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The influence of caffeine on the calcium transport through membrane has been
studied in recently isolated mitochondria from rat liver. Incubated respiring mitochon­
dria in 1.5 X 10-4 M Ca2+ Solutions, show a 2-3 minutes delay in the beginning of
calcium uptake in presence of caffeine, independently of the drug concentration
(5.1 X 10-s M or 2.5 X 10~4 M). At a higher concentration (5.1 X 10-4 M) Ca2+ influx
is completely inhibited at least during 5 minutes. Ruthenium red stops the influx reac-
tion acting in the same way as in absence of caffeine. A rapid Ca2+ eflux induced by
caffeine is observed in mitochondria with a high calcium contení (60-90 nmole/mg
protein) that stops when the initial level is reached (15 nmol/mg protein). An accum-
mulation of Ca2+ ions in the intracellular media is to be expected due to the presence
of caffeine, as it has an inhibition effect on the calcium uptake mechanism of mito­
chondria and induces the exit of Ca2+ ions even in a high external calcium concen­

tration (10-1M).

Se conoce con bastante certeza que la
concentración de iones Ca2+ en el interior
de las células juega un papel importante
en el control de su actividad metabólica
(1, 13) e influye en procesos de tanta im­
portancia como la secreción (15) o la con­
tracción y relajación de las fibras muscu­
lares (12). Recientemente se ha puesto de
manifiesto que la mitocondria puede jugar
un importante papel en todos los procesos
dependientes de la concentración de Ca2+
(10) mediante un mecanismo de acumula­
ción que implica consumo de energía 

vinculado a la respiración celular (3, 6) y
regulado por la presencia de otros iones
en muchos casos (5, 14). Por otro lado, se
ha demostrado que, en el hígado intacto,
el sistema acumulador de Ca2+ constitui­
do por las mitocondrias es reversible y
puede ser capaz de regular los aspectos
del metabolismo dependientes de la con­
centración de estos iones (19).

En relación con el proceso de contrac­
ción muscular se ha observado por varios
autores (8. 11. 17) un efecto de la cafeína
que se ha explicado principalmente por un 
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aumento en la concentración de calcio en
el medio intracelular inducido por la dro­
ga que afectaría principalmente al retículo
sarcoplásmico (9, 20). Sin embargo, el
papel que pueda desempeñar la mitocon-
dria en este tipo de fenómeno y la pertur­
bación debida a la cafeína no está acla­
rado.

En el presente trabajo se ha estudiado
el efecto de la cafeína en el transporte de
Ca2+ a través de la membrana mitocon-
drial. utilizando mitocondrias aisladas de
hígado de rata con el fin de obtener infor­
mación sobre el efecto de la droga tanto
en la toma como en la salida de calcio.

Material y métodos

Se han utilizado mitocondrias de híga­
do de rata aisladas y purificadas, siguien­
do el método de Carvalho Guerra con
algunas modificaciones (4).

Se han empleado ratas Wistar de ambos
sexos alojadas en criaderos en condicio­
nes naturales de iluminación y aire acon­
dicionado. Después de 18-24 horas de
permanecer en ayunas el animal se decapi­
tó extrayéndosele el hígado rápidamente,
para depositarlo en el medio aislante a
4o C que contenía: sacarosa 0,33 M,
EDTA (sal disódica), 0,025 mM, Tris-CIH
15 mM (pH — 7,4). El tejido cortado en
pequeños pedazos se homogeneizó en este
medio en un tubo de vidrio de pared grue­
sa con ayuda de un émbolo de teílón
unido a un homogeneizador Omnimixer.

Al material homogeneizado se le aña­
dió alúmina activada 0,5 g) con el fin
de adsorber el material lipídico que pu­
diera haber en el medio y se centrifugó
durante 10 minutos a 800 g.

Después de sedimentadas las mitocon­
drias se lavaron dos veces en sacarosa
0.33 M y se resuspendieron en el medio
de incubación: sacarosa 0.33 M. C1K
0.13 M. Tris-HCl 0,02 M (pH = 7). To­
das estas operaciones se llevaron a cabo
a 4 C.

Determinación de la proteína mitocon-
drial. Se determinó en todos los casos
por el método modificado de Biuret (1)
utilizando disoluciones de seroalbúmina
bovina cristalizada purísima (Armour Co.)
como estándar.

Realización de los experimentos. Par­
te de la mitocondria obtenida se diluye
hasta una concentración final perfecta­
mente medida próxima a 0,5 mg/ml de
proteína en el medio de incubación. A la
suspensión se le añade succinato potásico
(concentración final 0,002 M) y se incuba
a 25° ± 0,1 ° C en un termostato en con­
diciones aeróbicas y con agitación mode­
rada durante 10 minutos. A continuación
se añade a la muestra Cl,Ca concentrado
para que la concentración final sea 150 /zM
y se comienza a medir el tiempo.

Para los estudios cinéticos se extrajeron
alícuotas de 2 mi del medio a tiempos
medidos y se filtraron en una jeringuilla
descchable a través de filtros Millipore
(HAWP 01300) con un diámetro de poro
de 0,45 /zm, procediendo en cada caso a
un lavado rápido del filtro con dos volú­
menes de 2 mi de medio de incubación sin
calcio.

La mitocondria retenida en los filtros se
trató con 1 mi de ácido perclórico al 6 %
durante un mínimo de 2 horas y el Ca2+
extraído se determina por espectrofoto-
metría de absorción atómica (Unicam SP
1900).

En algunos experimentos, al cabo de
un tiempo determinado de incubación con
Ca2+ se añadió a la muestra cafeína con­
centrada para tener una concentración fi­
nal de 2,57 X 10-4 M. En otros casos, se
añadió además rojo de rutenio (Cíinai ==
0,12 /zM) o solamente este compuesto sin
cafeína, procediéndose después a sacar
alícuotas a tiempos medidos de la suspen­
sión de mitocondrias, como anterior­
mente.

Incubaciones en presencia de cafeína.
Parte de la mitocondria se prcincubó como 
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se ha indicado anteriormente en un medio
que contenía succinato potásico y se le
añadieron cantidades variables de cafeína
(purísima «para análisis», Merck), según
los casos, para obtener concentraciones en
el medio de 5,15 X 10~\ 2,57 X 10"1 y
5,15 X 10“'* M, respectivamente.

Una vez incorporada la cafeína al me­
dio se procedió a añadir como anterior­
mente los iones Ca2+ comenzándose a me­
dir el tiempo, y siguiendo la misma téc­
nica descrita. En ocasiones se añadió a
los 5 minutos de incubación rojo de rute-
nio, prosiguiéndose la incubación en estas
condiciones.

La centrífuga utilizada ha sido Beck-
man modelo LS-50, y para la determina­
ción de proteína se empleó un espectro-
fotómetro Pcrkin Elmer modelo 124.

Resultados

Entrada de Ca~+ en la mitocondria. Se
ha llevado a cabo una serie de experimen­
tos en ausencia de fósforo inorgánico en
los que para una concentración exterior

Fig. 1. Variación con el tiempo de incubación
del contenido en Ca2+ de mitocondrias de

hepatocitos.
Condiciones iniciales del experimento: 0,5 mg
de proteína mitocondrial/ml. 1,5X10“* M
Caq+, 2 X 10~2 M succinato potásico. Tempe­

ratura 25 ± 1 ° C,

Fig. 2. Variación con el tiempo del contenido
en Ca:+ de mitocondrias de hepatocitos incu­

badas en presencia de cafeína.
Concentraciones de cafeína: —5.1X10"” M.
-O- 2,5X10-’ M. -3- 5,1X10-’ M: La fle­
cha indica el momento en que se añadió rojo
de rutenio, c = I,2X1Ü“: M, en todos los ca­
sos. Resto de condiciones como en la figura 1.

inicial 150 uM de ion Ca2+ se determinó
la cantidad de calcio tomado en función
del tiempo de incubación, interrumpido
por filtración, de una alícuota de mitocon­
drias que contenía una cantidad medida
(0,7-1.2 mg) de proteína.

En todos los casos se determinó el con­
tenido en Ca2+ de las mitocondrias a tiem­
po cero, antes de añadir el calcio a la
disolución. Los valores obtenidos para
nueve determinaciones independientes, dan
un promedio de 15 nmoles con una des­
viación estándar <r = 6 nmoles, de Ca2+
por mg de proteína.

En la figura 1 se observa la variación
del contenido en Ca2+ con el tiempo que
alcanza un valor estable máximo de alre­
dedor de 80-100 nmol de Ca£+ por mg
de proteína que se mantiene prácticamen­
te constante entre 4 y 7 minutos obtenién­
dose valores menores después de los 12
minutos.

En los experimentos realizados en pre­
sencia de cafeína se observa un compor­
tamiento cinético distinto. En presencia
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Fig. 3. Variación con el tiempo del contenido
en Ca'+ de mitocondrias de hepatocitos incu­
badas en presencia de Ca'+ con adición de

distintos compuestos.
—rojo de rutenio (1,2X1Ü“T M), —3— rojo
de rutenio (1,2XÍO“: M) y cafeína (2,5X10"'
M), —O— cafeína (2,5X10"' M). La flecha in­
dica el momento de la adición. Resto de con­

diciones como en la figura 1.

de concentraciones de cafeína de 5,15 X
10~5 M y 2,57 X 10-’1 M existe un cierto
tiempo entre 2 y 3 minutos durante el
cual la mitocondria no toma cantidades
apreciables de iones Ca2+ observándose a
continuación un incremento notable del
calcio mitocondrial a los 3-4 minutos de
incubación. Si la concentración de cafeína
en la disolución de incubación es de
5.15 X 10~4 M no hay entrada de Ca2+
en la mitocondria incluso después de los
5 minutos (fig. 2).

Salida del Ccd+ de la. mitocondria. La
figura 3 muestra la pérdida de Ca2+ ex­
perimentada con el tiempo cuando al me­
dio de incubación se añadió cafeína hasta
una concentración de 2,57 X 10~‘ M. o
rojo de rutenio (c = 0.12 uM) además de
la cafeína. Se observa un comportamiento
prácticamente igual en los dos casos, con
un vaciado del Ca2+ mitocondrial que
vuelve a los valores iniciales de alrededor
de 14 nmolcs por mg de proteína en unos
2 minutos, fenómeno que no se observa
al añadir solamente el rojo de rutenio que 

mantiene durante 4 minutos después de su
adición cantidades de 50-60 nmoles de
Ca2+/mg de proteína.

En los experimentos en los que las mi­
tocondrias se incubaron con cafeína la
adición de rojo de rutenio a los 5 minu­
tos produce la salida rápida del Ca2+ del
interior de la mitocondria obteniéndose
valores iguales a los medidos antes de
iniciar la incubación, a los 2 ó 3 minutos
de añadir el rojo de rutenio (fig. 2).

Discusión

El contenido inicial en Ca2+ determina­
do en las mitocondrias aisladas en las
condiciones descritas muestra un valor
que coincide dentro de los errores expe­
rimentales con los obtenidos por otros
autores (3). Asimismo, los resultados ob­
tenidos para la toma de iones Ca2+
en ausencia de cafeína muestran que las
mitocondrias empleadas se encuentran en
condiciones de realizar la función acopla­
da a la respiración de acumular Ca2+ (3).

Resulta evidente que la presencia de
cafeína determina un comportamiento dis­
tinto de la mitocondria tanto en la toma
como en la liberación de Ca2+ al medio.
Sin embargo, existen claras diferencias en
el tipo de perturbación introducida en los
procesos. En el caso de la toma de Ca2+
del medio, el proceso de inhibición es
dependiente del tiempo y de la concen­
tración, mientras que en la salida se obser­
van resultados comparables a los descritos
por Crompton et al. (5) para la liberación
de Ca2+ inducida por iones Na+ en mito­
condria de corazón.

Este distinto comportamiento confirma
la sugerencia de Carafoli et al. (2) de
que el transporte de Ca2+ a través de la
membrana mitocondrial interna (7) es
un proceso que tiene lugar mediante dos
caminos independientes, uno de entrada,
inhibido específicamente por bajas con­
centraciones de La"+ y rojo de rutenio y
otro de salida, que no es afectado por
estos inhibidores.
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Efectivamente, la presencia de rojo de
rutenio no afecta a la salida del Ca2+, a
menos que exista además cafeína en el
medio, aunque está demostrado que de­
tiene o impide la toma en las concentra­
ciones aquí empleadas (8). Hay que seña­
lar que el vaciado del calcio de la mito-
condria no es completo y se detiene a
niveles muy semejantes en todos los casos
a los que tenía inicialmente la mitocon-
dria, lo que indica que este calcio está
más fuertemente unido y no participa en
los procesos de flujo.

Por otro lado, la presencia de cafeína
retrasa el flujo de Ca2+ hacia el interior
durante 2-3 minutos para las concentra­
ciones más pequeñas empleadas; esta in­
hibición puede ser independiente del tiem­
po o al menos superior a 5 minutos si la
concentración se hace 5,15 X 10-1 M.

Esto sugiere un efecto de la cafeína
sobre el sistema molecular receptor-trans­
portador que al menos a las concentra­
ciones más bajas estudiadas no depende
aparentemente de la concentración y pro­
duce una inhibición dependiente del tiem­
po, que probablemente se hace total al
aumentar la concentración de cafeína. El
hecho de que la adición de rojo de rute­
nio a las mitocondrias ya tratadas con
cafeína produzca una detención de la
toma de Ca2+ y permita como consecuen­
cia la liberación de los iones incorporados
antes de alcanzarse la saturación de la
mitocondria, indica que la acción de la
cafeína no es del mismo tipo que la del
rojo de rutenio.

Se ha demostrado que el rojo de rutenio
se une a una fracción proteica ligada a
la membrana (16, 18) que pudiera ser el
portador de Ca2+ o parte del mismo, inhi­
biendo así la entrada de estos iones (2).

Aunque la compresión del mecanismo
de acción de la cafeína requiere más in­
formación experimental, los resultados
aquí expuestos demuestran que in vitro
la presencia de esta droga tiende a aumen­
tar la concentración de Ca2+ intracelular,
incluso a concentraciones del orden de

1 X 10-1 M en Ca2+, favoreciendo su
paso desde la mitocondria cargada al me­
dio y retrasando o inhibiendo la acumula­
ción por toma del Ca2+ cuando la concen­
tración de estos iones en el medio sea
muy superior a la de reposo en el interior
de la célula (10-8-10~7 M) (19),
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Resumen

Se ha estudiado el efecto de la cafeína sobre
el flujo de Ca2+ a través de la membrana de
mitocondrias aisladas recientemente de hígado
de rata. Se observa un retraso de 2 a 3 minu­
tos en la iniciación de la toma de Ca:+ cuan­
do la incubación de las mitocondrias en aero-
biosis se hace con una concentración de Ca=+
inicial de 1,5 X 10-4 M y en presencia de ca­
feína 5,1 X10-5 ó 2,5X10~4 M. A 5,1 X10~4 M
se inhibe totalmente la entrada de calcio, al
menos durante 5 minutos. La adición de rojo
de rutenio detiene la toma de calcio actuando
del mismo modo que en ausencia de cafeína.

La presencia de cafeína en mitocondrias con
alto contenido de Ca2+ (60-90 nmoles/mg pro­
teína) provoca la liberación del mismo en poco
tiempo hasta los niveles iniciales (15 nmoles
por mg proteína mitocondrial). En general, el
efecto de la cafeína tiende a producir una
acumulación de Ca:+ en el medio intracelular,
actuando sobre las mitocondrias como inhibi­
dor del mecanismo de toma de Ca2+ del medio
y estimulando el de salida, incluso con con­
centraciones elevadas de calcio en el medio
(10-4 M).
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