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Abstract Membrane Biophysical Interactions of Amlodipine Result in Antioxidant
Properties

Objective: To assess the potential benefits of the antioxidant activity of certain
pharmacological agents that may be beneficial in the treatment of cardiovascular
disease, including coronary heart disease and heart failure, by reducing irre-
versible cell injury due to oxyradical damage.

Methods: The antioxidant activities of representative calcium antagonists were
examined and correlated with the molecular membrane interactions of the com-
pounds, as measured by radioligand binding assays and high resolution differen-
tial scanning calorimetry.

Results: The results of these experiments show a direct relationship between the
antioxidant activities of the calcium antagonists and their affinity for the mem-
brane lipid bilayer, as well as their ability to modulate membrane thermodynamic
properties (amlodipine > verapamil >> diltiazem). The charged 1,4-dihydropyri-
dine calcium antagonist amlodipine had the highest affinity for the membrane
bilayer (Kp104) and produced the largest changes in membrane thermody-
namic properties, including a reduction in the thermal phase transition tempera-
ture (−11%), enthalpy (−14%) and cooperative unit size (−59%), relative to
control phosphatidylcholine liposomes.

Conclusions: These findings indicate that lipophilic calcium antagonists inhibit
lipid peroxidation in cellular membranes as a result of modulating physico-
chemical properties of the membrane lipid bilayer, independently of calcium
channel inhibition. The antioxidant activity of highly lipophilic calcium antago-
nists, such as amlodipine, may contribute to new cytoprotective mechanisms of
action in cardiovascular disease.

Résumé Objectif: Evaluer les bénéfices potentiels de l’effet antioxydant de certains
médicaments dans le traitement des maladies cardiovasculaires notamment les
atteintes des artères coronaires et l’insuffisance cardiaque, par la diminution des
lésions cellulaires irréversibles dues à l’atteinte oxydative.
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Méthodes: L’action antioxydante de certains inhibiteurs calciques a été étudiée
et corrélée aux effets moléculaires membranaires du composé. Celle-ci a été
mesurée à l’aide de tests de liaison utilisant des radioligands et par calorimétrie
à balayage différentiel à haute résolution.

Résultats: Les résultats de ces expériences montrent un lien direct entre les
actions antioxydantes des inhibiteurs calciques et leur affinité pour la double
couche lipidique de la membrane ainsi que leur capacité à moduler les propriétés
thermodynamiques de la membrane (amlodipine > vérapamil >> diltiazem).
L’amlodipine, inhibiteur calcique 1,4-dihydropyridine, a montré la plus forte
affinité membranaire (Kp104) et a entraîné les plus fortes modifications des
propriétés thermodynamiques de la membrane, notamment une réduction de la
température de transition de phase thermique (−11%), de l’enthalpie (−14%) et
du nombre de molécules passant simultanément la transition de phase (−59%),
par rapport au contrôle par liposomes phosphatidylcholines.

Conclusions: Ces données montrent que les inhibiteurs calciques lipophiles
inhibent la peroxydation lipidique dans les membranes cellulaires du fait de leurs
propriétés physico-chimiques de modulation de la double couche lipidique des
membranes, indépendamment de l’inhibition des canaux calciques. L’effet anti-
oxydant des inhibiteurs calciques fortement lipophiles tels que l’amlodipine,
pourrait contribuer à de nouveaux mécanismes cytoprotecteurs dans les maladies
cardiovasculaires.

Les lésions des membranes cellulaires induites
par les radicaux libres jouent un rôle important
dans la physiopathologie des lésions tissulaires
aiguës (atteintes ischémiques) et chroniques
(athérosclérose, insuffisance cardiaque). Dans le
myocarde lésé, l’augmentation des taux de com-
posés de superoxydes (O2.–) et de peroxyde d’hy-
drogène (H2O2) forment des radicaux hydroxyles
fortement réactifs (OH.) en présence d’éléments
métalliques tels que le fer. Ces radicaux libres
interagissent avec des acides gras phospho-
lipidiques polyinsaturés et des acides aminés oxy-
dables dans les membranes, entraînant ainsi une
augmentation de la perméabilité membranaire. La
rupture de l’équilibre ionique et du métabolisme
cellulaire qui en résulte entraîne une perte de
l’intégrité membranaire et une atteinte cellulaire
irréversible.[1-3] Les molécules telles que le pro-
bucol, qui inhibent la peroxydation lipidique, ont
montré un effet antiathérogène dans divers
modèles expérimentaux.[4-8] De plus, d’impor-
tantes études épidémiologiques ont montré des
baisses marquées de la morbimortalité associée

aux maladies coronariennes après augmentation
de l’apport d’antioxydants dans l’alimentation
(tableau I).[9-13]

Les inhibiteurs calciques constituent une classe
de médicaments très variée du point de vue
chimique et pharmacologique. Ils agissent en modu-
lant le flux transmembranaire de Ca2+ dans les cel-
lules contractiles vasculaires. Ces composés se
lient de façon fortement spécifique et réversible
aux canaux calciques voltage-dépendants dans le
sarcolemme de certaines cellules contractiles à des
concentrations nanomolaires.[14] Plusieurs études
ont pu montrer que ces agents, largement utilisés
dans le traitement de l’hypertension et de l’angor,
possèdent également des propriétés antioxydantes
dose-dépendantes dans diverses préparations
cellulaires.[15-17] L’inhibition de la peroxydation
lipidique par certains inhibiteurs calciques pourrait
contribuer aux mécanismes d’athéroprotection dans
la mesure où l’atteinte oxydative des membranes
et des lipoprotéines constitue une des premières
étapes du développement de l’athérome.[6,18-21] La
peroxydation lipidique contribue également aux
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mécanismes lésionnels cellulaires irréversibles
associés aux lésions tissulaires du myocarde.[22] En
se répartissant dans les compartiments hydro-
phobes des membranes cellulaires et des lipo-
protéines, les inhibiteurs calciques lipophiles peu-
vent piéger les radicaux libres par des mécanismes
de don d’électrons et de résonance des radicaux,
rompant ainsi la réaction en chaîne de peroxyda-
tion lipidique.[15-17]

Les trois classes d’inhibiteurs calciques qui
ont été largement étudiées sont les 1,4-dihydro-
pyridines, les phénylalkylamines et les benzo-
thiazépines, représentées respectivement par la
nifédipine, le vérapamil et le diltiazem. L’amlodi-
pine est un inhibiteur calcique dihydropyridine de
troisième génération à durée d’action intrinsèque-
ment longue du fait de son affinité relativement
élevée pour les compartiments lipophiles des
tissus.[23-26] Outre ses propriétés hémodyna-
miques, l’effet inhibiteur de l’amlodipine sur la
prolifération des cellules musculaires lisses après
une forte augmentation des taux de cholestérol et
stimulation mitogénique a pu être démontré.[27] De
plus, sur les cellules endothéliales, l’amlodipine
inhibe l’action toxique induite par les cytokines,
indépendamment de la modulation des canaux
calciques.[28] Lors de l’étude PRAISE (Prospective
Randomized Amlodipine Survival Evaluation)-1,
l’amlodipine, à l’inverse des autres inhibiteurs
calciques, a eu un effet favorable sur un sous-
groupe de patients présentant une cardiomyopathie
dilatée, processus pathologique caractérisé par une
apoptose étendue et un stress oxydatif.[22,29,30]

Parmi les patients traités par l’amlodipine, il y a eu
une réduction de 31% des événements fatals dans
le sous-groupe présentant une cardiomyopathie
dilatée non-ischémique. Le mécanisme à l’origine
de l’effet bénéfique de l’amlodipine chez ces pa-
tients ne serait pas lié spécifiquement aux effets
hémodynamiques de ce composé mais pourrait être
dû aux effets cellulaires directs et notamment à la
modulation de la production d’oxyde nitrique et à
l’inhibition du stress oxydatif.[28,31]

Afin d’étudier ces éventuels nouveaux méca-
nismes cytoprotecteurs de l’amlodipine, des ana-
lyses ont été réalisées sur des préparations
membranaires isolées enrichies en acides gras
polyinsaturés. Dans des conditions identiques,
l’action antioxydante de l’amlodipine a été
comparée à celle d’autres inhibiteurs calciques
(félodipine, nitrendipine, vérapamil et diltiazem)
ainsi qu’à un inhibiteur de l’enzyme de conversion,
le captopril. Les interactions membranaires physi-
cochimiques des inhibiteurs calciques de référence
ont été évaluées directement dans les doubles
couches lipidiques membranaires par calorimétrie
à balayage différentiel à haute résolution. Les
résultats de cette étude permettent de mieux com-
prendre les mécanismes de cytoprotection de
l’amlodipine, indépendants de son effet modu-
lateur sur les canaux calciques.[17]

Matériel et méthodes

Les composés dimyristoyl-phosphatidylcholine
(DMPC), 1 - palmitoyl - 2 - oléoyl-phosphatidyl-
choline (POPC) et dioléoyl-phosphatidylcholine

Tableau I. Etudes épidémiologiques sur la relation entre l’α-tocophérol (vitamine E) et les maladies coronariennes (d’après Stampfer et al.,[9]

Rimm et al.,[10] Enstrom et al.,[12] et Losonczy et al.[13])

Etude Population étudiée Observations

Nurses’ Health Study[9] 87 245 infirmières américaines Relation inverse entre les maladies coronariennes
et la prise d’α-tocophérol

Health Professionals’ Follow-up Study[10] 39 910 hommes américains,
professionnels de santé

Relation inverse entre la survenue d’événements
coronariens et la prise d’α-tocophérol

Etude NHANES 1[12] 11 349 hommes et femmes américains Relation inverse entre la mortalité
cardiovasculaire et la prise d’acide ascorbique
(vitamine C)

Losonczy et al.[13] 11 178 américains âgés Moins d’événements coronariens chez les sujets
sous α-tocophérol que chez ceux qui ne le
prennent pas

NHANES 1 = First National Health and Nutrition Examination Survey.
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(DOPC) ont été fournis par Avanti Polar Lipids,
Inc. (Alabaster, AL, Etats-Unis). Pfizer Central Re-
search (Groton, CT, Etats-Unis) a procuré
l’amlodipine bésylate. Le vérapamil et le diltiazem
ont été obtenus chez Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, Etats-Unis). Amersham (Amersham,
GB) a fourni le vérapamil, le diltiazem et
l’amlodipine marqués au tritium.

Activité antioxydante sur la membrane
microsomiale

Des membranes microsomiales hépatiques de
rats Sprague-Dawley (200 à 300g ; Charles River,
MA, Etats-Unis) ont été préparées par centri-
fugation différentielle selon la technique déjà
décrite.[15] Les effets de l’amlodipine, du
vérapamil et du diltiazem (20 à 200 µmol/L) sur la
peroxydation lipidique induite par les radicaux
libres dans les membranes microsomiales ont été
étudiés dans une solution tampon de KCl 120
mmol/L, saccharose 50 mmol/L et phosphate de
potassium 10 mmol/L, (pH 7,2). Les microsomes
hépatiques (0,3mg de protéine/ml) ont été
préalablement incubés avec chaque molécule pen-
dant 30 minutes à 37°C avant addition des com-
posés à radicaux libres. La peroxydation lipidique
a été initiée par addition de dihydroxyfumarate
(DHF) [0,83 mmol/L] et de Fe-ADP (0,025
mmol/L de FeCl3 chélaté à 0,25 mmol/L d’ADP).
La peroxydation lipidique a été mesurée en fonc-
tion du taux de formation de complexes d’acide
thiobarbiturique (TBA)-composé réactif comme
déjà décrit.[4,16] Afin d’éviter toute formation de
peroxyde non-spécifique, 0,01% d’hydroxytoluène
butylaté (BHT) a été ajouté au cours de l’étape de
chauffage à 80°C. A des concentrations ≤ 200
µmol/L, aucun des inhibiteurs calciques n’a eu
d’impact sur le test TBA-malonaldialdéhyde
(MDA).

Calorimétrie à balayage différentiel

La technique de calorimétrie à balayage
différentiel a été utilisée pour contrôler et analyser
le contenu des vésicules de DMPC multilamel-
laires préparées de la façon suivante. Le lipide

DMPC a été utilisé en raison de sa température de
transition (Tm) de phase thermique bien définie de
22,9°C. Pour la préparation des vésicules, des
quantités aliquotes de 100µl d’une solution de
DMPC 0,03 mol/L dans du chloroforme ont subi
une dessiccation par évaporation sous azote
jusqu’à obtention d’une couche mince et le solvant
résiduel a été éliminé sous vide. Le lipide ainsi
déshydraté a ensuite été réhydraté pendant 10 mi-
nutes à 50°C dans 100µl d’une solution tampon
(HEPES 0,5 mmol/L, NaCl 2,0 mmol/L, pH 7,3)
contenant diverses concentrations de diltiazem, de
nisoldipine ou de nifédipine, puis centrifugé pen-
dant 1 minute afin de former des vésicules multi-
lamellaires. Des quantités aliquotes de vésicules
(15µl) contenant 0,300mg de lipides ont été pla-
cées dans des coupelles de calorimètre à balayage,
fermées hermétiquement. L’essai a été réalisé avec
le calorimètre à balayage modèle DSC 2910 Dif-
ferential Scanning Calorimeter de TA Instruments
(New Castle, DE, Etats-Unis). Les données ont été
évaluées à l’aide du système d’analyse thermique,
Thermal Analyst 2000 de TA Instruments. Le
calorimètre a été étalonné pour les valeurs de
départ, le flux thermique et la température selon un
standard Indium de masse connue. La vitesse de
balayage a été de 2°C/minute, débutant à 6°C et
finissant à 29,5°. Une solution tampon de 15µl a
servi de référence.

Coefficient de distribution membranaire
du médicament

Le coefficient de distribution membranaire
(KP[mem]) correspond à la répartition (exprimée
en masse) du médicament dans la membrane par
rapport à la solution tampon à l’équilibre. Cette
valeur est l’expression de l’affinité ou du caractère
lipophile du médicament pour la double couche
lipidique membranaire. Les coefficients de distri-
bution à l’équilibre pour l’amlodipine, le véra-
pamil et le diltiazem radiomarqués ont été mesurés
dans les vésicules multilamellaires DOPC avec un
rapport molaire cholestérol/phospholipides de
0,3/1. Des quantités spécifiques de cholestérol et
de phospholipides ont été mélangées dans un tube
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à essai en verre puis centrifugées et portées à
dessiccation sous un flux d’azote jusqu’à obtention
d’une couche mince. Une solution tampon tris
(NaCl 150 mmol/L, Tris HCl 10 mmol/L, pH 7,0)
a été ajoutée de manière à obtenir une concentra-
tion lipidique de 2,0 mg/ml puis la solution a été
centrifugée à température ambiante (au-dessus de
la Tm de phase thermique) afin de créer des
vésicules multilamellaires. Les composés réactifs
contenant des analogues médicamenteux radio-
marqués (5,0 × 10–10 mol/L) avec ou sans DOPC
(20,0 mg/L) ont été incubés à température
ambiante pendant 30 minutes avant filtration. La
concentration finale en éthanol dans les mélanges
réactifs était inférieure à 0,001%. Une séparation
rapide entre fraction libre du médicament et frac-
tion liée à la membrane a été réalisée à l’aide de
techniques de filtration rapide.[14] Des analyses
statistiques ont été faites afin d’évaluer les
paramètres de liaison non-spécifique des dihydro-
pyridines à l’équilibre. Trois essais comportant
chacun 12 échantillons (n = 36) ont été réalisés
pour les expériences avec le [3H]diltiazem et le
[3H]vérapamil tandis que deux essais (n = 24) ont
été effectués avec l’amlodipine tritiée. Pour chaque
groupe d’expériences, les valeurs KP[mem] ont été
obtenues et la déviation standard de la moyenne a
été calculée.

Résultats

Activité antioxydante sur la membrane
microsomiale

Le taux de formation de peroxyde lipidique
microsomial a été d’environ 1,75 nmol d’équi-
valents MDA par minute lors de ces expériences.
Les effets antioxydants des inhibiteurs calciques
ont été exprimés sous forme d’un pourcentage
d’inhibition de la formation de MDA et ce, en com-

paraison avec les échantillons témoins (tableau II).
Les trois inhibiteurs calciques ont produit une in-
hibition de la peroxydation lipidique qui s’est
avérée être concentration-dépendante. Pour chaque
concentration testée, l’activité antioxydante a été,
dans l’ordre, la suivante : amlodipine > vérapamil
>> diltiazem. Les concentrations requises pour
inhiber 50% (CI50) de la formation de peroxyde
lipidique ont été estimées à 59 µmol/L (amlodi-
pine), 290 µmol/L (vérapamil) et ≥ 1000 µmol/L
(diltiazem).

Calorimétrie à balayage différentiel

L’amlodipine, le vérapamil et le diltiazem ont
modifié de manière dose-dépendante les proprié-
tés thermotropiques membranaires des double
couches membranaires de DMPC. La Tm de phase
gel-cristaux liquides des échantillons témoins a été
de 22,9°C, l’enthalpie de transition a été de 33,0
J/g et la valeur correspondant au nombre de
molécules passant simultanément la transition de
phase a été de 259. Par rapport aux échantillons
témoins, tous les médicaments ont modifié la Tm

des vésicules DMPC (–11% à –3%) et ont totale-
ment aboli la phase de prétransition quelqu’ait été
le rapport molaire médicament/lipides. Seule
l’amlodipine a modifié significativement l’enthal-
pie (∆H) associée à la Tm (–14%). Les baisses de
∆H sont dues à l’incapacité d’une partie des
molécules du système à participer à la transition de
phase thermique. Les trois inhibiteurs calciques
étudiés ont diminué le nombre de molécules pas-
sant simultanément la transition de phase ther-
mique à des niveaux allant de –59% à –19%.

Coefficients de distribution
médicament/membrane

Les valeurs KP[mem] à l’équilibre du diltiazem,
du vérapamil et de l’amlodipine ont été mesurées

Tableau II. Inhibition de la formation de malonaldialdéhyde (MDA) dans les microsomes hépatiques [les valeurs représentent la moyenne
± DS (n = 3 à 5)]

Concentration du médicament Amlodipine (% d’inhibition) Diltiazem (% d’inhibition) Vérapamil (% d’inhibition)

20 µmol/L 25 ± 4 5 ± 2 13 ± 2

60 µmol/L 49 ± 6 17 ± 3 27 ± 6

200 µmol/L 83 ± 7 28 ± 4 44 ± 8
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et comparées (tableau III).[14] Ces mesures ont été
réalisées sur des liposomes composés de choles-
térol et de DOPC avec un rapport molaire de 0,3/1,
rapport comparable à celui rencontré dans les
membranes des cellules plasmatiques des mam-
mifères. Les valeurs KP[mem] pour ces composés ont
été significativement différentes, allant de 600 ± 30
pour le diltiazem à 22 000 ± 700 pour l’amlodipine.
Ces mesures indiquent qu’à l’état d’équilibre, la
concentration en amlodipine dans la double couche
lipidique de la membrane est 104 fois plus im-
portante que celle qui se trouve dans la solution
tampon aqueuse environnante.

Discussion

Les résultats de cette étude montrent que les
inhibiteurs calciques considérés ici ont des effets
antioxydants membranaires différents (amlodipine
> vérapamil >> diltiazem) et qui seraient, au vu des
modifications des propriétés thermodynamiques
de la membrane induites par les médicaments,
attribuables aux modifications des propriétés
physicochimiques de la double couche lipidique
membranaire. De plus, les KP[mem] à l’équilibre
pour les inhibiteurs calciques étudiés ont varié de
102 (diltiazem) à 103 (vérapamil) et à 104 (amlodi-
pine).[13,14] A de telles concentrations, il est pos-
sible que les inhibiteurs calciques se combinent de
manière très efficace avec les radicaux libres rom-
pant ainsi la réaction en chaîne de la peroxydation
lipidique dans les préparations membranaires et
lipoprotéiques.[4,5,11] L’administration prolongée
d’un inhibiteur calcique serait susceptible d’en-
traîner son accumulation dans les membranes
cellulaires à des taux dépassant de plusieurs ordres
de grandeur les concentrations plasmatiques du
médicament.[13,14] Enfin, l’inhibition par les in-
hibiteurs calciques des atteintes oxydatives s’est
produite indépendamment de leur action sur le
flux des canaux calciques. Ceci a été confirmé

par la persistance de leur activité antioxydante
dans les membranes microsomiales hépatiques,
qui sont dépourvues de canaux calciques voltage-
dépendants.

La calorimétrie à balayage différentiel à haute
résolution a permis de mettre en évidence la
capacité des inhibiteurs calciques à modifier les
propriétés thermotropiques des couches lipidiques
des membranes et ce, en corrélation avec leur
activité antioxydante. Les effets les plus marqués
sur les propriétés thermodynamiques des couches
lipidiques membranaires ont été observés avec
l’amlodipine. Plus particulièrement, l’amlodipine
a diminué la température de la transition de phase
thermique, l’enthalpie de la transition de phase
thermique et le nombre de molécules passant
simultanément cette transition de phase thermique.
Ces résultats montrent que l’amlodipine modifie de
façon significative les liaisons intermoléculaires
entre phospholipides. A concentration égale, les
effets sur l’enthalpie du vérapamil et du diltiazem
n’ont pas été significatifs alors que les modifica-
tions de la Tm de phase thermique sont nettement
moins marquées que celles observées avec
l’amlodipine. Les différences d’effet thermo-
tropique membranaire de ces composés peuvent
être expliquées par leur affinité membranaire rela-
tive et sont comparables à celles observées avec
d’autres composés qui se concentrent spécifi-
quement dans la moitié supérieure de la chaîne
hydrocarbonée des couches lipidiques, jouxtant la
tête polaire des phospholipides.[17]

La capacité que possède l’amlodipine à moduler
les propriétés biophysiques et thermodynamiques
des membranes confirme les résultats d’études
antérieures utilisant la diffraction à angle étroit des
rayons-X.[24] Les résultats des analyses de diffrac-
tion des rayons-X sont conformes au modèle
moléculaire qui place la fonction aminée chargée
de l’amlodipine près des groupes de charge
opposée au sein du groupe principal de phospho-
lipides, alors que la partie hydrophobe de l’amlodi-
pine est enfouie dans la chaîne hydrocarbonée de
la membrane. Un tel modèle pourrait permettre de
prédire que la localisation du cycle chlorophényl

Tableau III. Coefficients de distribution membranaire des in-
hibiteurs calciques [les valeurs représentent la moyenne ± DS
(n = 12)] (données modifiées d’après Janis et al.[14])

Amlodipine Diltiazem Vérapamil

22 000 ± 700 600 ± 30 2700 ± 400

14 Mason et al.

  Adis International Limited. All rights reserved. Drugs 2000; 59 Spec. Issue 2



de l’amlodipine se trouve à proximité des liaisons
polyinsaturées des phospholipides membranaires,
cibles importantes pour la peroxydation. La fonc-
tion conjuguée du cycle phényl de l’amlodipine à
cet emplacement serait favorable au captage des
radicaux libres par des mécanismes de don
d’électrons et de résonance des radicaux. De plus,
l’insertion de l’amlodipine dans la couche
lipidique de la membrane entraînerait une modifi-
cation des liaisons des composés phospholipi-
diques, phénomène confirmé par les résultats
thermodynamiques. L’ensemble de ces données
vient étayer l’hypothèse selon laquelle les
activités antioxydantes des inhibiteurs calciques
en général, et de l’amlodipine en particulier,
pourraient avoir un lien direct avec les modifica-
tions fondamentales dans l’organisation et les
propriétés thermodynamiques des couches lipi-
diques membranaires.

Conclusion

Ces données mettent en évidence la capacité des
inhibiteurs calciques à inhiber la peroxydation
lipidique de la membrane de manière dose-
dépendante et indépendamment de leur impact sur
les canaux calciques. Le mécanisme de cette
activité antiperoxydante lipidique des inhibiteurs
calciques est directement lié aux effets des
composés sur les propriétés physicochimiques de
la membrane, tels qu’ils ont été mesurés par
calorimétrie à balayage différentiel. L’amlodipine,
inhibiteur calcique 1,4-dihydropyridine a montré
les effets les plus marqués sur les propriétés ther-
modynamiques de la membrane en raison de son
action sur une région spécifique de la chaîne
hydrocarbonée de la membrane à des concentra-
tions relativement élevées (Kp>104). L’effet antioxy-
dant de l’amlodipine pourrait contribuer à ampli-
fier ses effets cliniques bénéfiques dans le
traitement des cardiomyopathies non-ischémiques
et l’athérosclérose.[17]
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