che esplora la correlazione tra metaboloma e dieta materna, stili di vita,
patologie e fenotipi. Anche se ¢ ancora in uno stadio di sviluppo, gli studi citati mostrano come la
metabolomica possa essere la chiave per migliorare le conoscenze della complessita del latte
materno (155).

In neonatologia, la metabolomica sta facendo dei passi avanti per la sua capacita unica di fornire

una lettura funzionale e sistematica del neonato, creando le basi per una cura personalizzata
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prenatale e post natale. La definizione dei profili metabolici individuali potra determinare la
probabilita di sviluppare una particolare patologia nell’eta adulta e cio che si apprendera dagli
studi epidemiologici metabolici potra aiutare a delineare I’interazione tra nutrizione, espressione
genica e pressione ambientale, i quali contribuiscono a determinare il rischio fisiologico e
patologico dei neonati e dei bambini. Tutto cid potra dare 1’opportunita di associare una
complessa regolazione metabolica con 1’eziologia di patologie multifattoriali pediatriche (156).

Il futuro della ricerca potra riguardare la metabolomica, il microbiota del latte e le cellule
staminali. Probabilmente dall’integrazione di questi tre campi si potra essere in grado di compiere
significativi passi avanti nella comprensione della composizione e delle funzioni del latte

materno (157).
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