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Introduction Générale

L'intérét croissant pour les études biologiques des pyrazol-5-ones au cours de la derniére
décennie est une conséquence de leur large utilisation en tant que classe de composés
pharmaceutiquement importants. Parmi eux, Edaravone ou la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-
5-one, représente un exemple de I'un des médicaments les plus importants qui agit comme un
puissant agent cérébral neuroprotecteur qui piége facilement les espéces réactives de
I'oxygene et inhibe les réponses pro-inflammatoires aprés ischémie cérébrale dans le
traitement des patients au stade aigu d’infarctus.

Les dérivés de la pyrazol-5-one et de I’edravone ont déja été découverts comme
agents antitumoraux. Par exemple, les pyrazol-5-ones substituées par un thiadiazole ont été
identifiées comme une puissante inhibiteurs du kinase dans la régulation de I'anxiogenes qui
est cruciale pour la prolifération des cellules tumorales. Aussi, a également été découvert que
I'édaravone elle-méme renforce les effets antitumoraux du CPT-11 chez les souris ont un
cancer du cblon en augmentant I'apoptose 150 et réagit également avec un dérivé de la ptérine
pour produire une substance cytotoxique qui induit la génération intracellulaire d'espéces
réactives de I'oxygeéne et la mort cellulaire. Un nouveau dérivé de I'édaravone, la 4,4-dichloro-
1-(2,4-dichlorophényl)-3-méthylpyrazol-5-one, a été identifié comme un puissant bloqueur de
la télomérase humaine et est considéré comme une substance précieuse pour le traitement
médical du cancer et des maladies apparentées. Vue I’importance biologique et
pharmacologique de ces dérivés a base du 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one, la chimie
des edaravones a évoluée d’une manicre intensive dans les derniére années. En effet,
L'attention particuliére dans ce travail est centrée sur I’introduction des dérivés aryliques et la
création de ’entité azoique au sien des molécules qui comporte un dérive 3-méthyl-1-phényl-
2-pyrazolin-5-one (edaravone), afin d’étudier 1’évolution de I’activité biologique, notamment
I’activité antioxydante et 1’activité antibactérienne en fonction de la structure des dérivés
azoiques contenant le motif edaravone.

Dans son ensemble I’objective globale de ce travail s’articule sur deux axes :

1- Syntheése et caractérisation des dérivés de pyrazolone avec I’entité azoique et des
substituants différents.
2- Evaluation de ’activité antioxydante et antibactérienne des pyrazolones synthétisés.

Donc, ce travail comporte trois chapitres :

Chapitre. 1. Est consacré a une recherche bibliographique qui porte sur les dérivés

pyrazolones, leurs propriétés, leurs synthése, ainsi que leurs réactivité vis-a-vis les
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électrophiles. Le chapitre. |, présente également quelques applications des pyrazoles dans la
chimie et dans la biologie.

Chapitre. 1l. Présente un aper¢u générale sur 1’activité biologique, plus particulierement
I’activité antioxydante et D’activité antibactérienne avec des exemples récents sur les

propriétés biologiques et pharmacologiques des dérivées pyrazoloniques.

Chapitre. 1l. La synthése organique de I’edaravone et les dérivés pyrazolones, les testes
biologiques de I’activité antioxydante et 1’activité antibactérienne sont donnés dans ce

chapitre avec les discutions des résultats.
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Chapitre 1. Pyrazolones : Propriétés, Synthése, Réactivité et Application

I. 1. Introduction

Les pyrazolones sont définies comme des dérivés oxo d’hétérocycles a cinq chainons
contenant deux atomes d’azote adjacents. lls contiennent deux doubles liaisons dans le
noyau, conférant un caractere aromatique a ces molécules [1]. La chimie des pyrazolones a
commencé en 1883 lorsque Ludwing Knorr a fait réagir pour la premiere fois le phényl
hydrazine avec un ester acétoacétique [2]. Lorsque les pyrazolonnes ont été découvertes
comme composants de couplage pour les colorants azoiques a la fin des années 1800 [3], ils
ont rapidement pris de I’importance. Les pyrazolones sont économiquement important
précurseurs de nombreux colorants et produits pharmaceutiques. La figure 1. 1 montre
quelques structures de pyrazolone qui sont classées comme suit : 3-pyrazolin-5-one (1); 2-
pyrazolin-5-one (2) et 4-pyrazolone également appelée 2-pyrazolin-4-one (3). Dans chaque
classe de pyrazolone il existe au moins deux formes tautomeres possibles.

0 0

N N
N N N

1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one 2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one 1,5-dihydro-4H-pyrazol-4-one

1) ) @)
Figure. I. 1.1. Structures possibles des pyrazolones
La figure. 1. 2. Donne quelques produits pharmaceutiques a base de pyrazolone utilisés
comme analgésique, antispasmodique et antipyrétique. En outre, la figure. I. 3. Montre aussi

des colorants et pigments contiennent le motif pyrazolone.

o N/ H3C, /CH3
o I\ J o\
N OH\Q/\N "
» Y 7O
\ ° !

Ampyrone Métamizole Phénazole

Figure. 1.1. 2. Quelques produits pharmaceutiques a base de pyrazolone
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HO
__N
\N
—ph
N\N N
CHs,
HO
AN
N 7 / N
\
N
/ CHs

Ph
Figure. I. 1. 3. Colorant a base de pyrazolone (Pyrazolone orange (PO13)

La plupart des pyrazolones sont des solides de couleur caractéristique avec des points
de fusion qui dépasse 100 °C et diminuent en présence des substituants en (N-1). Les
pyrazolones simples de faible poids moléculaire sont solubles dans I'eau chaude, alors que les
dérivés pyrazolones ont un poids moléculaire élevé sont solubles dans la plupart des solvants
organiques. La liaison hydrogeéne a forte influence sur la forme tautomérique prédominante.
Les pyrazolones possedent a la fois un caractére basique et acide, le caractere faiblement
acide en genéral prédomine, ils peuvent donc étre titrés avec des bases fortes. Cependant,
certaines pyrazolones peuvent également étre titrés a I'acide perchlorique dans l'acide acétique
glacial. La plupart des pyrazolones sont facilement solubles dans les solutions alcalines.

1.2. Formes tautomériques des pyrazolones

La tautomérie des composés pyrazolonique présente un défit important pour les
chimistes organiciens en raison de son importance dans les systemes biologiques, la réactivité
chimique et la reconnaissance moléculaire. Pour cette raison, il a été largement étudié au
cours des derniéres décennies. En particulier, le probléme de la tautomérie des pyrazolinones
a fait I'objet d'un grand nombre d'études.

I. 3. Dérives 3-Pyrazol-5-ones substitué :

Dans cette classe de composés, il existe trois principales catégories de tautomeres,
forme énol (OH (4)), forme cétohydrazone (CH (5)) et forme cétohydrazine (NH (6)). Bien
que des travaux considérables ont été rapportés sur ces composés, beaucoup d’entre eux
étaient, ou semblaient étre, contradictoires. Récemment, le modéle complexe de la tautomérie

qui se produit dans cette série devient claire [4].
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OH H Y,
Y. o O

__ . Vi
( )

NN N PN
N R “ N/ \R X N R
Forme énol (4) Forme cétohydrazone (5) Forme cétohydrazine (6)

Figure. I. 3. 1. Formes tautomeres des pyrazolones

Dés 1895, Knorr comprit que trois types de dérivés pouvaient étre formés
correspondant aux trois structures tautomeéres ci-dessus [5]. D'autres chercheurs ont attribué
un oxo structure de ces composés sur la base de expériences chimiques [6], tandis que
d'autres encore discuté de la tautomérie sans parvenir a des conclusions définitives [7].

Katritzky [8], Elguero [9], et Dorn [10] ont mené des enquétes approfondies sur la
tautomérie de diverses pyrazolones par spectroscopie UV-visible, IR et RMN et mesure des
valeurs de pK, il a été montré que pour les 1,3-disubstituées-5-pyrazolones en solution
aqueuse la forme (NH) est en équilibre avec la forme (OH). Tandis que, dans les solvants tels
que le tétrachlorure de carbone ou le cyclohexane la forme (CH) prédomine. Les pyrazol-5-
ones non substituées existent exclusivement sous forme (OH) dans le diméthylsulfoxyde. Les
groupes électrons donneurs en C-3 déplacent I'équilibre vers la forme CH.

Evans et al [11] ont mené des enquétes similaires et sont parvenus a des conclusions
similaires, les plus étant important: la RMN *H est un outil exceptionnel pour identifier et
quantifier les tautomeéres (CH), mais il est incapable de différencier les (OH) et (NH). D'autres
méthodes sont nécessaires, pas seulement d'autres spectroscopies mais aussi mesure des
équilibres acido-basiques, pKa. Le prédominant tautomeére (et dans une vue plus quantitative,
les constantes d'équilibre) dépendent fortement du solvant et bien que moins, également sur la
concentration et la température. Depuis différentes meéthodes utilisent des solvants et des
concentrations différentes (la RMN est une technique relativement insensible et utilise des
solutions concentrées) il faut étre prudent lors de la comparaison des résultats obtenus par
différents méthodes.

Des études de la chimie quantique sur la tautomérie de la 1-méthylpyrazolin-5-one ont
été menées a I’aide du HF / 6-31G * (théorie de Hartree-Fock utilisant un ensemble de base de
taille moyenne) montrent que I'ordre de la stabilité est: (CH> NH> OH). Aussi, I’étude de la

théorie fonctionnelle de la densité (DFT); a montré que le tautomere (CH) a la plus faible
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énergie a I'état fondamental parmi les trois tautomeres des pyrazoline-5-ones 1-substituées
possibles [11], [12a].

Les RMN C et N ont été utilisées pour étudier la tautomérie du 1-méthyl-3-
phényl-5-pyrazolone dans CDCls, le seul tautomere observé était la structure (CH). Dans le
DMSO, le tautomere mineur est la structure (CH) et le principal un mélange de structure (OH)
et (NH) en équilibre. Ainsi, les contributions globales a ces structures a 303 K en solution
DMSO sont (CH: OH: NH = 20:47:33%) [14].

Autres techniques ont été utilisées comme la spectroscopie DRX ou la RMN **C pour
explorer que seuls les tautomeres aromatiques (5 et 6) ont été détectés dans le cas du
1-phényl-3-méthyl, 1-p-bromophényl-3-méthyl et 1- (2-pyridyl) -3-méthyle [15]. Ce
comportement semble étre général pour les pyrazolin-5-ones 1-aryl-substituées. Une approche
similaire a été utilisé par Kleinpeter et Koch [16] pour le cas de la 1-phényl-3-
méthylpyrazolin-5-one mais en utilisant uniquement *C RMN avec calculs GIAO / HF 6-
31G **. lls ont conclu qu'il y a un mélange de tautomeres (OH) et (NH), le tautomere (OH)
étant le plus peuplé.

- Biquard et Grammaticakis [17] ont rapporté que les spectres ultraviolets du 3-méthyl-
et 3,4-diméthyl-1-phénylpyrazol-5-one étaient intermédiaires entre ceux des dérivés méthylés
du (CH) (7, R = R1 = Me) et (NH) (8, R = Mg, R1 = H ou Me) des composés, concluant que
les composeés existent sous forme de mélanges de ces formes tautomeéres. Cependant, ils n'ont

pas considéré l'apparition possible d'une forme (OH).

Ry
(7) )
Figure. I. 3. 2. Formes tautomeres imine —énamine

Les spectres présentés par de nombreuses pyrazolones ont été étudiés de maniere
intensive par Gagnon et son collégue de travail. Ces auteurs ont établi un lien entre la
position de la double liaison dans le cycle pyrazolone, la longueur d'onde et l'intensité de
I'absorption. Il a été constaté qu'un maximum d'intensité élevée a courte longueur d'onde
correspond a une double liaison entre les deux atomes de carbone 3 et 4, tandis que le

maximum de faible intensité a grande longueur d'onde indiquait une liaison unique entre ces
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deux atomes de carbone. On a montré qu'un composé peut donner deux formes tautomeres au
maximum [18]. Les spectres infrarouges des composes cristallins ont été étudiés par plusieurs
chercheurs. Carpino [19] a constaté que les pyrazol-5-ones 4,4-disubstituées présentent une
bande d'absorption dans la région (1780-1710 cm™) du spectre, mais les composés non
substitués que les composes monosubstitués en position 4 n'‘ont pas montré cette bande
d'absorption, c'est-a-dire, les deux derniers types de composes doivent exister sous forme
(NH) ou (OH).

Les spectres infrarouges de plusieurs pyrazolones ont a été interprétée sur la base de la
formulation par un groupe allemand [20] , mais cette formulation a été questionné [19 ,21]
Affiner [22] a conclu des études spectrales infrarouges qu'une série de |, 3-disubstitué les
pyrazol-5-ones existent sous la forme (OH) (R = Me ou aryle) a I'état cristallin, et il était plus
loin ont conclu a partir des données de pKa que des quantités approximativement égales des
formes (NH) et (OH) existent dans solution aqueuse. D'autres chercheurs ont discuté de
I'acidité et de la basicité de la pyrazolone avec référence a sa forme tautomérique [23].

Janssen [21] a constaté que la I-phényl-3-méthylpyrazol-5-one présentait des bandes
d'absorption infrarouge & 1705 et 1625 cm” en solution de chloroforme, démontrant son
existence au moins une partie sous forme (CH); en plus de ces bandes, une autre bande est
observée a 3610 cm™ dans l'acétonitrile, conduisant & la suggestion qu‘'un mélange de formes
(CH) et (OH) existe dans ce dernier solvant. Le spectre de composé solide a été considéré
comme étant en accord avec la forme (NH) ou (OH), fortement hydrogéne lié [21]. Un groupe
allemand [24] a également étudié les spectres infrarouges de ce composé et de dérivé 4-méthyl
a conclu que les composes existent sous forme (CH) en solution chloroformique et en la
forme (OH) a I'état solide. 1l a été démontré que la 1- (2,4-dinitrophényl) -3-phénylpyrazol-5-
one existe sous forme (CH) dans une solution chloroformique utilisant la RMN et la

spectroscopie infrarouge [25].

N N N
S CH
NN Ph\>/j/CH3 Ph}i 3
HO @) Br © Br
11 12 13

Figure. I. 3. 3. Formes tautomeres imine- iminium
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Les spectres ultraviolets des I-phénylpyrazol-5-ones, en particulier les dérivés bromo,
étaient étudiée par Westoo [26a]. Il a conclu que les monocations étaient généralement de
structure 11, mais le monocation de la bromoantipyrine était en équilibre avec 12 dans
certaines circonstances. Le spectre de la 4-bromo-3-méthyl-1-phénylpyrazol-5-one
correspond a celui de son dérivé 4-méthyl dans le chloroforme, suggérant qu'il existe en tant
que 13 dans ce solvant, mais le spectre dans I'éthanol est fortement modifié, indiquant qu'une
autre forme prédomine dans ce dernier solvant.

Lorsque le substituant en position 4 est capable de se conjuguer avec les doubles
liaisons du cycle, il peut participer a la tautomérie; cela se produit avec les groupes azo,
carbonyle (aldéhydes et cétones) et ester. Pour les colorants avec 4-arylazopyrazolones, la
structure azoique 16 doit étre attendue d'un point de vue [26b], Une approche alternative en ce
qui concerne une tautomérie possible nécessite non seulement deux formes tautomeres 14-17
a considérer pour I'équilibre. Il a maintenant été définitivement établi que [27,28] le colorant
existe sous forme de tautomere hydrazone 15 avec liaison d’hydrogene intramoléculaire entre
les groupes (CO) et (NH). Les spectres infrarouges des 4-arylazopyrazolones ont été

successivement interprétés pour soutenir des structures 14 [29 a,b] 14 ou 15 [29c] et 16 [24].

F|>h lTh I'Th I|3h
/N O~~L
g ST [ KT N
\ R N=N/Ph ) HN
R N==N——"Ph R N=N—Ph L
R N=——N—~Ph
(14) (15) (16) @an

Figure. I. 3. 4. Formes tautomeres dans les pyrazolones azoiques

La structure de cette espéce a également attribué au tautomeére d'hydrazone 15 sur la
base des données RMN [30]. Les formes «hybrides» 14 et 17, cependant, ont été exclues il y a
de nombreuses années par la premiére étude RMN (dans le spectre RMN 'H de certains
dérivés arylazoiques du I-phényl-3-méthyl-5-pyrazolone, les signaux dus aux protons (CH) et
(NH) non impligués dans la liaison hydrogene étaient absents) [27a, b]. A partir de la valeur
du déplacement chimique du proton participant a la liaison hydrogéne NH / OH (6H = 13,5-
13,8 ppm [274, c]) et les variations du spectre RMN *H du composé lorsqu'il a subi une N- et
O-méthylation, il a été possible de conclure en outre que sur les deux formes tautomeres plus

traditionnelles 16 et 15, la forme céto 15 se produit en fait dans l'arylazodérivés de la 5-
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pyrazolone [27a,c ,d] ceci a été obtenue [27 €] par l'introduction d'un *°N en position p. Dans
les spectres RMN *H et *°N dans le chloroforme, il y avait un doublet qui a suggéré I'existence
d'un bonde “N-—'H faisant partie de la forme hydrazone 15. Les données RMN **C
concordent avec ces résultats. D'autre part, les structures cristallines de deux membres de
cette groupe ont été détermines a partir desquels il a été conclu que, a I'état solide, I'hydrazone
a été préférée [31a, b]. Des études théoriques ont également traité de la structure et de la
tautomérie d'arylazoprazolones [31c, d]. Les substituants en position 4, tels que l'acétyle
stabilisent la forme (OH) [32a] et cela a été confirmé en utilisant la RMN *3C par Alderete et
ses collaborateurs [32b]. Les dérivés de 4-acylpyrazol-5-one peuvent étre obtenus sous deux

formes cristallines le céto 18 (A) et I'énol 18 (B) du groupe acyle [7,33].

HO
18(B)

Figure. 1. 3. 5. Formes tautomeres céto-énol

Westoo a proposé que le composé (19) a une forme énol (C= O & 1670 cm™ et OH env.
2500 cm™) et d'autres preuves il a également discuté la tautomérie des composés de type (20)
et(21) [34, 35].

OH

HN
/ | i on
\
NC
CH,
CMe,
(19) (20) (21)

Figure. 1. 3. 6. Dérivés pyrazoloes sous forme énol
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I. 4. Méthodes de synthese des pyrazolones
I. 4. 1. Synthese de 1-aryl-3-methyl-5-pyrazolones

Industriellement, les 1-aryl-3-méthyl-5-pyrazolones 23 sont préparés par réaction entre
les arylhydrazines et des esters acétoacétiques (22) ou de l'acétoacétamide dans I’acide
acétique, 1’éthanol ou glycérol comme solvant [40, 41]. Cette préparation nécessite un
chauffage a reflux durant 2 a 6h.

@)
(0] O AI’NHNHZ
A N N
X  -H,0,-HX Ar N

Figure. I. 4. 1. Synthese de 1-aryl-3-méthyl-5-pyrazolones
I. 4. 2. Synthese Acides 1-aryl-5-pyrazolone-3-carboxyliques :
Outre l'ester acétoacetique et l'acétoacétamide, qui donne des méthyl pyrazolones, le
diéthyl oxalacétate est devenu important pour la production de l'acide carboxylique
correspondant de dérivés de pyrazolone (25) [44].

0
o) 0
ROY\/M\ 1) AINHNH,
oR \
o 2)hydrolyse HOOC \N/ A
24)

(25)
Figure. 1.4. 2. 1. Synthese de 1-aryl-5-pyrazolone-3-carboxyliques
Ces derniers composés pourraient également étre obtenus par couplage direct des sels
de diazonium avec esters d'acide acétylsuccinique (26). Les composés azoiques formés
comme intermédiaires se réarrangent avec clivage du groupe acyle pour donner les dérivés de

pyrazolone-3-carboxylate correspondants (27) [45].

0 0
o)
AI'Nz, Cl-
HO —_—
OH" N
OR RO,C™ \N/ Ar
0

(26) @7

Figure. I. 4. 2. 2. Synthese de pyrazolone-3-carboxylate
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I. 4. 3. Synthese des 3-aryl-1-méthyl-5-pyrazolones (isopyrazolones) :

Les isopyrazolones sont définies comme des composés dans lesquels les positions de
I'aryle et du méthyle des dérivés 1-aryl-3-méthyl-5-pyrazolones sont échangés. 1-méthyl-3-
phényl-5-pyrazolone (29), qui fond a 214 °C peut étre obtenu en chauffant I'éthyl-3-oxo-3-
phenylpropionate (28) avec méthylhydrazine [19].

o)
N A

PE OR — >N 'ph
28 29)

Figure. 1. 4. 3. Synthése des 3-aryl-1-méthyl-5-pyrazolones (isopyrazolones)
I. 4. 4. Synthese des 4-amino-1-aryl-3-méthyl-5-pyrazolones

Les arylméthylpyrazolones réagissent avec l'acide nitreux pour donner des composes
4-isonitroso, et avec l'acide nitrique pour donner des composés 4-nitro. Les deux types de
composés peuvent étre réduits par l'acide chlorhydrique d'étain, le zinc dans l'acide acétique
ou par hydrogénation catalytique pour donner le 4-aminopyrazolones. Le composé 4-amino
peut également étre produit par clivage réducteur de I'azocolorants dérivés de pyrazolones.
Les 4-aminopyrazolones ne sont pas stables que sous la forme de leurs sels. Les bases libres
sont trés sensibles a l'oxydation. Ainsi, par exemple, le 4-amino-1-phényl-3-méthyl-5-
pyrazolone réagit pour donner le colorant rouge de I'acide rubazonique (30).

Ph

\
N——N
)
(@)

N
[ S

N

(30)

Figure. I. 4. 4. Synthese des 4-amino-1-aryl-3-méthyl-5-pyrazolones
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I. 4. 5. Synthese 5-iminopyrazolones :

Comme l'ont montré les études spectroscopiques, ces composés sont en fait 5-
aminopyrazole. Néanmoins, ils sont principalement décrits dans la littérature comme des
composés imino dans analogie avec les pyrazolones. La 1-phényl-3-méthyl-5-
iminopyrazolone (32) se former lors du traitement de butadiénenitrile (31) avec

phenylhydrazine dans le méthanol et présence de I’acide chlorhydrique [46].

HN
___ PhNHNH,
H,C=—C—=C——C=N >
N
Ph/ \N/
@31 (32)

Figure I. 4. 5.1. Synthése 5-iminopyrazolones
Une autre méthode implique la réaction des chlorures de 5-chloropyrazolium avec de
I'ammoniaque ou des amines. Par exemple, la réaction de I'oxychlorure de phosphore avec
I'antipyrine donne le chlorure de 5-chloro-2,3-diméthyl-1-phénylpyrazolium. Ce dernier peut
étre converti en imino (32) par chauffage avec de Il'ammoniac ou des amines a des
températures modérées. En plus, a la haute température le clivage du groupe méthyle se

produit pour donner le composé imino (33) [47].

HN HN
Ph” \'\|‘ ph” N
32) 34)
Figure 1. 4. 5. 2. Synthése d’un imino pyrazolone
I. 4. 6. Synthese de 3,5-dioxypyrazolidines

La 1,2-diphényl-3,5-pyrazolidinedione est obtenue par condensation de maléate de
diéthyle avec phenylhydrazine en présence de 1’éthanolate de sodium. Le 4-Butyl-1,2-
diphényl-3,5-pyrazolidinedione (phénylbutazone) (35) [48] et 4-butyl-1- (4-hydroxyphényl) -
2-phényl-3,5-pyrazolidinedione (oxyphenbutazone) (36) appartient également aux dérivés

pyrazolidinediones.
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o) C4Hg
o) C4Hg

HO

Ph
(36)

(33)

Figure I. 4. 6. Synthese de dioxo pyrazolones
I. 5. Réactions des dérivés 1,3-disubstitué-5-pyrazolones)

Le caractére tautomérique des pyrazolones est également illustré par le mélange de
produits isolé aprés certaines réactions. Ainsi I'alkylation a normalement lieu en C4, mais a
I'occasion, elle est accompagnée d’O et N-alkylation. Des problémes similaires peuvent
survenir lors de l'acylation, qui est favorisée également en C4. De plus, les pyrazolones
réagissent avec les aldéhydes, cétones ou sels de diazonium en C4.

I. 5. 1. Réactions de condensation avec les aldéhydes

Comme tous les composés avec un groupe méthylene réactif, les pyrazolones
réagissent en C4 avec aldéhydes et cétones. Selon les conditions de réaction, la mono et la
bispyrazolones peuvent se former. Plusieurs chercheurs ont démontré que la condensation de
Knoevenagel du 3-méthyl-1- phényl-2-pyrazolin-5-one avec des aldéhydes aromatiques en
présence d'un catalyseur (diacétate d'éthyléenediammonium (EDDA)[49], oxyde de
magnésium (MgO)[50] , bromure de lithium[51], fluorure de potassium[52],ou triéthylamine
[53] ) a donné le 4-benzylidéne-3-méthyl-1- phényl-2-pyrazolin-5-one correspondant. En

outre, cette condensation peut étre effectuée efficacement sous irradiation micro-onde [54,55].

Ar
o) 0 e
N conditions (A_F)
ArCHO -
N A > N A
Ph — NN Ph/ ~N

Ar: C6H5, 4-CH3C6H4, 4-CH3OC6H4 ,4-BrC6H4, 4-C|C5H4, 4-N02C6H4

Figure I. 5. 1. Réactions de condensation avec les aldéhydes
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Conditions de la réaction
A: Utilisation de l'irradiation micro-ondes,
B: Utilisation d'oxyde de magnésium dans I'acétonitrile, temps = 3 h, reflux,
C: Utilisation de bromure de lithium, temps = 9 min, Irradiation micro-ondes,
D: Utilisation de fluorure de potassium sur alumine basique dans le méthanol, T = 60-70 °C,
E: Utilisation de triéthylamine dans I'éthanol, chauffage,
F: Utilisation de diacétate d'éthylenediammonium (EDDA), reflux.
I. 5. 2. Réactions avec les amides
Comme indiqué dans la Figure. I. 5. 2. Le 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one (se

condense avec divers amides (formamide , acétamide) a température élevée pour donner.

220°C
N T N
Figure I. 5. 2. Réactions avec les amides

I. 5. 3. Réactions d’alkylation des pyrazolones

Les pyrazolones peuvent également étre alkylés en C-4 (C-alkylation), en N-2 (N-
alkylation) et en O (O-alkylation), selon le substrat, 1’agent d'alkylation et les conditions de
réaction.
a) Les pyrazolones sont alkylées en C-4 lorsqu'elles sont traitées avec des composés ayant un
des atomes d’halogene réactif. La 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one réagit avec I'iodure

d'alkyle en présence de méthanolate de de sodium pour donner le dérivé 4-alkyle qui,

lorsqu'il est traité avec un exces d'iodure d'alkyle, a donné le composé 4,4-dialkylé [56].

R o) R

(@)
0 R
RI RI
> > N A
N P NaOCHj; Ph/N\N/ NaOCH; =" >N

Figure I. 5. 3. 1. Réactions C-alkylation des pyrazolones
Lors de l'utilisation d’halogénures d'alkyle et en I'absence de méthanolate de sodium,
N-2 prédomine. La N-2 alkylation est le produit principal et obtient exclusivement du 2,3-

diméthyl-1-phényl-3-pyrazolin-5-one, a c6té de 1-phényl-2, 3,4-triméthyl-3-pyrazolin-5-one

Page 14



Chapitre 1. Pyrazolones : Propriétés, Synthése, Réactivité et Application

[57,58]. Cependant, I’alkylation a une température comporis entre 100-130 °C, avec ou sans
catalyseurs basiques, 2-pyrazolin-5-one peut étre converti en 2-alkyl-3-pyrazolin-5-one 54
avec d'excellents rendements [59].

o) o)

CHsl \
_—
N N
ph—"" N CH,0H P N
CHs

Figure 1. 5. 3. 2. Reactions N-alkylation des pyrazolone
La 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one condensé avec de l'acétone dans de I'alcool
isopropylique et hydrogénation simultanée en utilisant Ni de Raney (ou Co) a 60-70 °C a 1,5
atm pour donner le 4-isopropyl-3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one. L'addition de NH? ou
d'amine a accéléré la réaction [60].

Me,Co/Me,CHOH O

’
oSN HyNi60-70°C N
Ph N
Figure I. 5. 3. 3. Réactions C- alkylation des pyrazolones
b) La N-méthylation a été réalisée en utilisant du sulfate de méthyle et de I’hydroxyde de
sodium [61], p-toluénesulfonate de méthyle et I’oxyde de calcium, sulfate de diméthyle [62].

c) Réaction des alkylates d’ortho-esters avec les pyrazolones est principalement produites en

C-4[63].
R
o 07_f
i OR;
RC(OR,); ————>
N A 13

Figure 1. 5. 3. 4. Réaction des pyrazolones avec ortho-esters
d) Les cétones a, B-insaturées sont condensées avec les 2-pyrazolin-5-ones pour donner le
produit de 1’addition de Michael [64].

0
7-—/-‘ 0
M
N A +
Ph~ N Ph~ N

COOCH,

N A

Figure 1. 5. 3. 5. Réaction des pyrazolones avec les cétones a, B-insaturées
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e) La synthése de colorants mérocyanine tels que est l'une des réactions d'alkylation les plus

importantes des 2-pyrazolones [64].

S S _Ph
(e — ;
N + -
Ph l\\l _ N —N
X
R

R \

Figure 1. 5. 3. 6 La synthese de colorants mérocyanine a partir des 2-pyrazolones
I. 5. 4. Réactions d’acylation des pyrazolone
Une acylation trés rapide des 1,3-disubstituées-5-pyrazolones peut se produire avec
chlorure d’'acétyle en présence de monoxyde de calcium dans le dioxane a donné le composé
4-acétylé [65].

0 O
O CaO
+ -
P
ph—" N Cl dioxane N A

Ph N
Figure 1. 5. 4. 1. Réactions C-acylation des pyrazolone
De plus, une O-acylation de peut se produire avec du chlorure de benzoyle en
présence de la triéthylamine en tant que base dans le chloroforme [66] ou sous irradiation
micro-onde [67] pour donner 1’ester.
PKﬁO
@) 0 o
+ )l\ . —
Ph/N\N/ Ph Cl o NN
Figure 1. 5. 4. 2. Réactions O-acylation des pyrazolone
L'acylation peut étre effectuée par des anhydrides. L'anhydride phtalique [68,69]
réagit avec le 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one donnant probablement le produit acylé
qui réagit spontanément avec un deuxieme molécule de pyrazolinone donnant le méthylidéne

bis (3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one).
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@
o) o) Z~COOH
0 —3» O Y e
N
Ph~ N S

N. Z ~ .
Ph~™ N N N\ph

Figure 1. 5. 4. 3. Réaction des pyrazolones avec I'anhydride phtalique
Le composé subit une cyanoéthylation en utilisant de I'acrylonitrile, pour ne donner le
dérivé 4,4-bis-(B cyanoéthyl) pyrazolone..
CN

OU\ . M © CN
Ph/N\N CN Ph/N\N/
Figure 1. 5. 4. 4. Cyanoéthylation de pyzaolone
I. 5. 5. Réaction de Mannich des pyrazolones
Traitement de 2-pyrazolin-5-one avec des amines secondaires en présence de

formaldéhyde via la réaction de Mannich a donné le dérivé 4-dialkyl aminométhyle

pyrazolone correspondant par élimination d'une molécule d'eau [68].

e} @)
HCHO TfNR2
—_—
N /]\ N &
Ph~ "N

R,NH Ph— N

Figure 1. 5. 5. Réaction de Mannich des pyrazolones
I. 5. 6. Réactions des pyrazolones avec les amines aromatiques
Une amination facile de avec une quantité équimolaire de N,N-diéthyl-3-
méthylbenzene-1,4- diamine en présence d'agents oxydants tels que AgO, a donné le 4-
arylimino-2-pyrazolin-5-one [70,71].

o NH,
B O N—— Nt
N, ~A
"N >
Ph Ph/N‘Nj\

N(C,Hs),

Figure 1. 5. 6. Réactions des pyrazolones avec les amines aromatiques
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I. 5. 7. Réactions des pyrazolones avec I'acide nitreux

Les pyrazolones réagissent avec l'acide nitreux pour donner des dérivés nitroso qui
existent généralement sous forme d’oximes correspondants [72]. Ces composés existent sous
forme d'isomeéres oximino. lls sont fortement colorés, allant du jaune clair au rouge fonce. 4-
oximino-2-pyrazolin-5-ones a été préparé selon Knorr par traitement de 2-pyrazolin-5-ones

avec de l'acide nitreux.

CsH,NO,
7 > SN

Figure 1. 5.7. Réactions des pyrazolones avec I'acide nitreux

L'amylnitrite [73] et le trioxyde d'azote [74 ,75] ont également été utilisés comme
agents nitrosants.

I. 5. 8. Réactions des pyrazolones le pentasulfure de phosphore :

La sulfuration de la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin- 5-one pourrait étre réalisée par le
pentasulfure de diphosphore a environ 130-150 °C. Cette réaction est largement utilisée, pour
la préparation de 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-thione qui pouvant exister sous forme
thiol [76].

@)
S
P,S; SH
X N - > X, N -~
-~ N~ NN /N
NN Ph  Xylene N Ph N~ >ph

Figure 1. 5. 8. Réaction de sulfuration des pyrazolones
I. 5. 9. Réactions de formylation des pyrazolones
Formylation de la  3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one  en  3-méthyl-1-
phénylpyrazole-4-carbaldehyde s'est produit dans des conditions de Reimer-Tieman (CHsCl /
KOH) [77].

0
CH;Cl 0= O
N A —_—
X, N
pn” N KOH N7 >ph

Figure I. 5. 9. 1. Réactions de formylation des pyrazolones
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De plus, la formylation de Vilsmaier-Haak de la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one
avec oxychlorure de phosphore et la N,N-diméthylformamide, donne directement le 5-chloro-
3-méthyl-1-phénylpyrazole-4-carbaldéhyde [78,79].

Au contraire, Wallace a rapporté que la méme réaction a donné 1-phényl-4-carbaldéhyde
pyrazol-5-one (73) [80].
@)
| o POClL o= ©

N
x N a4 x N
N/\Ph N >pn

Figure 1. 9.2. La formylation de Vilsmaier-Haak de pyrazolone
I. 5. 10. Réactions de nitration des pyrazolones
Les 4-nitropyrazolones 75 ont été obtenues en traitant les 2-pyrazolin-5-ones 74 avec
de I’acide nitrique dilué ou par oxydation des 4-oximinopyrazolones 76 par I'ozone [72]
O,N

ZI—TO e )\_TO > HONE io
— -

X _N X, -N

RY N TR, RY N""=R; R \N’N\R1

Figure 1. 5. 10. 1. Réactions de nitration des pyrazolones avec HNO;
Bergman et Al [81] ont constaté que la nitration de la 3-méthyl-I-phényl-2-pyrazolin-
5-one (39) a 15°C avec HNOj3 pendant une demi-heure a donné la 3-méthyl-4,4-dinitro-I- (4-
nitrophényl) pyrazol-5-one sous forme de solide blanc avec un rendement de 90%.
O,N

@)
O2N o)

HNO;, H,S0,
r

e N 15-25 °C X, N

NO,
Figure 1. 5.10. 2. Réactions de nitration des pyrazolones avec HNO3/H,SO,4
De plus, la nitration du 3-méthyl-I-phénylpyrazol-5-one a 10-25 °C avec un exces de
mélange d'acides nitrique et sulfuriqgue donne facilement le 3-méthyl-4,4-dinitro-I- (2,4-

dinitrophényl) pyrazol-5- one un avec un rendement de 86 % [81].
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@)
HNO;, H,S0,
>

" i 15-25 °C NN
NO,
Figure 1. 5.10.3 Réactions de nitration des pyrazolones avec un exces de mélange
d'acides nitrique
D'autre part, la nitration de peut étre effectuée en utilisant du nitrate d'amyle dans

I'acétone ou I'éther pour plusieurs jours ont donné le 4-nitropyrazolone correspondant [73].

O5N
? \ CsH;INO, =2 TTO
—>
/N\ 7 X N

Figure 1. 5.10. 4 Réactions de des pyrazolones avec nitrate d’amyle
I. 5. 11. Réactions de sulfonation des pyrazolones
Kaufmann a montré que la sulfonation de 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one

avec l'acide sulfurique a entrainé la formation de I'acide 4-sulfonique correspondant [82].

0 HO43S 0
H,S0, Z §
N A - A NP N
7 N N Ph

Ph

Figure 1. 5. 11. Réactions de sulfonation des pyrazolones
I. 5. 12. Réactions d’halogénation des pyrazolones
L'halogénation de la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one se produit presque

exclusivement a la position 4 en passant du chlore dans une solution de pyrazolone dans le
chloroforme pour donner donne le 4,4-dichloropyrazolone . Le méme produit est formé par
traitement de la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one avec du pentachlorure de phosphore
ou 1,3-dichloro-5,5-diméthyl-2,4-imidazolidinedione [83].
I. 5. 13. Réactions d’oxydation des pyrazolones

Agents oxydants doux tels que le phenylhydrazine [84,85], ou I’acide nitreux ou alors le
chlorure de fer (111) en quantités limitées est utilisé pour I'oxydation du 3-méthyl-1-phényl-2-

pyrazoline-5-one pour donner la 4,4-bisarylméthylpyrazolone.
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71@—» T

Figure 1. 5. 13. Réactions d’oxydation des pyrazolones
Les agents oxydants trés forts, tels que les permenganates de potassium détruisent
complétement le cycle pyrazoline, formant de I'acide pyruvique, de I'eau, de l'azote et du
dioxyde de carbone [86,87].
I. 5. 14. Réactions de réduction des pyrazolones:
Le cycle pyrazolinone est assez stable a la réduction catalytique. Le substituant
aromatique peut étre réduit en groupe cyclohexyle dans différentes conditions sans réduction

de cycle hétérocyclique [89].

+ Het—Nt*=—=

N

Figure I. 5. 14. 1.Réactions de réduction des pyrazolones
Le groupe carbonyle de la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one est inchangé par le
sodium dans l'alcool ainsi que par le zinc et I'acide chlorhydrique a 180 °C. Cependant, la 3-
méthyl-1-phényl pyrazoline est le produit principal lorsqu'elle est distillée avec la poudre de

zinc [90].
@)
Zn

Ph
Figure 1. 5. 14. 2. Réactions de réduction des pyrazolones par le zinc
Le sodium en présence d'alcool amylique [91] ou I’hydrure de lithium aluminium [92]

réduit le groupe carbonyle de la 2-pyrazoline-5-one formant le dérivé 5-hydroxypyrazoline.

OH

(@]
7—j Na/CsH,;OH /——i
N ™ Ou LiAlH, /N\N/

P oh

Figure 1. 5. 14. 3. Réactions de réduction des pyrazolones avec LIALH,4
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I. 5. 15. Réactions de couplage des pyrazolones avec les sels de diazonium

Le groupe azoaryle peut étre introduit dans la molécule de pyrazolone par leur réaction
avec sels de diazonium[90,72]. Couplage de la 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one avec
sel de diazonium [90] se produit facilement et a été largement utilisé pour synthétiser des
colorants commerciaux.

. -
Cl
N2 N=N—~Ph

Figure 1. 5. 15. Réactions de couplage des pyrazolones avec les sels de diazonium

Summers a rapporté la synthése de certains nouveaux azo 4-hétaryl-3-méthyl-1-
phényl-2-pyrazolinone via la réaction de la 3-aminopyridine diazotée ou de I’acide 3-
aminoquinoléine diazotée, avec 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazoline-5-one [93].
I. 6. Applications des pyrazolones

Les pyrazolones ont toutes trouvés une large utilisation dans de nombreux domaines.
Leur plus grande utilité réside dans la pharmacie, agrochimie, colorants (textile et
photographie), et dans une moindre mesure dans les plastiques.
I. 6. 1. Applications pharmaceutiques

Les pyrazolones présentent un large éventail propriétés biologiques : analgésiques,
antibactériennes, antifongique, antagoniste, anti-inflammatoire, antimicrobien, antidiabétique,
antihyperglycémiant et anxiolytique. Voici quelques-uns les plus importants : phénazone
(antipyrine),  aminopyrine  (Pyramidon),  propyphénazone  (Isopropylphénazone),
méthanesulfonate de noraminopyrine sodique (Novalgin), phénylbutazone (Butazolidine),
nifénazone (Nicopyron), oxyphenbutazone (Tanderil), morazone (Tarugan), isopyrine et
pipérylone. La substance meére de presque tous ces produits est le 1-phényl-3-methyl-5-
pyrazolone méthylée en position 2 (antipyrine) [94].
I. 6. 2. Pyrazolones colorants et pigments

Les colorants de pyrazolone d'importance industrielle sont presque exclusivement

des colorants azoiques. La molécule de pyrazolone se couple avec des composés de
diazonium en position 4 pour donner des colorants azoiques et pigments qui présentent une

bonne force de couleur, une résistance a la lumiere et d'autres propriétés favorables
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[95,96]Comme par exemple le PO13 (Fig.l.6 2), connu sous le nom orange pyrazolone aux
Etats-Unis, est largement utilisé dans des peintures. Il a été introduit pour la premiére fois en
1910 et est utilisé dans les encres d'imprimerie en raison de son excellent solvant. Le PO13
est également utilisé dans les applications d'encre d'imprimerie et pour la coloration des

plastiques [97].

HO
__N
\N
—ph
N\N e
CHs
HO
AN
N 7 / N
\
N
/ CHs

Figure I. 6. 2 : Structure de PO13, pyrazolone orange

Qutre leur utilisation dans la teinture du cuir et de la laine (colorants azoiques), les
pyrazolones ont également trouvé une utilisation comme précurseurs de teintures pour coton,
pigments et teintures pour fibres synthétiques et matieres plastiques. Les pyrazolones sont
ainsi trouvés parmi presque tous les types de colorant. Pour les teintures de laine, solubilisant
les groupes sulfo et carboxyle sont utilisés qui peuvent étre des substituants a la fois dans la
pyrazolone et dans le composant de couplage. La capacité des dérivés de pyrazolone a former
des complexes avec le chrome est exploitée dans la production de colorants au chrome. En
introduisant des composants dits réactifs dans les pyrazolones ou dans le composant de
couplage, on obtient des colorants réactifs pour fibres cellulosiques (Reactive Dyes).
I. 6. 3. Application en chimie analytique

L'utilisation des pyrazolones comme réactifs analytiques a été publiée dans de
nombreux articles et brevets. Par exemple, les dérivés sont utiles pour I'extraction et la
séparation de divers ions métalliques, pour le dosage du phénol, des cyanures et de

I'ammoniac, et comme sensibilisateurs photographiques [98].
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I. 7. Conclusion :

Ce chapitre présente les méthodes de synthese, la tautomérie et les propriétés
chimiques des pyrazolones ainsi que leurs réactions chimiques. La plus grande utilité du
pyrazol-5-one ceux dans les applications biologiques et industrielles ont montré des
développements intéressants dans les toutes derniéres années. Il est certain que, comme
jusqu'a présent, l'utilisation de ces composés montrera un flux d'applications dans les années a

venir et continuera d'étre un outil de synthese indispensable en chimie organique.
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Chapitre Il. Etude bibliographique sur l'activité biologique

Il. 1. Introduction

Les dérives du pyrazole et de la pyrazolone sont des synthons et réactifs importants en
synthese organique, ils ont trouve des applications avec de nombreuses activités
pharmacologiques, comme analgésique, anti-inflammatoire, antipyrétique, arythmique,
tranquillisant, relaxant musculaire, psychoanaleptique, anticonvulsivant, inhibiteur de la
monoamine époxydase, anxiolytique, etc. [1]. De plus, les pyrazoles et les pyrazolones ont été
avéré utile dans les produits agrochimiques, les colorants et avec d'autres applications
diversifiées [2]. Tous les composés synthétises ont été vérifiés pour leurs propriétés
biologiques (antioxydants, antibactériennes et antifongiques).
I1. 2. Activité biologique

L'activité biologique est "la capacité d'une entité moléculaire spécifique a obtenir un
effet biologique défini* sur une cible donnée [3]. Elle est mesurée en termes de puissance ou
de concentration de I'entité moléculaire nécessaire pour produire l'effet [4]. Une activité
biologique est déterminée au moyen d'un test biologique. Un essai biologique est une
expérience qui détermine l'activité biologique d'une substance en fonction de son effet sur une
cible spécifique, par rapport a celui d'une préparation standard [5]. C'est également le
processus par lequel la puissance d'un agent est mesurée en termes de réactions d'une cible
médicamenteuse spécifique [4].
1. 2. 1. Activité anti-oxydante
Il. 2.1. 1. Définition de stress oxydant

Le stress oxydant se définit par le déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et
antioxydants endogenes ayant pour conséquence des dommages intracellulaires. 1l est
impliqué dans de nombreuses pathologies allant de la simple infection aux maladies
neurodégéneératives comme 1’ Alzheimer. L’évolution de la médecine avec la compréhension
de I’apparition des pathologies a permis de mieux cibler des thérapeutiques et c’est ainsi que
les antioxydants ont trouve leur intérét dans le traitement ou la prévention de plusieurs
maladies. Une source majeure d’antioxydants est notamment la Nature. Elle est d’autant plus
importante a I’homme qu’elle lui en fournit une quantité significative via ’alimentation. Les
domaines d’application des antioxydants sont multiples. 1Is sont largement utilisés pour leurs
capacités a empécher I’oxydation dans I’industric agroalimentaire mais eégalement en
cosmétologie ou ils jouent un réle marketing du fait de leur origine naturelle.

Ce chapitre abordera d’une maniére chronologique, la description et les définitions du

stress oxydant endogéne et exogéne, pour traiter par la suite, les méthodes communes
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d’analyse du pouvoir antioxydant. Avant d’aborder vers la fin, la partie consacrée aux
diverses applications des antioxydants et plus particulierement en médecine humaine [6].
Il. 2. 1. 2. Origine du stress oxydatif

Les Radicaux libres, les espéces réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut
rappeler que dans le milieu des années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déja la
toxicité de l'oxygene et la « free radical theory » pour expliquer le processus du
vieillissement. En 1969, les Américains McCord et Fridovich isolent a partir de globules
rouges humains un systéme enzymatique antioxydant superoxyde dismutase «SOD»,
démontrant ainsi pour la premiére fois que notre organisme produit des espéces réactives
d’oxygene «ERO» dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ d’une
intense recherche scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les antioxydants
[7].

Il. 2. 1. 3. Mécanismes pro-oxydants

La production de radicaux libres est un phénomene permanent au sein de la matiére
vivante. La chaine respiratoire mitochondriale, les leucocytes et la NAD(P) H oxydase, sont
les principales sources biologiques de radicaux libres [8].

Un radical libre est une espéce chimique (atomes ou molécules) possédant un électron
célibataire ou plusieurs sur sa couche périphérique. Dans les phénomenes de stress oxydant,
les radicaux libres qui interviennent ont une propriété caractéristique commune, celle d’avoir
un électron célibataire sur un atome d’oxygene [9]. Parmi les radicaux libres, 1’anion
superoxyde, le radical hydroxyle, I'oxygene singulet, le peroxyde d’hydrogene, le monoxyde
d'azote et le radical hydroxyle sont les plus connus. L’avenement de la biologie moléculaire a
permis de montrer que les especes oxygénées activées (EOA) ont un rdle physiologique
important en agissant a faible concentration comme des messagers secondaires capables:

v" De réguler le phénoméne d’apoptose qui est un suicide programmé des cellules évoluant
vers un état cancéreux [10].

v' D’activer des facteurs de transcription (NFkB, p38-MAP kinase, ...) eux-mémes
responsables de I’activation de génes impliqués dans la réponse immunitaire [11].

v" De moduler I’expression de génes de structure codant pour les enzymes antioxydantes
[12].

v De détruire des bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires
[13].
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Par contre, si les espéces oxygénées activees sont produites en quantité trop
importante, elles auront des effets néfastes en induisant un phénoméne d’apoptose dans des
cellules saines, ou en activant divers geénes codant pour I’expression de cytokines pro-
inflammatoires ou de protéines d’adhésion.

I1. 2. 1. 4. Définition d’un radical libre

L’oxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygéne en metabolites toxiques, nommes radicaux libres [14].
Selon la définition proposée par Halliwell et Gutteridge (1997), les radicaux libres sont des
espéces chimiques contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits électrons
célibataires. Ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission
homolytique de liaison covalente: Aprés une rupture homolytique, chacun des deux électrons
intervenant dans la liaison entre les atomes A et B gagne 1’orbitale externe de ces atomes, qui
deviennent alors des radicaux libres [15].

Il. 2. 2. Les radicaux libres dans les systéemes biologiques
Il. 2. 2. 1. Roles biologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout
en etant des espéces indispensables a la vie. lls remplissent en effet de tres nombreuses
fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a
la défense immunitaire contre les agents pathogeénes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et
notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des génes, a la
production énergétique, au réglement de la croissance des cellules et a la signalisation
intracellulaire [16] .

Il. 2. 2. 2. Les conséquences du stress oxydant

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires,
induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de
la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information [17]. La
toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en effet capables de
réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur fonction.
Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, la cystéine et la

méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi
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des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une
cible majeure des EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN,
mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne
sont pas « réparées » entrainent a long terme des altérations géniques [17] .Les conséquences
biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire.
De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et des stress moyens faciliteront
I'apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents
désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses immediates. De nombreuses
autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenese,
malformation des feetus (tératogénese), dépdt de protéines anormales, fibrose, formation
d'auto-anticorps, dep6t de lipides oxydes, immunosuppressions [7].
Il. 2. 3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux
libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composes qui
inhibent ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des
chaines de réactions oxydatives [18].Les antioxydants naturels ou synthétiques sont utilisés
pour prévenir de nombreuses maladies (cardiovasculaires et neurodégénératives,
inflammation, et le diabéte...), et le vieillissement, dus a la formation exagérée des radicaux
libres. Les antioxydants sont également utilisés dans les aliments pour retarder la
détérioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent due a I’oxydation causée par
la lumiére, la chaleur et certains métaux [19].
Il. 2. 3. 1. Classification des antioxydants
I1. 2. 3. 1a. Classification des antioxydants par rapport a leur mécanisme d’action

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux :
en prévenant la formation de radicaux libres oxygénés (groupe 1) ou en épurant les radicaux
libres oxygénés formés (groupe 2). En complément de cette double ligne de défense,
I’organisme est en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par
I’attaque radicalaire [20].
v Groupe | : Les antioxydants primaires

Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de
I’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres
vers leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont genéralement des composés
phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogéne au radical libre et le convertir en

un compose stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de fagon
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prédominante avec les radicaux pyroxylés, pour deux raisons : la concentration élevée de ces
radicaux et la faible énergie du groupement (ROO-). Un piégeur du radical libre, méme a des
concentrations faibles, pour rendre le radical libre inactif par I’intermédiaire d’une réaction de
libération d’un électron, suivie d’une déprotonation [21].
v Groupe Il : Les antioxydants secondaires

Les antioxydants secondaires englobent une large gamme de différentes substances
chimiques chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de 1’oxygéne singulet, des
piégeurs de molécules d’oxygéne, d’inhibiteurs des enzymes pro-oxydative, enzymes
antioxydants et destructeurs des hydropéroxides. Parfois, quelques antioxydants peuvent
exercer plusieurs fonctions anti-oxydatives, par exemple, 1’acide ascorbique peut étre un
piégeur du radical libre, désactivateur des oxygenes singulets dans une solution aqueuse.
Plusieurs flavonoides sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux [22].
I1. 2. 3. 1b. Classification des antioxydants suivant la nature chimique
v’ Les antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo. Elles incluent le

béta carotene, I'albumine, l'acide urique, les oestrogenes, les polyamines, les flavonoides,
I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E [17]. Elles peuvent stabiliser les
membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les
acides gras libres [23]
v’ Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont principalement représentés par trois enzymes, la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de 1’0, et du
H,0,, conduisant finalement a la formation de I’eau et de ’oxygeéne moléculaire [24].
v’ Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par 1’organisme et doivent €tre apportés par 1’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), les vitamines E
et C et les polyphénols. Dans ’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que 1
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée [25]. Cependant,
il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques [26]. En effet, le

BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogénes en
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augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques.
Il est aussi rapporté que le BHT présenterait des effets carcinogénes chez le rat [27, 28].
I1. 2. 3. 2. Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygéne singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition. D’une maniére
générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-
méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome
d’hydrogeéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol. En plus leurs
radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par résonance et
par manque de positions appropriées pour é&tre attaqué par 1’oxygeéne moléculaire. Les
antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent ’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou
de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygéne singulet pour la
transformer en chaleur [29].
I1. 2. 3. 3. Evaluation de ’activité antioxydante
L’activité anti-radicalaire des différents composés chimiques a été évaluée in vitro, par le test
du piégeage du radical DPPH* (2,2-diphényl 1-1-picrylhydrazyl).
I1.2. 3. 4. Test du piégeage du radical libre DPPH

v Principe

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie
UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence
des solutions éthanoiques de 1’édaravone et ses dérivés [30-32]. Le DPPH initialement violet,

se décolore lorsque 1’électron libre s’apparie selon la réaction suivante :
DPPH + AH — DPPH-H + A’

Ou AH est un composé capable de donner un H+ au radical DPPH (Figure 11 .1). Cette
décoloration est représentative de la capacité des solutions a piéger ces radicaux libres. Dans
ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule antioxydante se
transforme en DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son absorbance

caractéristique & 517 nm. Les réactions ont lieu en milieu éthanoique a température ambiante,
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cela permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est trés utilisé car

il est rapide, facile et non couteux [33].

NO, NO,
' H
O;N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure. 11 .1 Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant

Il. 2. 3. 5. Expression des résultats

L'activité antioxydant, qui exprime la capacité de solutions éthanoliques de
I’édaravone ou de ses dérives a piéger le radical libre DPPH est donnée par la formule
suivante [34].

Inhibition %= (Abs control — Abs test) x 100/Abs control

Avec :
Abs control : Absorbance du control négatif a longueur d’onde 515 nm ;
Abs test : Absorbance de 1’échantillon a la longueur d’onde 515 nm
I1. 2. 3. 6. Calcul des concentrations inhibitrices a 50 % " 1C 50"

IC50 (Concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Concentration efficace
50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

Différentes concentrations des échantillons testées [35].
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Figure 11.2. Appareil de spectrophotométrie

1. 2. 4. Activités antibactérienne
I1. 2. 4. 1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans
tous les milieux. La plupart des bactéries possédent une paroi cellulaire glucidique. Les
bactéries les plus grosses mesurent plus de 2 pum et, jusqu'au début du XXle siecle, les
spécialistes considéraient que les plus petites mesuraient 0,2 um, mais il existe des
«ultramicrobactéries», y compris en eau douce [30]. Les bactéries présentent de nombreuses
formes : sphériques (coques), allongées ou en batonnets (bacilles), des formes plus ou moins
spiralées. Pour distinguer entre les bactéries au microscope optique, une méethode importante
et largement utilisée en bactériologie, c'est "la coloration de Gram". Elle consiste a traiter des
bactéries fixées a la chaleur, par un colorant basique (violet de gentiane) puis une solution
iodo-iodurée (mordangage), toutes les cellules se colorent en violet. Soumises ensuite a
I'action de l'alcool éthylique elles se répartissent en : cellules qui conservent la coloration
violette dites a gram positif et qui sont décolorées, appelées a gram négatif. Pour mieux
distinguer ces deux catégories, le frottis bactérien est finalement traité par de la fuchsine
basique, les bactéries a gram négatif sont roses et celles a gram positif restent violettes [31].
Apres leurs réactions avec les différents colorants utilisés par cette méthode, les bactéries se
divisent en deux groupes majeurs : bactéries a gram positif (colorées en violet), bactéries a
gram négatif (colorées en rose). Cette distinction de réponse a la coloration de gram est due a
la différence qui existe dans la composition des parois bactériennes, celles des bactéries a
gram négatif laissent passer la solution alcoolique, tandis que celles des bactéries a gram
positif représentent une véritable barriére que la solution alcoolique ne peut franchir.

Page 38




Chapitre Il. Etude bibliographique sur l'activité biologique

(A) Bactéries a gramme positive (B) Bactéries a gramme négative
Figure. 11. 3. (A) Bactéries a gramme positive, (B) Bactéries a gramme positive

I1. 2. 4. 1a Bactéries a gram négatif
v" Escherichia coli

Le genre Escherichia fait partie de la famille des entérobactéries et comprend cing
espéces dont une seule, I'Escherichia coli, est utilisée a titre d’indicateur de la qualité des
eaux. La presque totalité des souches d'Escherichia coli ne sont pas pathogenes puisque cette
bactérie est un hote normal de I’intestin des mammiféres. L’Escherichia coli est le seul qui
soit sans équivoque toujours d’origine fécale et, a ce titre, il est de plus en plus considéré

comme I’organisme indicateur spécifique d’une pollution fécale.
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Figure. 11.4. Vue sous le microscope électronique de bactérie Escherichia coli
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I1. 2. 4. 1b. Bactéries a gram positif :
v’ Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec
staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant du NaCl a 5% et pour
certains jusqu'a 10% a 15%. lls sont aérobies ou anaérobies facultatifs. Le staphylococcus est
responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées suppurées et, dans certains cas
extrémes, de septicémies physiques (greffe, protheses cardiaques). Staphylococcus aureus se
présente comme une coque en amas (grappes de raisin), Gram positif et catalase positif. Sa

teneur en carotenoides lui confere une couleur dorée a I'origine de son nom.

Figure. 11. 6. Illustration de colonie de la bactérie Staphylococcus aureus
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I1. 2. 5. Lecture des résultats :

L’apparition d’une zone claire autour des puits (a l'intérieur duquel aucune croissance
Bactérienne n'est observée) indique I’action antibactérienne des solutions éthanoliques de
I’édaravone et ses dérives vis-a-vis la souche bactérienne testée. Les diametres de la zone
claire sont mesurés a l'aide d'une regle graduée, et les résultats obtenus sont exprimés en
millimétre. Les bactéries seront classées selon le diamétre d’inhibition dans I’une des
catégories suivantes : résistance, sensibilité limitée, sensibilité moyenne et trés sensible [39].

Tableau I1.1 .Sensibilité et degré d’activité selon le diamétre d’inhibition :

Diamétre d’inhibition(x) Degré de sensibilité des germes Résultat
X< 8 mm Reésistance -
8 mm< X< 14 mm Sensibilité limité +
14 mm <X <20 mm Sensibilité moyenne ++
X >20 mm Trés sensible +++

I1. 3. Pyrazolone antioxydant et antibactérien

La pyrazolone est un motif structurel présent dans de nombreux produits naturels et
médicaments de synthése. Les composés organiques hétérocycliques contenant des noyaux
pyraolones, comme I'édaravone (MCI-186, Figure. I. 5), a été largement utilisé pour traiter de
nombreuse maladies de cerveau et 1’ischémie myocardique. Phénazone et prophéazone
(Figure. 1l. 5) ont été largement utilisés comme agents antipyrétiques et analgésiques.
Récemment, les chimistes médicaux ont commencé a préter attention aux dérivés
pyrazolones, qui ont de puissantes bio activités comme l'inhibition de l'intégrase du VIH-18
(composé A, Figure. 1. 5), l'activité luciférase BAF3/TPO9 (composé B), etc. Par conséquent,
la recherche de méthodes efficaces, concises et respectueuses de I'environnement pour la
synthese de ce type de composé est un domaine intéressant en chimie, notamment en chimie
de synthese organique.

Les composés a base d’edaravone (pyrazolone) constitue un axe de recherche vaste
et polyvalent dans la synthese des hétérocyclique, qui ont été largement utilisé dans la
synthese de composeés hétérocycliques, y compris agents anticancereux, herbicides, pesticides,
anxiolytiques, antileishmaniens, antioxydant et antibactériens (Figure. Il. 6). Dans la suit de
ce travail, nous présentons une étude bibliographique détaillée sur les pyrazolones, leurs

propriétés, leurs méthodes de synthese ainsi que leurs domaines d’application en chimie, en
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biologie et en médecine. Nous pensons aussi que des molecules de type azoiques a base de

pyrazolone peuvent avoir des activités biologiques puissantes [40, 41]
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Figure. 1. 7. Quelques exemples de I’activité biologique
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Chapitre. I11. Synthese et évaluation biologique des pyrazolones

I11. 1. Introduction

Au cours de ces derniéres années la chimie des pyrazolones (edaravone) a connu un
développement intensif vue I’importance de cette classe d’hétérocycle et le nombre
d’applications dans le domaine de la chimie thérapeutique et méme dans la biologie. Dans ce
contexte, ce travail est consacré a la synthese de quelques composes hétérocycliques a base de
pyrazolone (edaravone) et leurs évaluations biologiques. Les composés aux quels nous nous
sommes intéressés sont des dérivés azoiques (aza dye) contenant I’hétérocycle pyrazolone
ont été synthétisés et testés en tans que antioxydants et antibactériens. La synthése des
composés ciblés consiste a faire des réactions de copulation de 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-
one (edaravone) avec des sels de diazonium de certaines amines aromatiques préalablement
préparés.

I11. 2. Description générale de synthése des pyrazolones

Le plan générale de synthese des dérivés pyrazolones utilisés dans ce travail comme
antioxydants et antibactériens est subdivisée en trois étapes.

I11. 2. 1. Synthése du 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone)

La synthese du 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone) (3) a été réalisée en
faisant reagir I’acétoacétate d’éthyl (1) avec le phénylhydrazine (2) dans 1’éthanol comme
solvant et en présence tel que (hydroxyde de sodium, acétate de sodium ou la triéthylamine)
ou méme en absence d’une base la réaction peut avoir lieu. La réaction nécessite un
chauffage a reflux et la température est réglée a 80 C° (Schéma. 1l1. 1). Le mécanisme de cette
réaction passe tout d’abord par la formation d’une imine par addition de I’amine primaire du
phénylhydrazine (2) sur la fonction cétone en position (B) de la fonction ester. Ensuite,
I’amine secondaire du phénylhydrazine (2) se condense spontanément sur la fonction ester
de I’acétoacétate d’éthyl (1) pour fournir le 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone)

désirée avec le départ du groupe éthanolate (EtO”) comme le montre la (Schéma. 1l1. 2).
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Schéma. 111. 1. Synthese du 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone)
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v Mécanisme de formation 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone)

Ph
NH
Co o) /« o
OH
H )J\/U\ H/N
ph \EHZ OEt oEt
H -Hzo
0 q
P\ N CO
N OEt

-EtOH

Schéma. 111. 2. Mécanisme de formation 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (Edaravone)

I11. 2. 2. Synthése des sels diazomium par diazotation des amines aromatiques

La synthése des sels diazonium est une réaction qui consiste a faire réagir les amines
aromatiques avec le nitrite de sodium en milieu acide a baisse température (Schéma. I11. 3).
Au cours de se travail la diazotation des amines aromatiques (4) et effectuée en présence de
I’acide chlorhydrique et le nitrite de sodium en refroidissant bien le mélange réactionnel entre
0-5 °C a I’aide d’un mélange de glace et du sel du table afin d’éviter I’augmentation de la
température du mélange lors 1’ajoute du nitrite de sodium qui réagit rapidement avec les
amines en donnant des sels de diazonium, qui sont des intermédiaires réactionnels instables et
peuvent se décompose spontanément avec 1’élévation de la température. Le mécanisme de
diazotation débute par réaction du nitrite de sodium avec 1’acide chlorhydrique pour donner le
I’ion nitrosonium qui réagit avec 1’amine primaire pour donner un dérivé azaoxime qui se
transforme en sel diazonium (5) avec 1’élimination d’une molécule d’eau comme le montre le

(Schéma. 111. 4)[2].
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I
NaNOz/HClaq
0-5°C, 10-30 min
R
Q)

Schéma. 111. 3. Synthese des sels diazomium par diazotation des amines aromatiques

v" Mécanisme de formation des sels de diazonium par diazotation des amines aromatiques

Etape. 1. Addition de ’ion nitrosonium Etape. 2. Transfert de proton
N C) B H ]
o - y (\ ,
. 0: ~20:
(-> N Kk /, . I,il/ )
NH

<
NH2 NHz
o' — O —|O

Etape. 3. Elimination de H,O  Etape. 4. Transfert de proton

s . \ Ql@ :'::

'- ||<> E'm
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Diazonium salt I C —
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Schéma. I11. 4. Mécanisme de formation des sels de diazonium par diazotation des amines

aromatiques
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I11. 2. 3. Copulation des sels de diazonium avec le 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one
(Edaravone)

La copulation des sels de diazonium est une réaction importante en synthése organique
et trés utilisée pour 1’¢laboration et la conception du colorant azoiques qui ont diverses
applications dans la chimie. La réaction des sels de diazomium préalablement synthétisés avec
le 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (Edaravone) donne des dérivés azoiques avec des
couleurs caractéristiques et températures de fusion totalement différentes (Schéma. I11. 5).
Donc, la 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (Edaravone) (3) dissous dans une solution
¢thanolique contienne I’acétate de sodium a été ajoutée aux sels de diazonium (5) a 5°C, puis
le mélange est portée sous agitation pendant 30min a température ambiante. Le mécanisme de
cette réaction consiste a formé 1’anion énolate (3’) du I’edaravone en milieu basique (acétate
de sodium), cette forme énolate se condense sur I’ion diazonium pour donner des composés

azoiques colorés (6) (Schéma. I11. 6) [3].

R
' Il
N® cr
\N CH;COON =
¢} y —soNa a
T T EoH \N
Ph o N
3)
Ph
(6)

Schéma. 111. 5. Copulation des sels de diazonium le 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one

(Edaravone)
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v' Mécanisme de copulation des sels de diazonium avec I’edaravone

H

\ CHyCOONa / \
N <—>
0 N Tron o AN
T N
Ph Ph F|’h
Forme cétone (3) Forme énolate Forme énole (3"
R
I
N
/ \ H ® Cl ——N
N y N=—=
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[ - \
N
Ph
o
3" N/
" |
) Ph
Q)
Schéma. I11. 6. Mécanisme de copulation des sels de diazonium I’edaravone

I11. 2. 4. Protocoles expérimentales de la synthése des pyrazolones
I11. 2. 4. 1. Synthese du 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone)

Dans un ballon bicolle de (250ml) équipé d’un montage a reflux et agitation

magnétique, on introduit (20g ,0.226 mol) d'acétoacétate d'éthyle avec (20g, 0.184 mol) de la

phenylhydrazine et 50ml d’éthanol absolu. Le mélange est porté a reflux (80°C) pendant 4 a

6h. Aprés laisser le mélange refroidit a la température ambiante un solide jaune fonce est

précipité puis filtré. Le solide est lavé avec de 1’eau et 1’éthanol froid pour éliminer les traces

des substrats de départ. Le produit brut ainsi séparé est recristallis¢é dans un peu d’éthanol
pour obtenir le 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone) sous forme d’une solide jaune

pale avec une grande purete.
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I11. 2. 4. 2. Synthése des sels diazomium par diazotation des amines aromatiques

Dans un ballon bi colle de (250ml) équipé d’une ampoule d’addition et agitation
magnétique, on dissous I’amine aromatique comme 1’aniline dans une solution acide
chlorhydrique HCI1 a 5%. Le montage est refroidit a 1’aide d’un bain de glace et de sel pour
maintenir la température entre 0-5°C. Apres avoir refroidir le mélange réactionnel on ajoute
goutte a goutte a I’aide d’une ampoule de coulée le nitrite de sodium (0.035mol) dissous dans
le HCI. Lors que toute la quantité du nitrite de sodium a été ajoutée on laisse le mélange agité
pendant 10 a 30 min en gardant la température entre 0-5°C. La réaction est terminee les sels
de diazonium obtenus in situ sont ensuite engagés dans les réactions de copulation avec 5-
méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (edaravone).

I11. 2. 4. 3. Synthese des dérivés azoiques par copulation des sels de diazonium avec le 5-
méthyl 2-phényl pyrazol-3-one (Edaravone)

Dans un arlenmayer de 250ml, on introduire 50ml d’éthanol absolu sous agitation on
ajoute (1g 0.012 mol) d’acétate de sodium et (1 g 0.005mol) du 5-méthyl 2-phényl pyrazol-3-
one (edaravone). Cette solution est agitée pendant 30 a 60 min. Lors que toute la quantité
d’edaravone est totalement dissoudre dans I’éthanol, on ajoute la solution acide du sel de
diazonium (aniline par exemple) goutte a goutte et le mélange est agité durant 30 min. Le
mélange prendre la couleur des dérivés azoiques formés qui sont obtenus sous forme de solide
ou poudre de couleur caractéristique pour chaque composé azoique. La structure, 1’aspect, la
température de fusion (Tf) ainsi que le rendement (Rt) des produits préparés sont regroupés

dans le tableau suivant (Tableau. I1I. 1).
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Tableau. I11. 1. Edaravons et dérivés azoiques synthétisés

Structures Aspects

T (°C)

Rt (%)

O
N :; i
\ _— 'v-‘ Vi
N "'v

5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H- |
pyrazol-3-one (Edaravone) X

128

84

N \N
N ]
Q \N/ ”

(E)-5-methyl-2-phenyl-4-
(phenyldiazenyl)-2,4-dihydro-3H-
pyrazol-3-one

158

60

HO
N%,\Q
s

(E)-4-((2-hydroxyphenyl)diazenyl)-5-
methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-
pyrazol-3-one

HO

(@)
N§ e s o
N - e
\ — | )

(E)-4-((3-hydroxyphenyl)diazenyl)-5-methyl
dihydro-3H-pyrazol-3-one

260

[202-
204]

63.4

40
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N [158 - 66
= 160]
(E)-4-((4-hydroxyphenyl)diazenyl)-5-
methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-
pyrazol-3-one
N\ [142- 57.5
(E)-3-hydroxy-4-((3-methyl-5-o0xo0-1-
phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl)naphthalene-1-sulfinic acid
i //\\ i
B g 122 544
4,4'-((1E,1'E)-(3,3"-dimethyl-[1,1'-
biphenyl]-4,4'-diyl)bis(diazene-2,1-
diyl))bis(5-methyl-2-phenyl-2,4-
dihydro-3H-pyrazol-3-one)
o
S 266 69

O~

(E)-3-((3-methyl-5-0xo-1-phenyl-4,5-
dihydro-1H-pyrazol-4-
yl)diazenyl)benzoic acid
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o
N /Q/ 282 67

(E)-4-((3-methyl-5-0xo-1-phenyl-4,5-
dihydro-1H-pyrazol-4-

yl)diazenyl)benzoic acid

HOOC

N §N
(-

(E)-2-((3-methyl-5-0xo-1-phenyl-4,5-
dihydro-1H-pyrazol-4-

258°C 67.6

yl)diazenyl)benzoic acid

I11. 3. Evaluation de Dactivité biologique des pyrazolones

Evaluation de 1’activité biologique des molécules pyrazoles synthétisés est s’articules
sur deux axes principaux : La premiére partie est consacrée a I’activité antioxydant des
différentes solutions éthanoique des dérivés azoiques des pyrazolone en utilisant la méthode
du piégeage du radical libre DPPH. La deuxiéme partie consiste a 1’évaluation de I’activité
antibactérienne par la méthode de diffusion sur gélose (méthode de puits).
I11. 3. 1. Evaluation de I’activité antioxydant

L’activité anti-radicalaire des différents composés chimiques a été évaluée in vitro, par
le test du piégeage du radical DPPH* (2,2-diphényl 1-1-picrylhydrazyl).
I11. 3. 1. 1. Test du piégeage du radical libre DPPH
v' Le DPPH est solubilisé dans le méthanol ou 1’éthanol a raison de 0.025g/1 ;
v’ Différents concentration des solutions d’edaravone et de ses dérives (5, 2.5, 1.25, 0.625, et

0.312 mg/ml) sont préparés dans 1’éthanol ou méthanol;
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v Le mélange réactionnel est constitué de 50ul de chaque solution d’edaravone ou de ses
dérives ajouté a 1,95ml de la solution alcoolique de DPPH ;
v Le mélange est vigoureusement agité, puis incubés a température ambiante et a 1’obscurité
pendant 30 minutes ;
v Un controle négatif, est préparé dans les mémes conditions en remplagant 1’échantillon par
50ul d’éthanol ou de méthanol.
v’ L’absorbance des mélanges réactionnels des échantillons et du contréle sont lus a une
longueur d’onde de 515 nm par un spectrophotometre.
v’ Toutes les expériences sont répétées trois fois.
I11. 3. 1. 2. Résultats et discussions

Inhibition %=( Abs control — Abs test) x 100/Abs control
Tableau. Ill. 2.Le taux d’inhibition calculée pour déférentes concentrations de

I’edaravone.

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%0)

0.156 10.31
0.312 35.23
0.615 61.86
1.25 78.19
2.5 79.16
3 89.36
Tableau. I11. 3. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de PPH

Concentration (mg/ml)  Taux d’inhibition (%0)

0.156 3.38
0.312 652
0.615 6,76
1.25 21.25
2.5 24.71
2 37.35

Tableau. III. 4. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations d’OPH
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Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%0)

0.156 18,31
0.312 18,56
0.615 19,12
1.25 19,53
2.5 50,62
2 25.30

Tableau. I11. 5. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de MPH

Concentration (mg/ml)  Taux d’inhibition%

0.156 13,77
0.312 18,02
0.615 22,39
1.25 30,57
2.5 47,59
2 49,60

Tableau III. 6. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de TOL

Concentration Taux
(mg/ml) d’inhibition%

0.156 2,83
0.312 8,83
0.615 10,64

1.25 15,06

2.5 10,19

3 31,82
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Tableau. I11. 7. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations d’ANI

Concentration

(mg/ml)

Taux d’inhibition%

0.156
0.312
0.615
1.25
2.5
5

4,66
5.00
571
6,36
10,30
15,60

Tableau. I11. 8. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de PA

Concentration Taux
(mg/ml) d’inhibition%

0.156 8,50

0.312 9,50

0.615 10,80

1.25 14
2.5 23,31
3 31.80

Tableau. I111. 9. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de MA

Concentration

(mg/ml)

Taux d’inhibition%

0.156

0.312

0.615
1.25
2.5

2

3,9473
4,3062
34,2105
46,5311
40,6698

33,1339
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Tableau. I11. 10. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations d’OA
Concentration Taux d’inhibition%
(mg/ml)
0.156 29,20
0.312 35,92
0.615 38,02
1.25 42,64
2.5 49,78
2 58,82
Tableau. I11. 11. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations d’ACET

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%0)

0.156 8.53
0.312 14,02
0.615 20,93
1.25 25,20
2:5 32,92
3 33,94
Tableau. I11. 12. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de 4A4N

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%0)

0.156 0.35
0.312 30.76
0.615 43,58
1.25 44.32
2.5 93.77
2 97.43
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Tableau. I11. 13. Taux d’inhibition calculé pour déférentes concentrations de SULF

Concentration (mg/ml) Taux d’inhibition (%0)

0.156 0.25
0.312 050
0.615 075
1.25 5,68
2.5 38,25
2 50,75
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Figure. l11. 1. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de

solution, éthanolique de I’edravone (ED)
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Figure. I11. 2. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de
solution éthanolique de I’edravone (ED) et ces dérivés (M, O, et P Phénol)
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Figure. 111. 3. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de
solution éthanolique de I’edravone (ED) et ses déerivés (M, O et P Acide)
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Figure. 111. 4. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de

solution éthanolique de I’edravone (ED) et ses dérivés (aniline et Tolidine)
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Figure. l11. 5. Taux d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations de
solution éthanolique de I’edravone (ED) et ses dérivés (acétophénone, acide sulfonique
4A4N PPH)
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Tableau. III. 14. Valeurs d’IC 50 des pyrazolones synthétisés

Pyrazolone Inhibition (1C50)
Edaravone 0.937
4amino 4 nitro phenol 1.54
Ortho aminobenzoic acid 3.02
Ortho amino phenol 3.904
Acide amino-1-hydroxy-2-naphtalene sulfonique 4 4.06
Méta amino phenol 4.265
Meta Aminobenzoic acid 6.43
Para amino phenol 6.521
Acétophenone 7.52
Para Aminobenzoic acid 8.43
O tolidine 8.710
Aniline 20.09
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30 T T T T T T T T

25+

ED 4A4NPH OA OPH SULF MPH MA PPH ACET PA OTOL ANIL

Dérivés Pyrazolones

Figure. I11. 6. Variation d’IC50 en fonction des dérivés pyrazolones

I11. 3. 1. 2. Evaluation de I’activité antibactérienne
I11. 3. 1. 2.1. Les souches testées

Les souches testées proviennent de laboratoire de microbiologie de 1’Université de
Saida elles sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 111 .15 .les souches testées pendant I’évaluation des activités antimicrobiennes.

SOUCHE CODE GRAM
Escherichia coli ATCC 25923 Négative
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positive

I11. 3. 1. 2. 2. Préparation des puits

L'activité antibactérienne des différentes solutions éthanoique du 1’édaravone et ses
dérives a été étudiée pour chaque souche bactérienne. A partir d'une culture de 18 & 20 h (10°-
10° UFC/mL). L'ensemencement de Iinoculum de 1 mL est réalisé en surface du milieu
Mueller Hinton préalablement coulé dans des boites de Pétri. Aprés 15 mn, des puits ont été
découpés a l'aide de pipettes Pasteur (I'extrémité épaisse de 6 mm). Le fond des puits est
obturé par une goutte de gélose Mueller Hinton pour limiter la diffusion des produits sous la
gélose. Ensuite, 50 ul du produit dilué est distribué dans chaque puit. Apres diffusion (20 mn),

les cultures sont incubées dans des éetuves a la température de 37 °C pendant 24 h, et les
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auréoles d'inhibition sont mesurées par un pied a coulisse. Le diametre du puits (8 mm) est
inclus dans les tableaux des résultats.

emporte-piece
percage

du dernier
puits

Figure 111.7.Représentation des puits
I11. 3. 1. 2. 3. Préparation de I’inoculum

e L’ensemencement des souches bactériennes sur la gélose nutritive et I’incubateur a
37C°pendant 24h.

e On a préleve a l'aide d'une anse de platine ou d'une pipette pasteur scellée, 3 a
5colonies bien isolées.
e Décharger lI'anse ou la pipette pasteur dans 5 ml d'eau physiologique stérile, bi

Homogénéisée la suspension bactérienne (la DO de suspension bactérienne entre 0.08

a0.12 2 625 nm)
Precultire Ensemencement Preparation
en stries de 'mnoculum
apres 24h apres 18 h
Miben v
|de conservation muben B HIRB Gélose nutntive Tube
[ VACUTENER

Figure. 111.8. Préparation de I'inoculum.

I11. 3. 1. 2. 4. L’ensemencement
e La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzen ;
e Immerge un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

e En fait Frotter I’écouvillon sur les boites pétrie qui contient la gélose nutritif (Mueller
Hinton) ;
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e L’opération doit se faire deux fois en tournant la boite de pétrie d’un ongle de 60° a chaque
fois. sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.
e Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose [38].
I11. 3. 1. 2. 5. L’application des puits

Une fois les géloses Muller-Hinton sont ensemencées, les puits sont troués sur la
surface de la gélose a lI'aide d'une pince stérilisée au bec benzen, en effet , on préléve 10 pl et
on I’a mit dans les puits . (Dans chaque boite quatre trois puits ont été réalisée a une seule
concentration(C=0.05mg/ml) Pour le contrble négatif (témoin) on le met dans a coté de
I’édaravone dans le premiere boite pétrie. En fin, les boites de Pétri sont laissées dans

I’incubateur (37C° pour les bactéries).

Préparation de

I'inoculum

Figure. 111. 9. Protocole expérimental
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I11. 3. 1. 2. 6. Lecture des résultats

Tableau. I11. 16. Diamétre de la zone d’inhibition *(mm)

Les souches Escherichia coli Staphylococcus aureus
bactériennes

Edaravone 15 12
Aniline - -
Orto-acide benzoique - -

Meta-acide benzoique - -

Para-acide benzoique 15 13,5
Orto-aminophenol 11 -
Meta-aminophenol 17 13
Para-aminophenol 13,5 13

Sulfonique - 16
o-tolidine 16 21
2-amino 2-nitro - 16

4-amino 4 nitro (4A4N) - -

ACET 13,5 14,5
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Figure. 111.10. Résultat de I’activité antibactérienne

I11. 4. Discussion des résultats

L'utilisation des solutions éthanoliques de 1’edaravone et ses dérivés comme molécules
antioxydants contre le radical DPPH, ainsi que 1’évaluation de leurs activités antibactérienne
vis-a-vis des deux bactéries utilisées, 1’'une Gram positives (Staphylococcus aureus) et 1’autre
Gram négative (Escherichia coli) en utilisant la méthode de diffusion en puits, a montré une
importante activité antioxydante de 1I’Edaravone suivie par le 4-amino  4-nitro phenol, I’acid
ortho aminobenzoique, et ’ortho aminophenol, ainsi qu’une sensibilité moyenne d’E. Coli
vis-a-vis du Meta-aminophenol et une forte sensibilité de S. aureus vis-a-vis_de 1’o-tolidine.
Ces résultats sont en bon accord avec ceux trouvée par Wang et collaborateurs [1] qui ont
montré une forte activé antioxydante de I'edaravone contre le radical DPPH, qui apres
clarification par des calculs de théorie fonctionnelle de la densité (DFT), ont permis
d’élucider le mécanisme par lequel 'edaravone (3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one) peut
piéger le radical DPPH. lls révelent que I'abstraction de lI'atome H plutdt que la réaction de
transfert d'électrons est impliquée dans le processus de piégeage des radicaux de I'edaravone,
et que I'atome H en position 4 est facilement extrait. L'enthalpie de dissociation de la liaison
C-H de l'edaravone est plus élevée que celle de 1'a-tocophérol, ce qui explique la différence
d'activité entre les deux antioxydants. La 2-pyrazolin-5-one est reconnue comme le centre
actif de I'édaravone. Watanabe collaborateurs [2] a demontré également que I'édaravone
prévient les lésions oxydatives de divers organes extracérébraux. Les résultats de ce travail
ont montré que nos molécules nouvellement synthétisée a une affinité importante pour la
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piégeage des radicaux libres, ce qui indique clairement que 1’edaravone est ces dérives
peuvent également étre un potentiel agent antioxydant. Par conséquent, 1’ordre de réactivité
des dérivés pyrazolones vis-a-vis les radicaux libres de DDPH sont dans 1’ordre suivant :
ED>4A4NPH> OA >OPH> SULF >MPH >MA> PPH> ACET> PA.

N-N N-N : - N
H3C45g4<3\:0 D H{VOH
R H keto enol R i
Pyr
+H"|| -H
Pyr: R=H, EdV
R = (CH,){7CH;, C18-EdV @
N-N
H;CVO’
R
Pyr’
Schéma. l1l. 7. Mécanisme de I’inhibition des radicaux libres par ’edaravone et ses
dérivés

Les teste de I’activité antibactérienne effectuée sur les composés pyrazolones azoiques
en utilisant deux souches de bactéries a savoir : E. coli et staphylococus ont révelent que la
pluparts des pyrazolones testés possédent une activité moyenne vis-a-vis I’inhibition de la
zone bactérienne, sauf dans le cas de dérivé o-tolidine qui donne une activité antibactérienne
importante contre les bactéries staphylococus a Gram-positives (21 mm) et les bactéries E.
coli a Gram-négatives (16 mm). Ces constatations ont été observées dans des travaux utilisent
la méme famille d’edravone azoiques .L’ordre croissant de I’activité antibactérienne des
pyrazolones préparée est comme suit pour :

v’ Staphylococus : TOL >2A2N> SULF> ACET> PA >MPH, PPH> ED >ANI,OA 4N4A
OPH , MA
v' E. coli : MPH> TOL >ED > PA>PPH >ACET >OPH >ANI, OA ,MA ,SULF

Page 70




Chapitre. I11. Synthese et évaluation biologique des pyrazolones

REFERENCES BIBLIOPGRAPHIQUES

[1] Mohammad Amin Davasaz Rabbani, Behzad Khalili and Hamid Saeidian .No vel

edaravone-based azo dyes: efficient synthesis, characterization, antibacterial activity,DFT
calculations and comprehensive investigationof the solvent effect on the absorption spectra .
DOI: 10.1039/d0ra06934e , rsc.li/rsc-advances.

[2] Hemal B. Mehta , Priyank K. Patel , Bharat C. Dixit , Ritu B. Dixit . Synthesis and
antimicrobial activities of new mono and bisphenyl linked bispyrazole and bispyrazolone
derivatives.

[3] Moustafa A. Gouda, Hadeer Fakhr Eldien, Margret M. Girges, Moged A. Berghot .
Synthesis and antitumor evaluation of thiophene based azo dyes incorporating pyrazolone
moiety. https://doi.org/10.1016/j.jscs.2012.06.004 Arabian Journal of Chemistry
[4]Wang, L. F., & Zhang, H. Y. (2003). A theoretical investigation on DPPH radical-

scavenging mechanism of edaravone. Bioorganic & medicinal chemistry letters, 13(21),
3789-3792.

[5] Watanabe, T., Tahara, M., & Todo, S. (2008). The novel antioxidant edaravone: from
bench to bedside. Cardiovascular therapeutics, 26(2), 101-114.

[6]Kamogawa, E., & Sueishi, Y. (2014). A multiple free-radical scavenging (MULTIS) study
on the antioxidant capacity of a neuroprotective drug, edaravone as compared with uric acid,
glutathione, and trolox. Bioorganic & medicinal chemistry letters, 24(5), 1376-1379.
[7]Minnelli, C., Laudadio, E., Galeazzi, R., Rusciano, D., Armeni, T., Stipa, P., ... &
Mobbili, G. (2019). Synthesis, characterization and antioxidant properties of a new lipophilic
derivative of edaravone. Antioxidants, 8(8), 258.

Al-Labban, H. M. Y. (2017). Synthesis, characterization and study of biological activity of
some new 1, 2, 3, 4-Tetrazole derivatives. Research Journal of Pharmacy and
Technology, 10(10), 3645-3652.

[8]Aslam, M., Anis, I., Mehmood, R., Igbal, L., Igbal, S., Khan, I., ... & Perveen, S. (2016).
Synthesis and biological activities of 2-aminophenol-based Schiff bases and their structure—

activity relationship. Medicinal Chemistry Research, 25(1), 109-115.

Page 71


https://doi.org/10.1016/j.jscs.2012.06.004
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18785352

Conclusion Générale




Conclusion Générale

Au cours de ce travail nous avons présenté quelques résultats sur la synthese et
I’évaluation biologique des dérivés azoiques contenant un motif edaravone ou la 3-méthyl-1-
pheényl-2-pyrazolin-5-one. Ces composés qui montrent une activité biologique intéressante
vis-a-vis les radicaux libres et les bactéries ont été préparés avec succes en utilisant des
réactions classiques et efficaces. L’edaravone a été préparé par la méthode ancienne du Knorr
en chauffant a reflux un B-cétoester (éthyl acétoacétate) avec un dérivé d’hydrazine comme le
phénylhydrazine dans 1’éthanol comme solvant. La 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one
ainsi obtenu peut facilement copuler en (o) de son carbonyle avec des sels de diazonium. Ces
derniers ont été préalablement préparés d’une maniére insitu par une réaction de diazotation
des amines aromatiques correspondantes avec du nitrite de sodium dans une solution d’acide
chlorhydrique a baisse température (0-5°C). La réaction de copulation entre la 3-méthyl-1-
phényl-2-pyrazolin-5-one et les sels de diazonium engendre des colorants azoiques a base
d’édravone. L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée en utilisant le DPPH comme
un radicale libre qui peut facilement étre piégé par les composés pyrazolones synthétisés.
L’activité antibactérienne a été effectuée en utilisant deux genres de bactérie Escherichia coli
a gram négatif et Staphylocoques a gram positif. Les résultats obtenus a partir de cette étude

expérimentale nous permettons de misent en évidences les conclusions suivantes :

1- L’edaravone ou 3-méthyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one préparé par le procédé de Knorr a

été obtenu avec un bon rendement (83%) et avec une bonne pureté.

2- Le spectre IR de I’edaravone est similaire avec celle trouvé dans la littérature, ce qui

indique clairement le bon déroulement de cette synthése.

3- Les sels de diazonium ont utilisés dans 1’étape de copulation sans aucune purification et
sans caractérisation, en raison de la difficulté de séparer ces sels instables, qui peuvent

facilement décomposer spontanément a une température superieure a 10°C.

3- La synthése des dérivés azoiques en faisant réagir 3-methyl-1-phényl-2-pyrazolin-5-one
avec les sels de diazonium a également été effectuée dans des conditions douces, ce qui nous

permettre d’obtenir des dérivés pyrazolones colorants en présence de la liaison azoique.

4- Les testes de Dactivité antioxydante montrent que tous les dérivés de pyrazolone
synthétisés posseédent une activité antioxydante. En effet, ’activité de piégeage du radical
libore DDPH augmente avec la concentration des pyrazolones, ou nous marquons que

I’edaravone a un potentiel antioxydant le plus élevé. D’une fagon générale, I’activité
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antioxydante des pyrazolones azoiques sont de 1’ordre suivant : ED>4A4NPH> OA >OPH>
SULF >MPH >MA> PPH> ACET> PA.

5- Les testes de I’activité antibactérienne des molécules ciblées en utilisant Escherichia coli
a gram négatif et Staphylocoques a gram positif révelent que les pyrazolones ont une faible
activité antibactérienne, sauf dans le cas de o-tolidine qui montre un pouvoir antibactérien
I’inhibition assez important vis-a-vis I’inhibition de 1’évolution des bactéries Escherichia

Staphylocoques. L’activité antibactérienne des pyrazolone est classée suit :

v' Staphylococus : TOL >2A2N> SULF> ACET> PA >MPH, PPH> ED >ANI,0A,4N4A
OPH , MA
v' E. coli : MPH> TOL >ED > PA>PPH >ACET >OPH >ANI, OA ,MA ,SULF

En perspective :

v Etude spectrale plus performant en faisant appelle aux méthodes (RMN *H, RMN **C,
Spectroscopie de masse et DRX) pour déterminer et confirmer la structure des différents
pyrazolones synthétisés.

v Etude du mécanisme antioxydant et antibactérien a I’aide des calculs de la chimie
quantique, notamment Docking pour prévoir le mécanisme d’inhibition et afin trouver une
corrélation entre I’activit¢ biologique et les paramétres structuraux des molécules de
pyrazolone.

v’ Recherche d’autres applications des pyrazolones comme par exemple 1’inhibition de la

corrosion des métaux dans les solutions acides ou dans la chimie analytique.
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Figure 1 : Spectre d’absorption IR de 5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one
(ED)

IR (Cm™) : 3034 (C-H, Ar-H)
: 2887(C-H, CH3)
: 16655(C=0, amide)
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Figure 2 : Spectre d’absorption IR (E)-5-methyl-2-phenyl-4-(phenyldiazenyl)-2,4-
dihydro-3H-pyrazol-3-one de (CANIL)

IR(cm-1) : 3019 (C-H, Ar-H)
: 2919(C-H, CHy)
: 1657(C=0, amide)

- 1482(N=N)
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Figure 3 : Spectre d’absorption IR (E)-2-((3-methyl-5-0xo-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-
pyrazol-4-yl)diazenyl)benzoic acid (OA)
IR(cm-1) : 3410 : (OH, Acide carboxylique)
1719 : (C=0, Acide carboxylique)
1444 : (N=N)
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Figure 4 : Spectre d’absorption du (E-)--'3-((3.-methyl-5-oxo-l-phenyl-4,5-dihyd ro-1H-
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Figure 5 : spectre d’absorption IR de (E)-4-((3-methyl-5-ox0-1-phenyl-4,5-dihydro-1H-
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pyrazol-4-yl) diazenyl)benzoic acid( PA)
IR(cm-1) : 3202 (OH, acide carboxylique)

3083 (C-H, AR-H)

O, acide carboxylique
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Figure 9 : spectre d’absorption IR du (E)-4-((4-hydroxyphenyl) diazenyl)-5-methyl-2-
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Figure 10 : spectre d’absorption IR du(E)-3-hydroxy-4-((3-methyl-5-oxo-1-phenyl-4,5-

dihydro-1H-pyrazol-4-yl) diazenyl) naphthalene-1-sulfinic acid (SULF)

IR (cm-1) : 3055 : (C-H, CHs)

2928 (C-H, Ar-H)
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B} Résumé

Les dérives pyrazolone sont des syntones et réactifs importants en synthése
organique, ils ont trouvé des applications avec de nombreuses activités pharmacologiques,
comme analgésique, anti-inflammatoire, antipyrétique, arythmique et anticonvulsivant. De
plus, pyrazolones contenant 1’entit¢ azoique ont ¢ét¢ avérées utile dans les produits
agrochimiques, les colorants et avec d'autres applications diversifiées. L’objective de ce
travail est la synthése et 1’évaluation antioxydante et antibactérienne de quelques dérivés
pyrazolones. Les résultats obtenus montrent clairement que tous les pyrazolones testés ont une
activité antioxydante, notamment, 1’edaravone qui posséde un potentiel antioxydant trés
important. Les résultats des testes antibactériens révelent que seulement le O-tolidine qui a

une forte activité antibactérienne.

) LT
=le= Abstract

Pyrazolone derivatives are important syntones and reagents in organic synthesis;
they have found applications with many pharmacological activities, such as analgesic, anti-
inflammatory, antipyretic, arrhythmic and anticonvulsant. In addition, pyrazolones containing
the azo entity have been shown to be useful in agrochemicals, dyes and with other diverse
applications. The aim of this work is the synthesis, the antioxidant and antibacterial evaluation
of some pyrazolone derivatives. The results obtained clearly show that all the pyrazolones
tested have antioxidant activity, in particular edaravone, which has very significant
antioxidant potential. The results of antibacterial tests reveal that only O-tolidine which has

strong antibacterial activity.
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