Latte fermentato con Lactobacillus helveticus
contenente lactononadecapeptide
migliora la funzione cognitiva in adulti sani di mezza etd

Questo studio randomigsato in doppio cieco, controllato con placebo é stato condotto per determinare
gli effetti di una bevanda a base di latte fermentato con Lactobacillus sulla fungione cognitiva di adulti
sani di mesza eta. Sulla base delle diverse valutazioni effettuate sui partecipanti allo studio, i risultati
ottenuti hanno evidengiato un miglioramento dell’attengione e della memoria differita.
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della popolazione mondiale, ave-

vano un’eta pari o superiore a 60

anni. Si stima che questo numero

raggiungera 1,4 miliardi entro il

2030 e 2,1 miliardi entro il 2050

(ONU 2015). Questo aumento

della popolazione anziana sara

probabilmente accompagnato da

un aumento del deterioramento

cognitivo e della demenza. Nel

2010, circa 35,6 milioni di perso-

ne in tutto il mondo erano affetti

da demenza e questo numero &

previsto che possa raddoppiare

ogni 20 anni, arrivando a 65,7 mi-

lioni nel 2030 e a 115,4 milioni

nel 2050. Il morbo di Alzheimer ¢

la causa pitt comune di demenza e

contribuisce al 60-70% dei casi di

demenza (WHO 2012). Gli inibi-

tori della colinesterasi (donepezil,

galantamina e rivastigmina) sono

farmaci approvati per la malattia

di Alzheimer, che stabilizzano

o rallentano il declino a livello

cognitivo, funzionale, comporta-

mentale e dello stato clinico glo-

bale. Tuttavia, questi farmaci han-

no effetti avversi, come nausea,

vomito, diarrea, vertigini e perdi-

ta di peso (Hansen et al., 2008).

Pertanto, cibi che aumentino la

funzione cognitiva senza effetti

negativi sarebbero vantaggiosi per

la prevenzione di questi disturbi.

Ricerche scientifiche hanno cer-

cato di identificare cibi in grado

di migliorare la funzione cogniti-

va, con molti ingredienti alimen-

tari, come gli acidi arachidonico

e docosaesaenoico (Kotani et al.,

2006), astaxantina (Satoh et al.,

2009) e Colostrinin® (Leszek et

al., 1999) che sono stati esami-

nati e hanno dimostrato di mi-

gliorare la funzione cognitiva nei

volontari coinvolti nei vari studi.

Un aumento della consapevolezza

dell’effetto che I'alimentazione ha

sulla salute fisica e mentale ha ac-

cresciuto l'interesse per I'uso del
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to che 'aumento di assunzione di
latte e latticini riduceva il rischio
di demenza, specialmente nella
malattia di Alzheimer (Ozawa et
al., 2014). In uno studio cross-
section condotto negli Stati Uniti,
I’assunzione di latticini era asso-
ciata a un miglioramento delle
prestazioni cognitive (Crichton
et al., 2012). L'evidenza attuale
suggerisce che il consumo rego-
lare di latticini a basso contenuto
di grassi come parte di una die-
ta equilibrata possa avere effetti
positivi sulla salute neurocogni-
tiva durante linvecchiamento
(Crichton et al., 2010). Si dice
che il latte contenga numerosi
peptidi che influenzano le funzio-
ni fisiologiche cruciali, tra cui la
secrezione degli ormoni, la difesa
immunitaria, 'assorbimento dei
nutrienti e la neurotrasmissio-
ne (Clare e Swaisgood 2000). La
supplementazione con un com-
plesso polipeptidico ricco di pro-
lina per 12 mesi ha migliorato la
disfunzione cognitiva nei pazienti
con malattia di Alzheimer con de-
menza da lieve a moderata (Les-
zek et al., 1999). In uno studio
precedente, il siero del latte aci-
do Calpis, una bevanda ottenuta
dalla fermentazione di acqua e
latte in polvere con Lactobacil-
lus helveticus e Saccharomyces
cerevisiae, si ¢ dimostrato effi-
cace contro la compromissione
della memoria indotta da scopo-
lamina nei topi (Ohsawa et al.,
2015), e il principale componente
efficace ¢ stato identificato come
il peptide, Asn-Ile-Pro-Pro-Leu-
Thr-GIn-Thr-Pro-Val-Val-Val-
Pro-Pro-Phe-Leu-Gln-Pro-Glu
(NIPPLTQTPVVPPFLQPE, lacto-
nonadecapeptide) (Ohsawa et al.,
2017). Dal momento che il siero
di latte acido, che contiene lacto-
nonadecapeptide a concentrazio-
ni che vanno da 0,01 a 0,1 mg/kg,
migliora la compromissione della
memoria indotta da scopolami-
na nei topi (Ohsawa et al., 2015,
2017), ¢ possibile che alimenti
contenenti diversi milligrammi
di lactononadecapeptide possano
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essere efficaci per prevenire i di-
sturbi neurodegenerativi, come il
morbo di Alzheimer, e migliorare
lapprendimento e la memoria
nell’'uomo.

Mentre la funzione cognitiva negli
animali viene valutata utilizzando
test comportamentali, la funzione
cognitiva umana viene valutata
utilizzando test neuropsicolo-
gici. Questi test possono essere
dei rapidi strumenti di screening,
che possono essere completati in
meno di 1 minuto, oppure valu-
tazioni neuropsicologiche forma-
li che richiedono diverse ore per
essere completate (Woodford e
George 2007). Pertanto, la scelta
appropriata del test neuropsico-
logico dipende dal tempo e dallo
scopo della valutazione. Il test
RBANS (Repeatable Battery for
the Assessment of Neuropsycho-
logical Status) ¢ un utile stru-
mento di screening per valutare
le prestazioni cognitive genera-
li, in particolare perché & stato
progettato per essere utilizzato
per valutare adulti sani e indivi-
dui che possono avere demenza
moderatamente grave (Randol-
ph et al., 1998). Pertanto, il test
RBANS puo essere pitt sensibile
per rilevare le menomazioni ri-
spetto ad altri test standard, come
il Mini-Mental State Examina-
tion (MMSE), il Delirium Rating
Scale (DRS) e la scala di memoria
Wechsler III (WMS-III) (Strauss et
al. 2006).

Lo studio presentato esamina I'ef-
fetto di una bevanda a base di L.
helveticus fermentato contenente
lactononadecapeptide sulla fun-
zione cognitiva in adulti sani di
mezza eta con dimenticanza au-

Unité di misura
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toidentificata o identificata da un
parente stretto o da un conoscen-
te, utilizzando la versione giappo-
nese dei RBANS test (Yamashima
et al., 2002).

Materiali ¢ metodi
Partecipanti

Questo studio € stato approvato
dal Human Ethical Trial Commit-
tee della Shiba Palace Clinic (1
agosto 2013), e il consenso infor-
mato scritto ¢ stato ottenuto da
tutti i partecipanti in conformita
con la Dichiarazione di Helsinki.
I partecipanti erano 61 uomini
e donne giapponesi sani di eta
compresa tra i 50 e i 70 anni con
dimenticanza autoidentificata o
identificata da un parente stretto
o da un conoscente. I criteri di in-
clusione erano (1) un punteggio
totale RBANS al basale di 29-52
e (2) una differenza nel punteggio
totale inferiore a 10 punti tra il
test di screening e il test di rife-
rimento prima dell’assunzione. I
criteri di esclusione erano (1) la
presenza di un’allergia al latte o
alla soia; (2) anamnesi medica o
trattamento per ictus, emorragia
subaracnoidea, infarto cerebra-
le, emorragia cerebrale e lesione
alla testa con contusione cere-
brale; (3) consumo di sigarette
eccessivo auto-segnalato, consu-
mo abituale di alcool o abitudine
alimentare estremamente irrego-
lare; (4) anamnesi o trattamento
per epatite; (5) grave anemia; (6)
anamnesi o terapia per infarto,
epilessia, diabete, disfunzione ti-
roidea, emodialisi, uremia o anu-
ria; (7) sintomi attesi di febbre
da fieno durante il periodo dello
studio; (8) storia di un test neu-

Bevanda placebo Bevanda test
43,7 40.8
1781 178,1
3.0 30
1] 1]
B0 71
0.9 08
non rilevato 24

Tabella 1. Composizione delle bevande testate (190 g)



ropsicologico in un ospedale; (9)
partecipazione ad altre ricerche
cliniche; (10) uso di farmaci che
potevano influenzare il test; (11)
uso di integratori alimentari che
potevano influenzare il test; (12)
consumo di bevande a base di aci-
do lattico o di yogurt per piu di
tre giorni in una settimana; e (13)
altri relativi a problemi di salute
giudicati dagli investigatori tali da
poter interferire con la partecipa-
zione.

Progettasione dello studio

Lo studio, randomizzato, in dop-
pio cieco, controllato con place-
bo, ¢ stato condotto tra settembre
2013 e marzo 2014. I partecipan-
ti sono stati assegnati in modo
casuale al gruppo placebo o test
da una persona non direttamente
coinvolta nello studio utilizzando
una sequenza di numeri casuali
generata dal computer. Nel pro-
cesso di assegnazione dei parte-
cipanti, sono stati presi in con-
siderazione fattori di fondo per
evitare la distribuzione parziale
in termini di punteggio totale di
base e cinque punteggi indice di
RBANS, eta e sesso. Ai parteci-
panti & stato chiesto di consumare
una bottiglia (190 g per flacone)
della bevanda test o placebo una
volta al giorno prima di colazione
per otto settimane. Inoltre, han-
no ricevuto istruzioni quali non
cambiare le abitudini quotidiane,
come la dieta e il tempo di sonno,
tranne per prendere il prodotto
di prova a un’ora fissa durante il
giorno.

Bevande

per la supplementasione

Il latte fermentato con Lacto-
bacillus helveticus ¢ stato pre-
parato facendo fermentare latte
scremato con una coltura inizia-
le contenente L. helveticus CM4.
In breve, il latte scremato pa-
storizzato ¢ stato inoculato con
una coltura di avviamento al 3%,
fermentato a 27 °C per 19 ore
e pastorizzato. Il latte fermen-
tato con L. helveticus contiene

lo 0,0027% (p/p) di lactono-
nadecapeptide. Stabilizzatore,
dolcificante e aroma sono stati
aggiunti per preparare la be-
vanda test. La bevanda in esa-
me conteneva 2,4 mg di lacto-
nonadecapeptide per flacone
(circa 190 g). Stabilizzatore,
dolcificante e aromi sono stati
aggiunti al latte scremato ri-
costituito per preparare anche
la bevanda placebo, che aveva
la stessa proporzione di solidi
non grassi (SNF), gusto, com-
posizione e aspetto, incluso il
colore, della bevanda di prova.
Le composizioni di entrambe
le bevande sono mostrate nella
Tabella 1.

Analisi LC-MS/MS

La quantita di lactononadeca-
peptide nelle bevande test e
placebo & stata confermata uti-
lizzando un sistema ACQUITY
UPLC/TQD (Waters Corpora-
tion, Milford, MA) dotato di una
colonna ACQUITY UPLC BEH
(1,7 mm, 2,1 50 mm, Waters
Corporation, Milford, MA). 11
peptide standard NIPPLTQTPV-
VPPFLQPE (purezza> 95%) e il
peptide standard interno NIP
[°C,, "NJP[*C,, "N] LTQTPV-
VPPFLQPE (purezza> 90%)
sono stati acquistati dal Peptide
Institute, Inc. (Osaka, Giappo-
ne). Il peptide standard & stato
dissolto in acetonitrile al 20%
+ acido formico allo 0,1% a 20,
40, 80, 160 e 320 nM per gene-
rare una curva di calibrazione.
11 peptide standard interno (IS)
per compensare effetti matrice
¢ stato sciolto in acetonitrile
al 20% a 400 nM. I campioni
di bevande (200 uL) sono stati
miscelati con acido tricloroa-
cetico al 10% (100 mL), aceto-
nitrile (200 uL) e acqua (500
uL) per denaturare la proteina
e centrifugati a 15.000 rpm per
10 min. Il surnatatnte (50 uL) ¢
stato miscelato con acetonitri-
le al 20% + acido formico allo
0,1% (450 uL) e filtrato usando
Millex LG (0,20 mm, PTFE). 1
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Figura 1.
CONSORT
diagramma
di flusso dei
partecipanti
allo studio
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campioni filtrati (90 uL) o le solu-
zioni standard di peptidi (90 uL)
sono stati miscelati con 'S (10
uL) per l'analisi. I campioni pre-
parati (5 uL) sono stati iniettati
nella colonna, che & stata eluita a
50 °C con il solvente A (H,O con-
tenente lo 0,1% di acido formico)
e il solvente B (acetonitrile con-
tenente lo 0,1% di acido formico)
utilizzando un gradiente lineare
del 20-30% B per 3 min e 30-50%
B per 1,5 min, erogati a S00 uL/
min. Linterfaccia di ionizzazione
elettrospray (ESI) ¢ stata utilizza-
ta in modalita di ionizzazione po-
sitiva. La quantificazione ¢ stata
eseguita utilizzando il monitorag-
gio di molteplici reazioni (MRM)
con m/s 696.4 = 243.1 transizio-
ni per il lactononadecapeptide e
m/z 700.5 = 245,1 per I'lS. Una
curva di calibrazione € stata gene-
rata sostituendo le aree di picco
dei peptidi standard con quella
dell’IS. La quantita di lactonona-
decapeptide nelle bevande test e
placebo ¢ stata quantificata utiliz-
zando la curva di calibrazione.

Valutazione neuropsicologica

La versione giapponese del test
RBANS ¢ stata utilizzata per la
valutazione della funzione cogni-
tiva (Yamashima et al., 2002).
Questo test ¢ stato utilizzato per-
ché puo essere condotto in circa
30 minuti, ma fornisce un’ampia

’
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misura della funzione cognitiva
e della memoria. Consiste in due
moduli (modulo A e modulo B)
a somministrazione ripetuta ed
¢ stato ampiamente utilizzato,
quindi questi risultati possono
essere paragonati a quelli di altri
studi simili. In aggiunta, una ver-
sione simile modificata del test &
stata preparata per effettuare il
test di screening atto a valutare
le capacita di apprendimento tra i
gruppi. Il test RBANS comprende
12 subtest che contribuiscono a
definire i valori dei cinque indici:
memoria immediata (apprendi-
mento lista di parole e memoria
di prosa), abilita visuospaziale/
visuocostruttiva (copia di figura
e orientamento di linee), linguag-
gio (denominazione e fluenza se-
mantica), attenzione (memoria di
cifre e associazione di simboli a
numeri) e memoria differita (rie-
vocazione lista di parole, ricono-
scimento lista di parole, rievoca-
zione di prosa e rievocazione di
figure). I punteggi grezzi dei 12
subtest sono stati convertiti in
punteggi indice di subtest basati
sull’eta e punteggi indice basati

Gruppo placebo
{n = 29)
Eta, anni (mediatDS) 578159
Rappers tra maschi & femmine 13118

Tabella 2. Caratteristiche di base dei partecipanti

sull’eta per le cinque funzioni co-
gnitive. Un punteggio totale ¢ sta-
to calcolato combinando i pun-
teggi non elaborati dei 12 subtest.
Per la versione modificata del test
di screening, sono stati sommini-
strati il modulo A del RBANS pri-
ma dell’assunzione delle bevande
(baseline) e la forma B dopo I'in-
tervento.

Valutasione soggettiva

Per valutare le differenze nello
stato psicologico dei partecipanti
nei gruppi placebo e test, & stata
utilizzata la versione breve del
Profile of Mood States (POMS)
(Yokoyama 2005). E stata impie-
gata questa scala perché richiede
poco tempo e impegno da parte
dei partecipanti, poiché contiene
solo 30 punti, pud misurare i cam-
biamenti di umore in brevi perio-
di di tempo e puo essere utilizza-
ta per valutare sia i pazienti che i
partecipanti sani. Questo test puo
essere utilizzato per valutare gli
stati d’animo multiformi, mentre
la maggior parte degli altri test
basati sull'umore misura solo i
singoli aspetti dell’'umore; per
esempio il questionario CES-D
sulla depressione (Centre for
Epidemiological Studies Depres-
ston Scale) & progettato solo per
valutare la depressione mentre la
scala HAD sull’ansia e la depres-
sione (Hospital Anxiety Scale)
valuta disturbi ansiosi e depres-
sivi. POMS e stato somministra-
to prima e dopo l'intervento, e i
punteggi T dei sei stati d’animo
(tensione-ansia, depressione-av-
vilimento, rabbia-aggressivita, vi-
gore-attivita, stanchezza-indolen-
za e confusione-sconcerto) sono
stati calcolati utilizzando il me-
todo standard (Yokoyama 2005).

Gruppo
tesi Test Valare p
fn =31}
58,5465 HHust di Studenl i)
1318 Test Chi Quasdrata a2



Prima Valore p prima Dopo
dell'intervento deil'intervento Pintervento
vs. gruppo placebo
[baseline)

Punteggio totale

Gruppo placebo 447450 46,5£8,2

Gruppo test 44 5251 8BS 48,4+8,1
Memaoria immediata

Gruppo placebo 40 7+3 6 48 2+T.7

Gruppo test 47,7285 A7 46,9+12.5
Abilita
visuospazialelvisuocostruttiva

Gruppo placebo 38.5£151 40.7£14.8

Gruppo test 38,0+14 4 898 37.5+13,7
Linguaggic

Gruppo placebo 48 255 5 51,1289

Gruppo test 48,73 3 768 51.7+6,7
Attenzione

Gruppo placebo 49,646,7 50.828,3

Gruppo test 51427 8 61 55,648,0
Memaoria differita

Gruppo placebo 40,0203 41.6x8,1

Gruppo test 38,2£9 .2 AST 42.9+£10,6

I valori indicati indicano + DS - *p <.05; **p < .01
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Tabella 4.
Punteggi indice
dei subtest di
RBANS

Prima Valore p prima Dopo lMintervento
dellintervento dell’intervento
{baseline) ¥E, gruppo placebo
Apprendimento lista di parole
Gruppo placebo 4BTET0 BOD 44.7:8.4
Gruppo test 47 B46,1 4482114
Memoria di prosa
Gruppo placebo 51,0£10,5 388 53,0465
Gruppo test 48.6211.5 50,6£10,0
Copla di figura
Gruppo placebo 2842217 B77 24 6217 8
Gruppo test 26,0223 1 293176
Orientamento di linee
Gruppe placebo 45,8+14.0 853 47 92134
Gruppo test 45.7+10.9 42 42117
Denominazione
Gruppo placebo 49,9486 v5 bl 50,1130
Gruppo test 54,3438 52,4189
Fluenza semantica
Gruppo placebo 48,245 4 B0 51,3:886
Gruppo test 482188 51,6£6.8
Memoria di cifre
Gruppo placebo 51,8£0.0 524 54,9508
Gruppo test S34z11.2 559118
Associazione di simboli a
numer 49 5+6 8 464 49,89+7 9
Gruppo placebo 51.0+8.0 54 8485
Gruppo test
Rievocazione lista di parole
Gruppo placebo 44 947 8 348 42,2486
Gruppo test 42 5+10.8 42.2:1086
Riconoscimento di lista di
parole 47 88,0 Baz 42 T+10.7
Gruppo placebo 46,7113 43 8100
Gruppo test
Rievocazione di prosa
Gruppo placebo 50,3100 271 48 8:7 B
Gruppo test 47 23117 487111
Rievocazione di figure
Gruppo placebo 37,2+13.5 847 44 3+8 .0
Gruppo lest 37.5+1.9 46,7483

Analisi statistica

Tutti i valori misurati sono rap-
presentati come media e devia-
zione standard. Le differenze
nelle caratteristiche di base dei
partecipanti tra i gruppi placebo e
test sono state valutate utilizzan-
do il t-test di Student o il test Chi
Quadrato. Le differenze nei pun-
teggi RBANS prima e dopo l'inter-
vento sono state valutate usando
t-test accoppiati, e i confronti tra
i gruppi placebo e test sono stati
valutati utilizzando i t-test di Stu-
dent. Le differenze nei punteggi T
POMS prima e dopo l'intervento
sono state valutate usando il test
dei ranghi con segno di Wilcoxon
e i confronti tra i gruppi placebo
e test sono stati valutati median-
te il test U di Mann-Whitney. Le
differenze nei valori sono state

9,
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Valore p prima Valore p dopo
v, dopo IMintervento
Iintervento ¥E. gruppo placebo
Joqgg* (836
184
A03 283
364
435 303
483
561 085
233
856 385
81
083 BET
050
058 741
207
773 oa2re
009
168 475
828
036 BT4
178
766 658
492
og2** 258
0004

| valori indicati indicano + DS - *p <.05; **p <.01; ***p < .001

considerate significative quando
il valore p era inferiore a .05. Tut-
te le analisi statistiche sono state
eseguite utilizzando EZR (Saita-
ma Medical Center, Jichi Medical
University, Saitama, Giappone),
un’interfaccia utente grafica per
R (The R Foundation for Statisti-
cal Computing, Vienna, Austria).
EZR ¢& una versione modificata
del programma R con funzioni
statistiche aggiunte frequente-
mente utilizzate in biostatistica
(Kanda 2013).

Risultati

Flusso dei soggetti partecipanti
Una panoramica delle sessioni di
test ¢ sintetizzata nel diagramma
di flusso della Figura 1. Sono stati
valutati 321 soggetti con la ver-
sione modificata di RBANS e suc-

cessivamente il Modulo A dell’R-
BANS ¢ stato somministrato a
120 soggetti con un punteggio
totale RBANS di 29 - 52 nel test
di riferimento. Di conseguenza,
sono stati ammessi 69 soggetti,
ma 8 di essi si sono ritirati. In to-
tale, 61 soggetti selezionati sono
stati casualmente distribuiti nei
gruppi di trattamento, con 30 as-
segnati al gruppo placebo e 31 al
gruppo test. Entro I'’endpoint, un
partecipante del gruppo placebo
si € ritirato per circostanze per-
sonali.

Caratteristiche dei partecipanti
La Tabella 2 mostra le caratte-
ristiche dei soggetti partecipanti
alla valutazione di base. Non ci
sono state differenze significative
tra i gruppi placebo e test per eta,
sesso, punteggio totale o cinque



punteggi indice di RBANS (Tabel-
la 3). C’era invece una differenza
significativa nei punteggi indice
dei subtest per il test “Picture na-
ming” tra i gruppi placebo e in-
tervento (Tabella 4). Al contrario,
non vi erano differenze significa-
tive nei punteggi POMS tra i due
gruppi (Tabella 5).

Effetto del latte fermentato

con L. helveticus

Il punteggio totale, i punteggi dei
cinque indici e dei 12 indici dei
sottotest di RBANS sono espressi
come media *= deviazione stan-
dard nelle Tabelle 3 e 4. 1l t-test
appaiato ¢& stato utilizzato per
valutare le differenze nei punteg-
i RBANS misurati prima e dopo
Iintervento, e il t-test di Student
¢ stato impiegato per confrontare
i punteggi RBANS tra il gruppo
placebo e il gruppo test. C’¢ stato
un miglioramento statisticamente
significativo nel punteggio totale,
nel punteggio di attenzione e nel
punteggio di memoria differita nel
gruppo test dopo otto settimane
(p =.002, p =.006 e p = .016, ri-
spettivamente). Nel gruppo place-
bo, non vi & stato alcun migliora-
mento significativo nel punteggio
totale o nei cinque punteggi indice
di RBANS. C’¢ stata una differenza
significativa nel punteggio di at-

Prima
dell'intervento
(baseline)

Tensione - ansia

Gruppo placebo 54,826.5

Gruppo test 56.9:0.5
Depressione - avvilimento

Gruppo placebo 58,5£5,2

Gruppo test 80, 78,0
Rabbia - aggressivitd

Gruppo placebo 56,8453

Gruppo test 5B 7+7.7
Vigore - attivita

Gruppo placebo 53.0+8.1

Gruppo test 53,7482
Stanchezza - indolenza

Gruppo placebo 56,5¢8.2

Gruppo test 56,9:8.6
Confusione - sconcerio

Gruppe placebo 624277

Gruppo test B2, 7286

| valori indicati indicano + DS - *p <.05

tenzione tra i gruppi placebo e test
dopo otto settimane (p = .028).
Tra i 12 subtest, il gruppo test ha
mostrato miglioramenti significa-
tivi nel punteggio di associazione
simboli-numeri e nel punteggio di
rievocazione di figsure (p = .009 e
p = .0004, rispettivamente), men-
tre il gruppo placebo ha migliora-
to significativamente i punteggi di
rievocazione di figure dopo otto
settimane (p = .002). C’¢ stata una
differenza significativa nel punteg-
gio di associazione simboli-nume-
ri tra i gruppi placebo e test dopo
otto settimane (p = .027).

I punteggi T del Profile of Mood
States, una misura degli stati d’a-
nimo soggettivi, sono stati espressi
come media = deviazione standard
nella Tabella 5 . Non ci sono state
differenze significative nei punteg-
gi T tra il gruppo placebo e il grup-
po test. Al contrario, il punteggio
dello stato confusionale & miglio-
rato significativamente nei gruppi
placebo e test dopo otto settimane
(p = .021 e p = .032, rispettiva-
mente). Non sono stati osservati
effetti collaterali come vertigini o
altri sintomi neurologici, gastroin-
testinali o cutanei né nel gruppo
placebo né nel gruppo di test.

Discussione
In questo lavoro sono stati studiati
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¢li effetti di una bevanda a base di
latte fermentato con L. helveticus
contenente lactononadecapeptide
sulla funzione cognitiva in adulti
sani di mezza eta. La funzione co-
gnitiva & stata valutata utilizzan-
do la versione giapponese del test
neuropsicologico RBANS prima e
dopo T'assunzione della bevanda
con latte fermentato con L. hel-
veticus (Yamashima et al., 2002).
Il test RBANS ¢ stato progettato
come un breve test per identifi-
care e caratterizzare la demenza
negli anziani. Poiché il test con-
siste in due diversi moduli, puo
essere ripetuto in occasioni sepa-
rate (Randolph et al., 1998) per
monitorare la progressione della
malattia o per valutare gli effetti
dell’intervento terapeutico. Il pun-
teggio totale pud essere utilizzato
per monitorare il deterioramento
o il miglioramento della funziona-
lita cognitiva, in quanto ¢ la mi-
sura piut stabile, ben convalidata
e generale sul test RBANS (Gary
2009). 1l punteggio totale, e pos-
sibilmente l'indice di attenzione,
sono stati proposti come punteg-
gi primari da considerare nel va-
lutare i cambiamenti nel tempo,
grazie alla buona attendibilita del
coefficiente test-retest (Strauss et
al., 2000).

Nel presente studio, il punteggio

Valore p prima Dopo lintervente  Valore P prima Valore p dopo
dell'intervento vs. dopo IMintervento
vs. gruppo placebo Iintervento ¥E. gruppo placebo
528 53,3264 A27 356
553:8,3 A57
829 57,7286,2 il 241
60,6285 TEd
499 57 2«7 2 J22 265
58 5280 565
889 53,6100 874 BO7
53.3+7 2 218
Ba4 56 24T 9 G603 272
58,8295 143
841 50,060 021" 953
60,3286 oa2*

Tabella 5.
Punteggi T
di POMS

5
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totale e il punteggio di memoria
differita sono significativamente
migliorati nel gruppo test dopo un
consumo di otto settimane della
bevanda a base di latte fermentato
con L. helveticus. Al contrario, non
vi & stato un miglioramento cosi
significativo nel gruppo placebo.
Anche il punteggio di attenzione e
il punteggio di associazione di sim-
boli a numeri sono notevolmente
migliorati nel gruppo test dopo I'as-
sunzione della bevanda a base di
L. helveticus per otto settimane. I
punteggi dell’attenzione e dell’asso-
ciazione simboli-numeri del grup-
po test erano significativamente
pit alti di quelli del gruppo placebo
dopo T'intervento. Il subtest di as-
sociazione di simboli-numeri viene
utilizzato per valutare I'attenzione
nel test RBANS e per valutare vari
stati nella scala di intelligenza per
adulti Wechsler - quarta edizione
(WAIS-IV) e nella scala di intel-
ligenza Wechsler per bambini -
quarta edizione (WISC-IV) (Gary
2009). Miglioramenti nel punteg-
gio di associazione simboli-numeri
potrebbero indicare miglioramenti
nella memoria di lavoro, abilita vi-
suo-motorie, capacita di apprendi-
mento e memoria a breve termine.
Il miglioramento del punteggio to-
tale, del punteggio di attenzione,
del punteggio di memoria differita
e del punteggio di associazione sim-
boli-numeri nel gruppo test indica
che la funzione cognitiva, come
l'attenzione e la memoria differi-
ta, potrebbero essere migliorate
dall’assunzione di una bevanda a
base di latte fermentato con L. hel-
veticus. Pertanto, il latte fermen-
tato con L. helveticus contenente
lactononadecapeptide potrebbe es-
sere efficace come alimento funzio-
nale per la prevenzione dei disturbi
neurodegenerativi, come il morbo
di Alzheimer, e per migliorare I'ap-
prendimento e la memoria.

Alcuni studi hanno suggerito che
l'umore ha impatto su diversi
processi cognitivi. L'emozione e
la cognizione sono strettamente
intrecciate e il complesso com-
portamento umano emerge dalle

9,
60 % natural 1 giugno 2019

interazioni dinamiche tra processi
multipli e reti cerebrali (Brosch et
al., 2013). T soggetti depressi che
hanno partecipato a un recente stu-
dio hanno dimostrato prestazioni
pii1 scarse nella memoria immedia-
ta e differita, nell’attenzione e nelle
abilita visuospaziali/visuocostrut-
tive nel test RBANS (Faust et al.,
2017). Pertanto, il metodo POMS
¢ stato utilizzato come valutazione
soggettiva per confermare la pre-
senza o I'assenza di differenze nello
stato psicologico dei partecipanti
tra il gruppo placebo e il gruppo di
test. Poiché non vi erano differenze
significative nei risultati POMS tra i
due gruppi prima e dopo l'interven-
to, lo stato psicologico dei parteci-
panti potrebbe non essere associa-
to a miglioramenti nella funzione
cognitiva derivanti dall’assunzione
di latte fermentato con L. helveti-
cus.

Ci sono molte limitazioni che do-
vrebbero essere osservate. Innanzi-
tutto, questo & stato uno studio con
follow-up durato otto settimane. B
necessario un futuro studio clinico
a lungo termine per stabilire me-
glio l'efficacia del latte fermentato
con L. helveticus contenente lacto-
nonadecapeptide nella prevenzio-
ne della disfunzione cognitiva. In
secondo luogo, ¢ stata valutata la
funzione cognitiva utilizzando solo
il test RBANS. Studi futuri dovreb-
bero confermare l'efficacia del latte
fermentato nella prevenzione della
disfunzione cognitiva utilizzando
altri test neuropsicologici, come
MMSE, DRS e WMS-III (Strauss et
al., 2006). In terzo luogo, la versio-
ne modificata del test RBANS uti-
lizzata per il test di screening non
¢ stata convalidata. Poiché il test di
screening modificato & stato utiliz-
zato solo per formare i partecipanti
e per valutare gli effetti di appren-
dimento tra i gruppi, si ritiene che
questo non possa aver influenzato i
risultati principali. In quarto luogo,
non & possibile escludere un effetto
apprendimento con il test RBANS.
Il punteggio del subtest di rievoca-
zione di figure & significativamente
aumentato nel gruppo placebo dopo

otto settimane. Poiché un effetto
apprendimento dovrebbe influen-
zare entrambi i gruppi allo stesso
modo, si prevede che un confronto
tra i gruppi elimini I'impatto di tale
effetto. Tuttavia, l'effetto apprendi-
mento ha reso difficile esaminare
le differenze nel punteggio totale
tra il gruppo placebo (un aumento
medio di 1,8 punti) e il gruppo test
(un aumento medio significativo di
3,9 punti).

Uno studio precedente ha mostrato
che il siero di latte acido in polvere
Calpis (200 e 2000 mg/kg) conte-
nente lactononadecapeptide (0,01
e 0,1 mg/kg) ha migliorato signifi-
cativamente il deterioramento co-
gnitivo indotto da scopolamina nei
topi (Ohsawa et al., 2015; 2017). 11
lactononadecapeptide (0,0001-1,0
mg/kg) ha anche ridotto la com-
promissione della memoria indot-
ta da scopolamina (Ohsawa et al.,
2017). 11 dosaggio efficace nei topi
suggerisce che il consumo di latte
fermentato con L. helveticus con-
tenente lactononadecapeptide (2,4
mg) potrebbe migliorare la funzio-
ne cognitiva in adulti sani di mezza
eta. I meccanismi mediante i quali
questo latte fermentato riduce la
compromissione della memoria
indotta da scopolamina nei topi e
migliora la funzione cognitiva in
adulti sani di mezza eta, dovrebbe
essere determinato in studi futuri.
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