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LAVORO ORIGINALE

Nutrizione e infiammazione: le basi di
un alterato rapporto tra rame e zinco
plasmatico nell’anziano

Summary

As the proportion of older individuals within the population is increas-
ing rapidly in Italy, there is substantial interest in biomarkers capable to
predict functional decline and mortality in elderly and to suggest poten-
tial preventive strategies. Among the different biomarkers that in these
years raised particular scientific interest in gerontological and geriatric
research, the plasma copper to zinc ratio seems particularly intriguing.
Indeed, high levels of this ratio seem to be strongly associated with mor-
tality in the oldest old and in patients affected by cardiovascular diseases
or cancer. It has been hypothesized that a chronic inflammatory status as
commonly found in elderly subjects, as well as deleterious changes in di-
etary habits might contribute to increase the values of this biomarker. In
this manuscript we followed-up for 3 years a population of elderly sub-
jects (n.302, age range 60-100) confirming that copper to zinc ratio is a
strong predictor of mortality in elderly. Its direct correlation with C re-
active protein and inverse correlation with dietary intake of zinc as well
as serum albumin suggest that nutritional and inflammatory factors syn-
ergically interact to explain the levels of this biomarker. Potential pre-
ventive intervention strategies on the basis of these results are discussed.

Riassunto

In considerazione dell’aumento proporzionale del numero di anziani nel-
la popolazione italiana, I'interesse verso biomarcatori in grado di predire
il declino funzionale e la mortalita nell’anziano, nonché di suggerire
eventuali strategie preventive, sta rapidamente aumentando. Tra i diversi
biomarcatori che hanno suscitato un recente interesse scientifico, il tra
rapporto rame e zinco plasmatico sembra particolarmente interessante.
Alti valori di questo rapporto sembrano, infatti, fortemente associati alla
mortalita nella popolazione molto anziana e in pazienti affetti da malat-
tie cardiovascolari e cancro. Si suppone che 'aumentare dello stato di in-
fiammazione cronico caratteristico del soggetto anziano e che cambia-
menti deleteri nelle abitudini alimentari possano contribuire a determi-
nare un aumento del valore di questo biomarcatore. In questo lavoro ab-
biamo seguito una popolazione (n. 302) di eta compresa tra i 60-100 an-
ni per circa 3 anni ed abbiamo confermato che all'interno di questo ran-
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Introduzione

Linvecchiamento demografico ¢
uno dei processi che desta mag-
giore preoccupazione nei paesi in-
dustrializzati non solo per le con-
seguenze che esso avra sulla strut-
tura e sulla composizione delle po-
polazioni interessate, ma anche e
soprattutto per le implicazioni di
natura sociale ed economica.

Questo fatto ha suscitato un rin-
novato interesse verso l'indivi-
duazione di biomarcatori in grado
di predire il declino funzionale ¢ la
mortalitd nell’anziano, nonché di
suggerire eventuali strategie in
grado di prevenire tale declino
funzionale (1). I biomarcatori cir-
colanti sono sicuramente quelli
che riscuotono il maggior interesse
perché possono essere determinati
a partire da un semplice prelievo
di sangue. Tra questi, quelli che
sembrano essere particolarmente
utili nel predire fenomeni di mor-
talita, fragilita o disabilita nell’an-
ziano sono generalmente associati
allo stato infiammatorio, quali

ge di eta il rapporto tra rame e zinco plasmatico si conferma quale fatto-
re predittivo di mortalita. La sua correlazione diretta con la proteina C
reattiva e le correlazioni inverse con l'assunzione giornaliera di zinco
dalla dieta e con I'albumina suggeriscono che una concomitanza di fat-

tori nutrizionali e inflammatori contribuiscono ad aumentare i livelli di
questo biomarcatore. Possibili strategie di intervento sulla base di questi
risultati sono argomento di discussione.

I'interleuchina-6 (IL-6), la protei-
na C reattiva (CRP) e la velocita
di eritro-sedimentazione (ESR),
allo stato nutrizionale, come ad
esempio I'albumina, o anche allo
stato ormonale, quali il Fattore di
crescita insulino-simile (IGF-1) e
il deidroepiandrosterone (DHEA)
(2-8). Recentemente, ¢ stato sug-
gerito che il rapporto tra rame e
zinco plasmatico possa essere uno
dei fattori maggiormente preditti-
vi di mortalita nel soggetto molto
anziano (9). Questo rapporto ¢
anche stato associato alla mortalita
in pazienti affetti da malattie car-
diovascolari (10, 11) e cancro (12,
13). Questi risultati non sono sor-
prendenti se si considera che la re-
golazione dell’'omeostasi del rame
e dello zinco ha importanti rica-
dute sulle funzioni immunitarie
(14-15) e gioca un ruolo centrale o
putativo nello sviluppo delle piu
importanti malattie associate all’e-
ta quali malattie cardiovascolari
(16-17), cancro (18), diabete di ti-
po 2 (19) e Alzheimer (20). Tutta-

via, non ¢& ancora chiaro se il valore

predittivo di questo biomarcatore
¢ limitato alla popolazione anziana
e quali sono le basi biologiche, fi-
siologiche o comportamentali che
determinano un innalzamento dei
livelli di Cu/Zn con conseguente
aumento del rischio di mortalita.
Con questo lavoro si ¢ cercato di
stabilire I'utilita del rapporto tra
rame e zinco plasmatico quale fat-
tore predittivo di mortalita nella
popolazione anziana (etd > 60 an-
ni) e si ¢ cercato di investigare le
basi biologiche, fisiologiche e
comportamentali alla base di un
innalzamento di questo rapporto.

Materiali e Metodi
Popolazione e follow-up

Il presente studio include n. 302
soggetti (144 maschi e 158 femmi-
ne) di eta compresa tra i 60 e 1 100
anni. Tutti 1 soggetti soddisfavano
come criterio di inclusione una vita
indipendente che non richiedeva
assistenza giornaliera o supporto di
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personale specializzato) e non as-
sumevano integratori alimentari.
Sono stati esclusi soggetti con dia-
bete, malattie autoimmuni, malat-
tie neurodegenrative, presenza di
patologia cardiovascolare grave o
instabile, infezioni delle vie urina-
rie o respiratorie, cancro, malattia
di Chron, acro dermatite enteroe-
patica, malattie renali e epatiche,
ulcerazioni gravi della pelle e dis-
turbi neuro-endocrini. La coorte
consisteva di soggetti residenti nel-
le marche tra la zona di Ancona,
Cingoli e Jesi. Tutti i partecipanti
vivevano in casa propria e non pre-
sentavano forme di demenza. Sono
stati esclusi dallo studio anche sog-
getti che facevano uso di anticon-
vulsivi, antidepressivi, antibiotici,
antimetaboliti e farmaci ipoglice-
mizzanti. A tutti i partecipanti ¢
stato somministrato un questiona-
rio per ottenere informazioni ri-
guardo la loro storia clinica,
'assunzione di farmaci e abitudini
personali quali fumo e assunzione
di alcool. I questionarii sono stati
verificati e controllati dai rispettivi
medici di famiglia. Lo studio ¢ sta-
to approvato dal Comitato Etico
del'INRCA e tutti i soggetti han-
no dato il loro consenso informato
allo studio. La coorte ¢ stata segui-
ta per 3 anni raccogliendo i dati di
mortalitd depositati al comune di
residenza. I certificati di morte so-
no stati esaminati per escludere
soggetti deceduti a causa di fatalita
non direttamente imputabili a pa-

tologie o invecchiamento.l cam-
pioni di sangue sono stati raccolti
dopo digiuno notturno e parte del
campione ¢ stata mandata al labo-
ratorio analisi del'INRCA per lo
screening dei parametri ematici e
biochimici di routine (ematocriti,
profilo lipidico, infiammatorio,
marcatori epatici, cardiaci e tumo-
rali). La proteina C reattiva ¢ stata
determinata utilizzando il kit Car-
dioPhase hsCRP (Dade Behring
Inc., USA). La sensibilita della de-
terminazione ¢ 0.01 mg/dl. II ran-
ge di normalita era di 0.03-10
mg/dl.

Stima dell’apporto di zinco con
la dieta

Lapporto nutrizionale di zinco ¢
stato valutato attraverso un que-
stionario semi-quantitativo co-
struito per meglio caratterizzare
I’apporto nutrizionale di zinco
nell’anziano (21). I dati dell’ap-
porto alimentare di zinco sono
stati ottenuti attraverso un que-
stionario di frequenza con 53
“items” rappresentativi delle mag-
giori categorie alimentari e con
particolare attenzione ai cibi ricchi
di zinco. Nel questionario veniva
indicato il consumo di ciascun
item (mai o meno di una volta al
mese, occasionale, frequente, gior-
naliero) e la quantita (nulla, poco,
medio, abbondante). Per ottenere
una variabile continua & stato asse-
gnato un punteggio da 1 a 4 per la

frequenza e da 0 a 3 per la quanti-
ta. I1 prodotto “frequenza x quan-
tita” & stato poi moltiplicato per il
contenuto di zinco di ciascun
“item” stimato dalle tabelle di
composizione degli alimenti Eu-
ropee e del’USDA al fine di otte-
nere una variabile continua
(AZD) in grado di stimare

I'apporto di zinco con la dieta.

Determinazione det livellr
plasmatici di rame e zinco

I Tivelli plasmatici di zinco e di ra-
me da cui ¢ stato poi calcolato il
rapporto Cu/Zn sono stati deter-
minati con un ICP-MS Thermo
X II Series (Thermo Electron
Corporation, Waltham, MA,
USA) segguendo la nota applicati-
va (AN_EO604) suggerita dal

fornitore con piccoli adattamenti

9).
Analisi statistica

Per chiarire la relazione tra Cu/Zn
e rischio di mortaita e per catego-
rizzare i soggetti all'interno di pre-
cisi valori soglia, & stata effettuata
un analisi mediante albero decisio-
nale. L'albero decisionale ¢ stato
sviluppato utilizzando quale algo-
ritmo il “Chi-squared Automatic
Interaction Detector” (CHAID).
Per sviluppare 'albero sono state
inserite le presenti regole di “stop”
minimo numero di casi per il nodo
“padre” = 80, minimo numero di
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casi per il nodo “figlio” = 10, alpha
= 0.05 per lo splittaggio del nodo e
I'unione delle categorie. I criteri di
convergenza per il CHAID sono
stati: Epsilon = 0.001 e 100 come
numero massimo di iterazioni pri-
ma di stoppare il processo.
L’analisi di sopravvivenza ¢ stata
effettuata mediante metodo di
Kaplan-Meier applicando Log-
Rank test per il confronto tra le
curve. L'analisi di regressione di
Cox ¢ stata anche effettuata per
confermare la permanenza dell’as-

sociazione con la mortalitd anche
in presenza di fattori confondenti.

Risultati

Lanalisi eseguita mediante albero
decisionale aveva lo scopo di iden-
tificare dei valori di soglia di
Cu/Zn plasmatico in grado di de-
terminare differenze significative
nella mortalita a 3 anni nella pre-
sente popolazione. Per questa ana-
lisi & stata quindi utilizzata la sola

variabile Cu/Zn ed ¢& stata forzata
la suddivisione in base al genere
(maschi o femmine) quale prima
variabile. Come illustrato in figura
1 il primo nodo, che ¢ stato forzato
suddivide la popolazione in base al
genere. Non ¢ stata osservata in
questo caso una differenza signifi-
cativa tra maschi e femmine per
quanto riguarda la mortalita, ma va
comunque precisato che questo
nodo ¢ stato forzato come impo-
stazione dell’albero decisionale.
Tuttavia, la variabile Cu/Zn defi-

Figura 2 - Analisi del rischio di mortalitd mediante albero decisionale sviluppato con algoritmo CHAID

Node O
Category % n
_———— N live 88,7 268
I ®live B dead 113 34
8 dead ) Total 1000 302
[ =
Gender
Adj. P-value=0,774, Chi-square=0,
083, df=1
Ma'm Females
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
B live 88,2 127 ¥ live 89,2 141
B dead 118 17 B dead 108 17
Total 47.7 144 Total 5§23 158
[ E .
Cu/Zn plasma CufZn plasma
Adj. P-value=0,031, Chi-square=14, Adj. P-value=0,000, Chi-square=36,
121, df=2 410, df=2
<=129 (1.29.[1,39] >188 <= 147 (1.4?.]2.20] )2[20
Node 3 Node 4 Node 5 Node 6 Node 7 Node 8
Category % n Category % n Category % n Category % n Category % n Category % n
" live 1000 38 o live 8786 78 " live 647 11 ¥ live 1000 50 " live 82,0 80 " live 524 1
W dead 00 0 W dead 124 11 W dead 353 6 W dead 00 0 W dead 80 7 W dead 478 10
Total 126 38 Total 205 89 Total 56 17 Total 166 50 Total 288 87 Total 70 21

51



VOLUME 13

52

nisce un ulteriore nodo sia nei ma-
schi che nelle femmine. In base a
questa suddivisione sono stati
identificati tre sottogruppi all’in-
terno dei maschi e delle femmine
caratterizzati ciascuno da valori di
Cu/Zn bassi, intermedi e alti. 11
primo sottogruppo, che presenta
valori di Cu/Zn <= 1.29 nei ma-
schi e <= 1.47 nelle femmine, ¢ ca-
ratterizzato da soggetti che sono
rimasti vivi nei successivi tre anni.
Nei sottogruppi con valore di
Cu/Zn intermedi & stato osservato
il 12.4% di mortalitd nei maschi e
I’8% nelle femmine. Infine, nel
sottogruppo con valori di Cu/Zn
> 1.88 nei maschi e > 2.20 nelle
femmine si ¢ registrato il 35.3% di
mortalitd nei maschi e il 47.6%
nelle femmine. Mantenendo que-
sta suddivisione all'interno di un’a-
nalisi di sopravvivenza effettuata
mediante Kaplan-Meier si confer-
ma che l'esistenza di una forte dif-
terenza nella sopravvivenza in base
al sottogruppo di appartenenza. Il
confronto tra le curve di sopravvi-
venza (Fig. 2) ¢, infatti, risultato
estremamente significativo (p <
0.0000001) con il Log Rank test.
La significativita permaneva anche
dopo analisi della sopravvivenza
utilizzando il modello di regressio-
ne di Cox e includendo l'eta e altri
fattori confondenti (BMI, fumo,
alcool, ipertensione, iperlipidemia,
presenza di una lieve patologia car-
diovascolare, uso di farmaci non
considerati come criterio di esclu-

Figura 2 - Analisi di sopravvivenza mediante Kaplan-Meier sui gruppi di sog-
getti identificati dall’albero decisionale sviluppato con algoritmo CHAID.
Basso Cu/Zn include i maschi con valori inferiori o uguali a 1,29 e le femmine
con valori inferiori o uguali a 1,47. Alto Cu/Zn include i maschi con valori su-
periori a 1,88 e le femmine con valori superiori a 2,20. Intermedio Cu/Zn in-
clude valori di Cu/Zn compresi tra 1,29 e 1,88 per i maschi e compresi tra

1,47 e 2,20 per le femmine
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sione) come covariate (dati non
mostrati). La tabella delle correla-
zioni (Tab. 1) effettuata sulle varia-
bili normalizzate in base alla tra-

sformazione logaritmica mostra
come il rapporto Cu/Zn sia inver-
samente proporzionale all’apporto

di zinco con la dieta (AZD) e al-

Tabella 1 - Fattori correlati con Cu/Zn e rispettivo coefficiente di Pearson

Ln(AZD) Ln(Albumin) Ln(CRP)
Pearson Correlation -0.176 -0.444 0.195
p 0.010 < 0.001 0.001

*Tutte le variabili sono state normalizzate mediante trasformazione logaritmica.
AZD = apporto di zinco con la dieta; CRP = proteina C reattiva
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I’albumina, mentre risulta diretta-
mente proporzionale alla proteina

C reattiva (CRP).

Discussione

Questo studio conferma 'impor-
tanza del biomarcatore Cu/Zn pla-
smatico quale “predittore” di mor-
talitd nella popolazione anziana. Il
valore predittivo di questo biomar-
catore sembra indipendente dal ge-
nere, sebbene 1 valori di soglia che
definiscono un aumento del rischio
di mortalita siano differenti tra
maschi e femmine. Questa diffe-
renza trova il suo razionale in una
differenza fisiologica, per cui, in
condizioni normali i valori di
Cu/Zn sono piu alti nelle femmine
rispetto ai maschi (9). Un aspetto
rilevante di questo lavoro ¢ che la
popolazione studiata comprendeva
anche soggetti “anziani giovani”
con un’etd inferiore ai 70 anni e
che i gruppi utilizzati per I'analisi
di sopravvivenza mediante Ka-
plan-Mejer sono stati scelti me-
diante un albero decisionale e non
attraverso una semplice suddivisio-
ne in percentili. Questa procedura
identifica gli individui che appar-
tengono a un determinato gruppo
o categoria di rischio sulla base di
un algoritmo,  per
I'identificazione delle categorie
“Cu/Zn basso”, “medio” e “alto” &
stata effettuata dal CHAID. Da

questa suddivisione emerge che va-

cui

lori di Cu/Zn superiori a 1,88 nei
maschi e 2,20 nelle femmine po-
trebbero definire importanti valori
soglia per individuare soggetti fra-
gili ad alto rischio di mortalita.
Questi dati sono in accordo con 1
risultati ottenuti precedentemente
su un gruppo di anziani di eta su-
periore ai 70 anni (9) dove pero la
suddivisione in gruppi veniva ef-
fettuata in base a percentili per di-
verse classi di etd. Lindividuazione
di valori “soglia” presentata per la
prima volta in questo manoscritto
apre la strada ad un possibile con-
testo clinico di questo biomarcato-
re. Inoltre, la presenza di una cor-
relazione tra Cu/Zn e alcuni fattori
nutrizionali (assunzione giornaliera
di zinco e albumina) e inflamma-
tori (proteina C reattiva) suggeri-
sce possibili strategie preventive
atte a ridurre l'incidenza di eventi
fatali prematuri nella popolazione
anziana. La presenza di deficit nu-
trizionali di zinco in una percen-
tuale di circa il 10-20% della popo-
lazione anziana ¢ gia stata dimo-
strata precedentemente (22). La
presenza di questo deficit sembra
quindi uno dei fattori che contri-
buisce all'innalzamento del valore
di Cu/Zn attraverso un abbassa-
mento della zinchemia plasmatica.
Limpatto della dieta e delle abitu-
dini alimentari & ulteriormente
rinforzato dalla correlazione tra
Cu/Zn e albumina. Infatti, una ri-
duzione dell’albumina plasmatica
costituisce di per sé un importante

fattore di rischio, nonché “predit-
tore” di mortalita nella popolazio-
ne anziana (23). Tuttavia, anche la
presenza di eventi che determina-
no 'aumento dello stato infiam-
matorio & strettamente correlata al
valore di Cu/Zn. Infatti, durante
un processo inflammatorio esisto-
no fenomeni di compensazione
che determinano sia un incremen-
to di rame plasmatico (11) e una
diminuzione della zinchemia (24).
In ogni caso, I'individuazione di un
rapporto tra rame e zinco superiore
ai valori soglia indicati da questo
lavoro suggerisce di effettuare sul
soggetto un'approfondita indagine
dello stato nutrizionale e infiam-
matorio. Qualora sia dimostrato
un deficit nutrizionale, sarebbe po-
tenzialmente possibile correggere
tale biomarcatore e eventualmente
ridurre 1l rischio di mortalita cor-
reggendo la dieta o attraverso una
supplementazione con zinco. Al
contrario, se non vengono riscon-
trati deficit nutrizionali ma ¢ pre-
sente una componente inflamma-
toria si dovrebbero approfondire le
indagini diagnostiche per indivi-
duare la presenza di eventuali pa-
tologie che hanno determinato
I'incremento dello stato infiamma-
torio e praticare una terapia ade-
guata. In ogni caso, uno screening
preliminare per testare i livelli di
questo biomarcatore potrebbe for-
nire un valido supporto per
'approccio clinico sul paziente an-
ziano. Ulteriori studi su differenti
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popolazioni sono tuttora in corso
per confermare la validita e la rile-
vanza clinica di questo biomarca-
tore, non solo come semplice “pre-

dittore” di mortalita, ma anche
quale importante fattore associato
alla fragilita nell’anziano.
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