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The influence of theophylline and theobromine on cellular respiration and on membrane
transport of calcium has been studied in isolated rat liver mitochondria, using oxygen and
Ca2+ selective electrodes.

A linear decrease in respiratory coefficients, in the total amount and rate of <extra»
oxygen consumption induced by ADP is observed with drug concentration. Theobromine
does not show any appreciable effect on these respiratory parameters, but this result is
similar to that observed with theophylline for the same concentration range.

Calcium uptake coupled to respiration is inhibited by both drugs depending on their
concentrations. Theobromine is more effective than theophylline. Calcium saturation of the
mitochondria takes place in all cases after 36 ± 2 s but only a 20 % of the maximum calcium
uptake observed in the absence of the drugs is determined in the presence of 15 mM
theophylline or only 1.8 mM theobromine.

Comparative studies show direct correlation between the pharmacological activities as
stimulants of caffeine, theophylline and theobromine and their behaviour as inhibitors of
calcium uptake coupled to respiration by mitochondria.
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La cafeina, la teofilina y la teobro
mina son tres derivados metilados de la
xantina, que tienen en comun varias ac-
ciones farmacologicas de interes tera-
peutico, aunque difieren entre si marca-
damente en la intensidad de las mis-
mas (15).

Los aspectos bioquimicos de las me-’
tilxantinas han sido ampliamente estu-
diados y se han propuesto varios meca-
nismos de accion encaminados a estu-
diar sus diversos efectos (10). Entre
ellos es de gran interes el que estos
compuestos pueden incrementar la con- 
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centracion de Ca2+ intracelular en algu-
nos tejidos (13).

Esta bien establecido que el Ca2+ es
un regulador clave de numerosos proce-
sos biologicos, contraction muscular
(9), acciones hormonales, etc., siendo
esto posible gracias al sistema celular
por el cual la concentration de Ca2+ en
el citosol se mantiene baja (14). Inme-
diatamente despues de entrar el Ca2+ en
la celula es bombeado al exterior o a
organelos intracelulares, como el reti-
culo sarcoplasmico y la mitocondria.

En el presente trabajo se ha hecho un
estudio comparativo de la action de la
teofilina y teobromina sobre la mitocon
dria de higado de rata (RLM), en rela
tion con su posible papel como regula-
dora del Ca2+ intracelular (6). Se ha
prestado atencion especial, tanto al
transporte de Ca2+ a traves de la mem-
brana mitocondrial, como a los cambios
inducidos en el consumo de oxigeno por
estos compuestos.

La election de la teobromina y teofi
lina se debe a que en los ultimos tiem-
pos se han puesto de manifiesto, ade-
mas de su action como estimulante,
efectos terapeuticos especificos como la
relajacion del musculo liso, —en el caso
de la teofilina—, entre otros (17). Por
otra parte, tanto la teofilina como la
teobromina son metabolites activos de
la cafeina y se encuentran en numerosas
especies estudiadas (3, 18).

Mediante los estudios mencionados se
pretende tambien obtener algun date
adicional sobre la relation entre estruc-
tura quimica y action farmacologica,
hasta ahora desconocida (15).

Material y metodos

Las mitocondrias de higado de rata se
aislaron y purificaron siguiendo el me-
todo de Carvalho-Guerra con aJgu-
nas modificaciones (4). Se utilizaron ra-
tas Wistar, machos y hembras, alojadas 

en criaderos en condiciones naturales de
iluminacion y aire acondicionado, man-
tenidas en ayunas entre dieciocho y
veinticuatro horas antes de ser sacrifica-
das por decapitation.

Determination de proteina mitocon
drial. Con el fin de cuantificar la con
centration de mitocondrias en las sus
pensions utilizadas, se determinaron
proteinas totales mediante el metodo
modificado de Biuret (1), utilizando di-
soluciones de sero-albumina cristalizada
(Armour) como patrones.

Experimentos con el electrodo de oxi
geno. El consumo de oxigeno por la
mitocondria se midio con un electrodo
de oxigeno tipo Clark (Yellow Spring) a
27 ± 1° C y con agitation constante.
Previamente la respuesta del electrodo
file calibrada utilizando ditionito segun
el metodo descrito por Carafoli y Se-
MENZA (2). El medio de reaction conte-
nia KC1 120 mM, Tris-HCl 5 mM, fos-
fato inorganico 2 mM y concentrations
variables de teofilina y teobromina.
Como sustrato energetico se empleo
succinato potasico 5 mM, con concen
trations medidas de mitocondria proxi-
mas a 2,5 mg/ml.

Una vez iniciada la respiration mito
condrial con succinato, se esperd a ob
tener un consumo constante de oxigeno
(un minuto) y se anadio un pulso de
ADP (concentration final 6 mM) para
inducir la respiration acelerada. Se re-
gistrd el potential hasta que las mito
condrias volvian a la respiration lenta.
Antes y despues de cada determination
se hicieron experimentos «blancos*
(concentration del compuesto igual a
cero) para comprobar las caracteristi-
cas respiratorias de la muestra mitocon
drial (6).

Experimentos con el electrodo de
Ca2+, Se empleo un electrodo selec
tive de Ca2+ (Radiometer F2112 de
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Ca2+), utilizando como electrodo de re
ferenda uno de calomelano (Radiometer
K 401), acoplado a un pHmetro (pHM-
61) con salida a un registrador Omni
scribe (Houston Instrument). Para el cali-
brado de los electrodos se utilizo el me
dio de reaccion con mitocondria no res-
pirante y en las mismas condiciones de
temperature (27 ± 1° C) y agitacion de
los experimentos. Una vez estabilizado
el potencial se anadieron diez pulsos de
1 ptl de CaCl2 0,1 M para calcular la
equivalencia entre la variation del po
tencial y la concentration de Ca2+ en el
medio (5).

Los experimentos se realizaron con
un medio de reaccion de KC1 120 mM,
Tris-HCl 20 mM y fosfato inorganic©
2 mM al cual se le anadid una canti-
dad medida de mitocondria para obtener
una concentration final aproximada de
1 mg/ml. Una vez estabilizado el poten
cial se aiiadio CaCL hasta una concen
tration 100 x 10-6 M, observando un au-
mento de dicho potencial y a continua
tion el succinato potasico observandose
una disminucion en el potencial que co-
rresponde a la captation de Ca2+ por
la mitocondria, volviendo a los valores
initiates al cabo de, aproximadamente,
90 s (experimentos «blancos») (2).

Estudios estadisticos. En todos los
casos se han realizado mas de cuatro
determinaciones de las magnitudes co-
rrespondientes, calculandose el error es-
tandar de los valores medios. Todas las
variaciones lineales se ajustaron a los
puntos experimentales por el metodo de
los minimos cuadrados.

Resultados

Estudio con teofilina

Caracteristicas respiratorias de la
muestra. En las mismas condiciones
del medio de reaccion, substreto energe

tic© y concentration de ADP se com-
probo que la mitocondria mantenia sus
caracteristicas respiratorias en ausencia
y en presencia de teofilina en el medio,

Fig. 1. Experimentos con el electrodo de oxigeno
para diferentes concentraciones de teofilina. -

a) Variacion de! coeficiente respiratorio, en incre-
mentos respecto del «blanco» ($5) y valores abso
lutes. m = —0,08; b = 3,5; r — 0,86. b) Variacion
del oxigeno consumido por mg de proteina en
incrementos respecto del «blanco» (%) y valores
absolutes, m = 3,6 nat O2/mg prot. b = 202 nat
O2/mg prot. r = 0,78. c) Variacion de la velocidad
de consumo de oxigeno, en incrementos respecto
del «blanco» y valores absolutos. m = 4,9 nat
02/min/mg prot. b = 213 nat O/min/mg prot.
r = 0,92. Experimentos «blancos»: n = 51. Expe
rimentos con teofilina: n 4. Cada punto repre-
senta el valor medio ± E.S. En los experimentos
no senalados Con trazos, el E. S. entra dentro del

diainetro del punto.
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hasta unas concentraciones de 1,5 x
IO*3 M (C.R. = 3,7 ± 0,2). A concentra
ciones mayores los coeficientes respira-
torios (C.R.) disminuyen de un modo
significative, alcanzandose valores que
son la mitad de los observados en au-
sencia de farmaco (fig. la).

Consumo de oxigeno. El consume
de oxigeno durante el ciclo respiratorio
inducido por ADP en funcion de la con
centration de teofilina, se muestra en la
figure, lb. Es evidente que existe un
efecto del compuesto sobre el consumo
total de oxigeno, que disminuye lineal-
mente para las concentraciones estudia-
das (0-25 x 10-3 M).

La velocidad del consumo de oxigeno
en funcion de las concentraciones de
teofilina tambien disminuye de forma
lineal, con la concentration del estimu-
lante (fig. lc).

Estudio comparattvo con
TEOBROMINA

Una comparacion de como se afecta
la respiration celular en presencia de
teofilina o teobromina se muestra en la
figura 2.

Se observa que, tanto los C.R. (figu
ra 2a) como el oxigeno consumido du
rante el ciclo respiratorio (fig. 2b) y la
velocidad de consumo de oxigeno (fig.
2c), tienen un comportamiento analogo
en presencia de ambos compuestos, al
menos, en el intervalo de concentracio
nes a las que se ha podido estudiar la
teobromina, dada su escasa solubilidad.

Para el oxigeno consumido, los valo
res obtenidos no muestran diferencias
significativas respecto del bianco. Estos
resultados no son concluyentes, puesto
que en el caso de la teofilina, para la
que existe evidencia de una disminucion
lineal de estas magnitudes al aumentar
la concentration, tampoco es observa
ble ningun cambio para las mismas.

TEOFILINA-O-TE06R0MINA-*- (Molar X Wj3)

Fig. 2. Experimentos con el electrode de oxigeno
para diferentes concentraciones de teofilina o

teobromina.
a) Variacion del coeficiente respiratorio en incre-
mentos respecto del «blanco» (%) y valores abso
lutes. b) Variacion de los nanoatomos de oxigeno
consumidos por miligramo de proteina en incre-
mento respecto del «blanco» (%) y valores absolu
tes. c) Variacion de la velocidad de consumo de
oxigeno en incrementos respecto del «blanco» (%)
y valores absolutos. Experimentos «blanco:
n = 26. Experimentos con teobromina: n a 4.

Cada punto representa el valor medio ± E. S.

Toma de calcio por la RLM

Paralelamente a los estudios con el
electrodo de oxigeno se ha llevado a
cabo una serie de experimentos con el
electrodo de Ca2+ para estudiar la in-
fluencia de estos compuestos sobre el
transporte de Ca2+ a traves de la mem-
brana mitocondrial.

Determination del valor mdximo de
calcio tornado por la mitocondria. La
figura 3a muestra la variacion de la
cantidad maxima de Ca2+ tornado en
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Fig. 3. Experimentos con el electrodo de calcio.
a) Variation del Ca2+ maximo tornado por la
mitocondria en funcion de las diferentes concen
traciones de teofilina. Experimentos «blancos»:
n = 71. Experimentos con teofilina: n = 5. b) Es
tudio comparative de la variation de Ca2+ ma
ximo tornado por la mitocondria en funcion de las
concentraciones de teofilina o teobromina. Expe
rimentos «blanco»: n = 44. Experimentos con teo
bromina: n = 5. Cada punto representa el valor

medio ± E. S.

presencia y ausencia de teofilina. Es-
tos valores disminuyen de forma prac-
ticamente exponencial para alcanzar,
cuando se utilizan concentraciones pro-
ximas a 15 X IO 3 M, un valor proximo a
10 nmol de Ca2+/mg de proteina.

En el caso de la teobromina (fig. 3b),
los valores de Ca2+ maximo tornado por
la mitocondria disminuyen lentamente a
medida que aumenta la concentracion
del compuesto en el medio hasta que, a
concentraciones entre 1 y 1,5 X103 M, 

cambia bruscamente de pendiente para
llegar, cuando la concentracion de teo
bromina es 2 x 10'3 M, a unos valores
que son aproximadamente del 25 % del
valor obtenido en los experimentos
«blancos» (muy proximo a 15 nmol de
Ca2+/mg de proteina).

Estudios cineticos. Toma de calcio:
se ha observado que, a bajas concentra
ciones de teofilina (fig. 4a), el tiempo
necesario para alcanzar la saturation de
calcio por la mitocondria permanece
constante y con un valor muy proximo a
los 36 s (valor medio de los blancos).
Sin embargo, alcanza valores proximos
a 60 s cuando las concentraciones del
compuesto estan cerca de la saturation.
. Un estudio comparative con la teo
bromina (fig. 4b) indica que, para las

Fig. 4. Experimentos con el electrodo de calcio.
a) Variation del tiempo que tarda la mitocondria
en saturarse de Ca2+ en funcion de las concentra
ciones de teofilina. b) Estudio comparative del
tiempo que tarda la mitocondria en saturarse de
Ca2+ en funcion de las concentraciones de tco-
filina y teobromina. Datos estadisticos como fi

gure 3.
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concentraciones en que esta se ha po-
dido estudiar (entre 0 y 2 mM), no se
observan variaciones significativas so-
bre el tiempo que tarda la mitocondria
en saturarse de Ca2+ por la presencia de
ambos farmacos.

Velocidad de toma de calcio: Dado el
caracter sigmoidal de la variation del
Ca2+ tornado por la mitocondria con el
tiempo, se ha tornado como indicador
de la cinetica global un valor medio de
la velocidad, definido por el cociente
entre el valor maximo de Ca2+ (nmo-
les/mg de proteina mitocondrial) y el
tiempo en segundos que se tarda en
alcanzar este maximo. La variation de
los valores de esta velocidad media, en
funcion de la concentration de teofilina,
muestran un comportamiento analog© a
los de Ca2+ maximo tornado por la mito
condria (fig. 3). Un estudio comparative
con la teobromina indica un comporta
miento mas activo de este compuesto
(fig. 3b).

Discusion

Los estudios del proceso respiratorio
mitocondrial descritos demuestran una
action inhibidora del mismo por la teofi
lina, que depende de la concentration.
Este resultado es semejante al obser-
vado con la cafeina (5) y parece indicar
una propiedad bastante generalizada de
las metilxantinas que, por su baja solu-
bilidad, no ha podido ser demostrada de
forma concluyente en el caso de la
teobromina.

Se observa una disminucidn en el
consumo de oxfgeno practicamente li
neal, con el aumento de concentration
de teofilina en el medio, y un comporta
miento semejante de la velocidad de
consumo de oxigeno por la mitocondria,
que llega a hacerse la mitad de la obser-
vada en ausencia de teofilina para una
concentration de 20 X 103 M.

Por lo que respecta al coeficiente res

piratorio (C.R.) es evidente un notable
efecto de la teofilina ya que, a concen
traciones de 10 x 10‘3 M, los valores de
C.R. disminuyen hasta en un 20 % res
pect© al valor determinado en los expe-
rimentos en ausencia del compuesto,
efecto no observado en la cafeina que
deja casi intacta la capacidad respirato-
ria de la mitocondria a concentraciones
mucho mayores (11).

Los resultados con teobromina no son
concluyentes debido a la baja solubili-
dad de este compuesto en agua, a la
temperature y condiciones experimenta
les del estudio (11). Sin embargo, el
estudio comparative con teofilina no ex-
cluye que el comportamiento pueda ser
igual que el de este compuesto, ya que
en el rango de concentraciones estudia-
das (entre 0 y 2 x 10*2 M), la desviacion
sobre el resultado observado para los
blancos es solo del 5 %, desviacion no
significativa como la que se observa con
teobromina.

La entrada de Ca2+ en la mitocondria,
en presencia de succinato, se ve afec-
tada notablemente por las dimetilxanti-
nas estudiadas, de forma semejante a la
observada en la cafeina (7). En el caso
de la teobromina, la captation de Ca2+
maxima disminuye mas de tres veces,
para concentraciones de 2 x 10-3 M res
pect© al tornado en su ausencia. Un
efecto semejante ha sido observado con
la teofilina, si bien para concentraciones
superiores a 15 x 10-3 M.

No existe una explication conclu
yente de la correlation entre la natura-
leza quimica de las metilxantinas y su
action inhibitoria de la toma de Ca2+
(8), que es mayor para la teobromina
que para la teofilina y esta es mayor que
para la cafeina.

Los estudios cineticos realizados indi
can que, a pesar de las grandes diferen-
cias observadas en -el valor del Ca2+
maximo captado por la mitocondria en
presencia de teofilina y teobromina, el
tiempo necesario para alcanzar este va
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lor no varia ni con la concentration ni
con la naturaleza del compuesto em-
pleado, permaneciendo muy proximo al
valor obtenido en los experimentos
bianco (36 s). Solamente hay que ex-
ceptuar los resultados obtenidos a con-
centraciones de teofilina superiores a
10 x 10’3 en las que parece que hay un
desplazamiento de este tiempo a valores
proximos a 60 s y que puede estar rela-
cionado con la perdida de capacidad
respiratoria (C.R. mas bajos).

Las velocidades de toma de Ca2+ si-
guen, como cabria esperar dada la cons-
tancia del tiempo en alcanzar el valor
maximo, un comportamiento paralelo al
de la captation de Ca2+. La teobromina
enlentece el proceso mas que la teofilina
y la intensidad del efecto varia con la
concentration. Esta inhibition de la
captation de Ca2+ por la mitocondria
debida a la presencia de derivados meti-
lados de xantina (12) parece estar rela-
cionada con el proceso respiratorio (5).
Por otro lado, no parece que estos com-
puestos puedan tener un efecto quelante
respecto al Ca2+ ni tampoco un efecto
ionoforo que perturbe el proceso (16).

De acuerdo con esto, la concentra
tion de Ca2+ extramitocondrial, equiva-
lente al citoplasmatico en las celulas
intactas, tendera a ser mayor en presen
cia de las mismas cantidades de teobro
mina y teofilina (por este orden) que en
su ausencia, fundamentalmente porque
la toma de Ca2+ por las mitocondrias
regida por el proceso respiratorio, esta
inhibida. Sin embargo, las notables dife-
rencias encontradas en las cantidades de
Ca2+ maximo tornado por las mitocon-
drias, en presencia de los compuestos
estudiados, no se corresponden univo-
camente con el consumo de oxigeno,
puesto que no . se ha observado un
efecto significativamente distinto sobre
la respiration mitocondrial de la teofi
lina y teobromina. Esto indica una ac
tion inhibidora mas eficaz sobre el sis-
tema portador de calcio al interior de la 

mitocondria en el caso de la 3,7-dime-
tilxantina (teobromina) que en el de su
isomero de position 1,3-dimetilxantina
(teofilina) y esta, a su vez, es mas activa
que la 1,3,7-trimetilxantina (cafeina) (8).

Estos resultados estan de acuerdo con
el hecho de que las acciones farmacolo-
gicas estimulantes son mas intensas en
la teofilina que en la cafeina (8) y, aun-
que la presencia de teobromina, dada su
poca solubilidad, no puede sobrepasar
cierto nivel de concentration, cabe es
perar, de acuerdo con los resultados
encontrados, efectos aun mas notables.

Resumen

Se estudia la influencia de la teofilina y de la
teobromina sobre la respiracion celular y el trans-
porte de calcio a traves de la membrana de mito
condria aislada de higado de rata, utilizando elec
trodes selectivos de oxigeno y Ca2+.

Los coeficientes respiratorios, el consumo de
oxigeno «extra» inducido por ADP y la velocidad
de dicho consumo descienden linealmente a me-
dida que aumenta la concentracion del compuesto.
La teobromina, a las concentraciones estudiadas,
no tiene un efecto apreciable sobre estos parame
tros de la respiracion, siendo los resultados seme-
jantes a los de teofilina en el mismo rango de
concentraciones.

La captacion de calcio acoplada a la respiracion
celular es inhibida por ambos compuestos depen-
diendo de su concentracion. La teobromina es
mas efectiva que la teofilina. La saturacion de
calcio por la mitocondria tiene lugar en todos los
casos a los 36 ± 2 s, pero en presencia de teofilina
15 mM y teobromina 1,8 mM el calcio maximo
captado solo es el 20 % del observado en ausencia
de dichos compuestos.

Los estudios comparatives de cafeina, teofilina
y teobromina muestran una correlaci6n directa
outre su actividad farmacologica y su comporta
miento como inhibidores de la toma de calcio
acoplada a la respiracion mitocondrial.
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