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Résumé

Le présent travail avait pour but, la mise au point de méthodes de synthése permettant I’accés

d’une fagon efficace a de nouveaux systémes hétérocycliques, la caractérisation structurale et
la recherche des propriétés biologiques in vitro, en utilisant comme produits de depart les 2-

arylidéne-indolin-3(2H)-ones dites aza-aurones.

Nous avons d’abord élaboré une série de dérivés de 1’aza-aurone, que nous avons engagé par
la suite dans des réactions de cycloaddition dipolaire-1,3 avec les nitrilimines afin de
synthétiser des spiropyrazolines. Ces réactions de cycloaddition ont montré une grande
régiosélectivité et ont abouti a un seul régioisomere dans tous les cas étudiés. Le traitement
des composés spiraniques par 1’acide chlorhydrique a chaud, nous a permis de générer des
intermédiaires de type 5-(2-aminobenzoyl)-3,4-diaryl-1-phénylpyrazoles. Les produits
pyrazoligues ainsi obtenus sont engagés dans des réactions de N-alkylation, N-acylation et N-
sulfonation pour donner une chimiotheque de composés pyrazoliques différemment substitués
et fonctionnalisés. En outre, les produits issus de la réaction de la N-alkylation avec le
bromure d’allyle sont utilisés comme dipolarophiles dans la réaction de cycloaddition
dipolaire-1,3 avec des dipoles-1,3 de type nitriles oxydes et nitrilimines. Ces réactions
conduisent a la formation de nouveaux systéemes hétérocycliques hybrides renfermant dans
leur squelette le motif pyrazole couplé a I’isoxazoline d’une part et la pyrazoline d’autre part,
liés entre eux par un espaceur méthylaminobenzoyle. Toutes les réactions entreprises
s’effectuent correctement dans la plupart des cas, et donnent les produits souhaités avec des
bons rendements en produits purs. Les structures de tous les produits synthétisés ont été
établies par les méthodes spectroscopiques usuelles (IR, RMNH, RMN*C et RMN 2D
(COSY 'H-'H et HSQC H-13C)) et par la spectrométrie de masse et analyse élémentaire. Les
structures sont confirmées davantage et sans ambiguité par diffraction aux rayons X sur

monocristal dans le cas de I’obtention des monocristaux.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne in vitro des composés synthétisés, vis-a-vis d’une
série des souches pathogénes a révélé des activités remarquables pour la majorité des
composés testés. Elle a aussi montré que les modifications structurales réalisées sur la
structure de pyrazole, ont permis d’améliorer remarquablement ’activité biologique. De plus,
certains composés testés pour leur activité antioxydante ont manifesté une capacité de

piégeage des radicaux libres trés significative.

Mots-clés : Aza-aurone, pyrazole, systeme hétérocyclique hybride, Activité antimicrobienne,

Activité antioxydante.



Summary

The objective of the present work is to develop synthetic methods allowing efficient access to

new heterocyclic systems, structural characterization, and in vitro biological properties

research, employing as starting materials 2-arylidene-indolin-3(2H)-ones called aza-aurones.

Firstly, we prepared a series of aza-aurone derivatives, which we subsequently engaged in
1,3-dipolar cycloaddition reactions with nitrilimines to synthesize spiropyrazolines. These
cycloaddition reactions showed high regioselectivity and resulted in a single regioisomer in
all cases studied. Then, the treatment of the spiro-compounds with hydrochloric acid under
heat, allowed us to generate 5-(2-aminobenzoyl)-3,4-diaryl-1-phenylpyrazole intermediates.
The pyrazole products thus obtained are engaged in N-alkylation, N-acylation and N-
sulfonation reactions to give a chemical library of differently substituted and functionalized
pyrazole compounds. In addition, the products from the N-alkylation reaction with allyl
bromide are used as a dipolarophile in the 1,3-dipolar cycloaddition reaction with 1,3-dipoles
of the nitrile oxide and nitrilimine types. These reactions result in the creation of novel hybrid
heterocyclic systems incorporating into their skeletons the pyrazole motif coupled to
isoxazoline on the one hand and pyrazoline on the other, linked together through a
methylaminobenzoy! linker. In most cases, all the reactions undertaken proceed correctly and
give the desired products with good yields of pure products. The structures of all the
synthesized compounds were established by the usual spectroscopic methods (IR, *H-NMR,
13C-NMR and 2D-NMR (*H-'H COSY and H-*C HSQC)) and by mass spectrometry. The
structures are further confirmed unambiguously by single-crystal X-ray diffraction studies.

The in vitro antimicrobial activity assessment of the synthesized compounds against
pathogenic microbes, including Gram-positive and Gram-negative bacteria, as well as yeasts,
revealed remarkable activities for the most of the tested compounds. It also demonstrated that
the structural modifications made to the pyrazole structure resulted in a remarkable
enhancement of the biological activity. Moreover, some of the compounds tested for their

antioxidant activity were found to have a very significant free radical scavenging capacity.

Key-words: Aza-aurone, pyrazole, hybrid heterocyclic systems, antimicrobial activity,
antioxidant activity.
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Liste des abréviations et des symboles

Abreéviations
A
APTS : acide paratoluénesulfonique
Ac : Acétyle
Ar : aryle
AAG : acide acétique glacial
B
BHT : Butylhydroxytoluéne
Bn : Benzyle
BTBA : Bromure de tétrabutylammonium
C
CMI : concentration minimale inhibitrice
CPME : Cyclopenthyl méthyl éther
CCM : Chromatographie sur couche mince
Cat : Catalyseur
D
DIPEA : N,N-diisopropyléthylamine
DCM : Dichlorométhane
DPPH": 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
DDQ : 2,3-dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone
DMSO : Diméthylsulfoxyde
DCE : Dichloroéthane
DMAC : N,N diméthylacétamide
DMF : Diméthylformamide
DMAP : 4-dimethylaminopyridine
DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undéc-7-éne
DPNI : diphénylnitrilimine
d : Doublet
dd : Doublet de doublet
E
ee : exces énantiomérique
Et : Ethyle
équiv : équivalent
G
GP : Groupement Partant
H
HT-29 : Adénocarcinome du colon
HepG-2 : cancer du foie humain
Hela : cancer du col de I'utérus
h : Heure
HFIP : hexafluoroisopropanol
Hz : Hertz
HSQC : Heteronuclear single-quantum
correlation spectroscopy
I
IR : Infrarouge
ICs0 . Concentration inhibitrice a 50%

M
ml : millilitre
MDR-TB : multidrug-resistant tuberculosis
MCPBA : acide métachloroperbenzoique
m : Multiplet
min : Minutes
mol : mole
m- : Métha
Me : Méthyle
MeOH : Méthanol
MHz : Mégahertz
MCEF7 : Cancer du sein
N
NHC : carbéne N-hétérocyclique
N° : Numéro de produit
0
o- : Ortho
Pr
PEG : polyéthyléne glycol
P.f. : Point de fusion
Ph : phényle
ppm : Partie par million
p- : Para

Rdt : Rendement
R- : Substituant R
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
rd : rapport diastéréomérique
T
TMS : Tétraméthylsilane
THF : Tétrahydrofurane
t.a. : Température Ambiante
TMEDA : Tétraméthyléthylénediamine
t: Triplet
td : Triplet de doublet
tBu : tert-Butyle
S
SN : Substitution Nucléophile
s : Singulet
X
XDR-TB : tuberculose ultrarésistante (Extensively
Drug-Resistant Tuberculosis)

Symboles
°C : Degré Celsius
v : Frégquence de vibration
J : Constante de couplage
A : Reflux
o : Déplacement chimique
puM : micromole
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Les composés hétérocycliques constituent un champ tres intéressant pour la recherche de
nouveaux medicaments candidats et occupent une place importante en chimie organique en
raison de leurs remarquables caracteristiques structurelles et de leurs diverses applications [1—
4]. lls présentent un intérét majeur dans le domaine biologique, médicinal et thérapeutique
(vitamines, antibiotiques, antitumoraux, antioxydants, etc), aussi bien dans le secteur
industriel et technologique (inhibiteurs de corrosion, colorants, pesticides, etc) [5-10]. Ceci
est la raison pour laquelle la chimie des hétérocycles constitue I'un des axes de recherche les
plus étudiés et les plus développés et reste toujours I'une des principales sources de nouvelles
molécules médicamenteuses.

Les composés pyrazoliques comptent parmi ces systemes hétérocycliques dotés de bioactivité
importante [8-10]. lls entrent dans la conception de nombreux produits utilisés dans divers
domaines tels que, pharmaceutique, biologique, agricole et médicinal, ce qui les rendent
particulierement attractifs [7—10]. La synthese de nouveaux dérivés de pyrazole et I'étude de
leurs comportements chimique et biologique ont suscité beaucoup d'importance au cours des
dernieres années, ce qui est traduit par le grand nombre de travaux publiés [11-14]. Les
dérivés de pyrazole possedent des propriétés pharmacologiques intéressantes telles que des
activités antibactérienne [11], antioxydante [13], antifongique [15] et autres. D’autre part, les
pyrazoles sont utilisés comme matériaux de départ pour la construction de nouvelles
substances bioactives, comme réactifs de chélation et d'extraction pour de nombreux ions
métalliques lourds [16,17].

Récemment, différentes stratégies novatrices ont été congues pour la conception et la
découverte de nouveaux candidats-médicaments prometteurs capables de remédier a diverses
pathologies [18,19]. Parmi elles, I’introduction de modification structurale dans la structure
d’une substance bioactive d’origine naturelle ou synthétique, ou bien 1’association de deux ou
plusieurs pharmacophores dans un seul squelette moléculaire [20]. Ces approches ont déja été
utilisées avec succes pour le développement de nouvelles classes d'entités structurelles a
vocation médicinale avec de nouveaux mecanismes d'action [20-22]. Parmi eux, de nombreux
pyrazoles fonctionnalisés sont déja disponibles sur le marché en tant que médicaments pour le
traitement de certaines pathologies [23,24]. De méme, des analogues hybrides dont le
squelette est formé de pharmacophore pyrazole et d'autres hétérocycles biologiquement actifs
ont montré des applications pharmaceutiques potentielles grace a I’effet synergique des deux

pharmacophores [25,26]. 11 devient donc cohérent d’intensifier la recherche dans ce domaine
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sachant que les hétérocycles azotés restent une source d'inspiration fructueuse pour les
industries pharmaceutiques et médicinales.

Compte tenu des effets bénéfiques montrés par les hétérocycles, les axes de recherche
développés au sein de notre laboratoire, et particulierement notre équipe de recherche «
Synthese des Hétérocycles a Visée Thérapeutique » sont orientés vers la synthése de nouveaux
composés hétérocycliques originaux [27-29] et I’évaluation par la suite de leurs activités dans
les domaines biologiques [30,31]. Dans la continuité de ces travaux de recherche, 1’objectif
que nous nous sommes fixé dans cette thése est d’accéder par des méthode de synthése
pratiques et efficaces a de nouveaux composés hétérocycliques azotés en utilisant les 2-
arylidéne-indolin-3(2H)-ones comme matériaux de base, ainsi que 1’étude de leurs

caractéristiques structurales et leurs applications dans le domaine biologique [32-37].
Les résultats que nous avons obtenus lors de cette étude sont répartis sur quatre chapitres :

Le premier chapitre porte sur la synthese et la caractérisation des aza-aurones qui constituent
les réactifs de base utilisés dans ce travail.

Le deuxieme chapitre est consacré a la synthese des spiropyrazolines via la réaction de
cycloaddition dipolaire-1,3 des aza-aurones avec les nitrilimines, ainsi qu’une évaluation de
I’activité antimicrobienne et antioxydante des composés obtenus. Un apergu bibliographique
sur les méthodes utilisées pour évaluer 1’activité antimicrobienne et antioxydante est donné
dans ce méme chapitre.

Dans le troisieme chapitre, nous présentons les différentes méthodes de synthése utilisées
pour préparer de nouveaux dérivés de pyrazoles, ainsi que les résultats obtenus des études
préliminaires in-vitro de I’activité antimicrobienne et antioxydante.

Le quatrieme chapitre est dédié a la synthése de nouveaux hétérocycles hybrides en faisant
appel a la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3, suivie de I’évaluation de 1’activité
antimicrobienne sur quelgues souches microbiennes pathogenes.

Chacun des quatre chapitres explorés au cours de cette thése contient, outre les données
bibliographiques les plus intéressantes sur le plan biologique, les différentes méthodes de
synthése utilisées pour accéder aux différents types de composés recherchés. Les résultats
auxquels nous sommes parvenus, aussi bien sur le plan synthétique que pour la caractérisation
des produits préparés sont décrits et commentés.

En conclusion, nous dressons un bilan des résultats les plus significatifs accompagnes de

quelques perspectives.
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I. Introduction

Les composés carbonylés «,f-insaturés ont suscité beaucoup d’intérét, en raison de leur
structure relativement simple, ainsi que leurs activités biologique et pharmacologique trés
variées [1-3]. La chimie des composes carbonylés a,f-insaturés est devenue un champ de
recherche trés vaste depuis la découverte des derives dotés des propriétés biologiques
remarquables [3,4].

Parmi les composés carbonylés o,f-insaturés, les 2-arylidéne-indolin-3(2H)-ones dites aza-
aurones sont des composés hétérocycliques analogues des aurones isomeéres des flavones. Ils
comportent une fonction amine secondaire intracyclique qui vient remplacer 1’éther de la
structure classique des aurones (figure 1.1). Ces dérivés renferment dans leur structure un
systeme de carbonyle o,f-éthylénique avec une double liaison exocyclique, ce qui leur
confére une grande réactivité et faisant d’elles, d’excellents précurseurs et des synthons
polyvalents dans la conception et la synthése d’une variété de nouveaux hétérocycles dotés
d’un bon profil pharmaceutique [5-9]. Elles sont en particulier largement employées en tant
que blocs de construction synthétiques polyvalents des composés spiro-carbocycliques et

hétérocycliques [7,8,10].

Figure 1.1. Structure de 1’aza-aurone.

Les aza-aurones, constituent une catégorie importante de composes hétérocycliques qui
présentent des excellentes propriétés biologique et pharmacologique [11-15]. lls constituent
aussi la structure de base de certaines molécules intéressantes isolées a partir des sources
naturelles [16,17]. Ceci est la raison pour laquelle la recherche des processus synthétiques
permettant ’accés a ces dérivés et 1’étude de leurs propriétés biologiques sont toujours
I’objectif de plusieurs chercheurs [5,11,13,14,18,19]. Dans ce premier chapitre nous décrivons
certaines activités biologiques des dérivés de I’aza-aurone, suivi d’un apergu bibliographique
sur les différents procédés de leurs synthese et réactivité. A la fin du chapitre nous donnons la
méthode adoptée pour la synthese des aza-aurones ainsi que leur caractérisation par les
techniques spectroscopiques usuelles. Une conclusion et une partie expérimentale cl6tureront

ce chapitre.
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I1. Intérét biologique des dérivés de ’aza-aurone

Les aza-aurones comptent parmi les molécules hétérocycliques, ayant suscité un intérét
considérable du fait de leurs importantes activités biologiques [11,12,14,15,20]. Cependant,
d’aprés ’analyse des données de la littérature seules quelques investigations limitées, a notre
connaissance, qui montrent 1’intérét pharmacologique de ces composés ont été rapportées

jusqu'a présent.

I1.1. Activité antituberculeuse

La tuberculose est 1'une des plus anciennes infections de I’homme induites par une souche de
Mycobacterium tuberculosis, traitée généralement par une combinaison de médicaments. Au
fil du temps d'autres formes [MDR-TB] et [XDR-TB] plus résistantes sont apparues et par
conséquent de nouveaux agents anti-mycobactériens puissants sont sollicités pour palier a
cette résistance.

Dans le but de développer de nouveaux agents antituberculeux, Campanico et al. [21] ont
réalisé un criblage in-vitro d’une chimiothéque contenant des aurones (A), aza-aurones (B) et
leurs précurseurs N-acétylés (C) contre la souche M. tuberculosis (figure 1.2). Les résultats
ont montré que les aurones sont inactives contre la souche M. tuberculosis a la concentration
maximale testée 20 uM, tandis que les aza-aurones et leurs homologues N-acétylés ont
présenté une puissante activité contre la souche M. tuberculosis. Certains dérivés de 1’aza-
aurone ont montré une capacité inhibitrice de la croissance de plus de 99 % de la souche M.
tuberculosis in-vitro a des valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMlgg) inférieures
a4 uM (figure 1.2). De plus, quelques dérivés de 1’aza-aurone ont donné une activité contre
des isolats cliniques de M. tuberculosis multirésistantes (MDR-TB) et ultrarésistantes (XDR-
TB) aux médicaments a des valeurs de CMI inferieurs & 10 uM. En outre, les études de
stabilité métaboliqgue microsomiale réalisées sur quelques dérivés ont montré que les N-
acetylaza-aurones sont rapidement désacétylées et transformées en leurs homologues aza-

aurones.
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CMlyy = 1,36 uM contre CMlIgg = 0.6 pM contre CMIgy=0.736 uM contre ~ CMlgg = 0.37 uM contre
M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis
CMI=9.15 uM contre

CMI = 7.55 uM contre
MDR-TB et XDR-TB MDR-TB

w Processus métabolique

R -
N R'
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Figure 1.2. Structures et activité anti-mycbactérienne des dérivés de 1’aza-aurone contre M.
Tuberculosis.

I1.2. Activité antimicrobienne
En 2011, Gein et al. ont exploré les 2-aroylmethyléne-6-hydroxy-2,3-dihydroindol-3-ones

pour leur potentiel antimicrobien [22]. L’évaluation de l'activité antimicrobienne des aza-
aurones a été réalisée contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Les résultats ont
montré que la plupart d'entre elles présentent une bonne activité inhibitrice contre les souches
testées. Les aza-aurones substituées par le Chlore et le Fluore se sont avérées les plus actives

(figure 1.3).

O

HogN ClH
H 9

CMI = 500 pg/ml contre St. aureus CMI = 500 pg/ml contre St. aureus
=500 pg/ml contre E. coli =250 pg/ml contre E. coli

O

J

Figure 1.3. Structures et activité antimicrobienne des dérivés de lI'aza-aurone.

11.3. Activité anticancéreuse

Le cancer sous ses différentes formes représente actuellement I'une des menaces les plus
graves pour la santé humaine. Bien que de nombreux agents anticancereux soient disponibles,
de nombreuses tumeurs restent difficiles a guérir, ce qui entraine des taux de mortalité élevés.

e
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Le probleme de toxicité, le développement rapide de la résistance et I'efficacité limitée des
agents anticancéreux disponibles soulignent l'urgence de nouveaux composés capables de
surmonter les limites des médicaments existants.

En 2020, Téth et al. [23] ont rapporté 1’évaluation de 1’activité anticancéreuse d’une
chimiothéque de 140 composés de dérivés d’aurones, aza-aurones, flavones, chalcones et
d’autres analogues vis-a-vis deux lignées cellulaires du sarcome utérin humain, une sensible
aux medicaments (MES-SA) et 1’autre multi-résistante aux médicaments (MES-SA/Dx5). Les
résultats du criblage effectué ont révélé que parmi les analogues structuraux des aurones,
certains dérivés de 1’aza-aurone ont montré une cytotoxicité plus élevée contre les cellules
résistantes et les lignées cellulaires sensibles (figure 1.4). L’analyse de la relation structure-
activité indique que la substitution de I'oxygéne intracyclique dans les aurones par un atome
d'azote contribue a la toxicité sélective contre les lignées cellulaires. De plus, la présence des
groupements alkyles sur le cycle aromatique améliore significativement les valeurs de 1’1Csyo,
mettant en évidence l'impact de 1’effet hydrophobe et/ou la taille de la chaine alkyle sur

I’efficacité anticancéreuse contre les deux lignées (figure 1.4).

e \

iPr
1Csy=17,8 uM contre la lignée MES-SA 1C5y=17,1 uM contre la lignée MES-SA
1C5y= 3,7 uM contre la lignée MES-SA/Dx5 1Csy = 5,8 uM contre la lignée MES-SA/Dx5

1Csy = 11,9 uM contre la lignée MES-SA 1C5y=9,2 uM contre la lignée MES-SA
ICsy = 3,4 pM contre la lignée MES-SA/Dx5 IC5y=19,5 uM contre la lignée MES-SA/Dx5

\. J

Figure 1.4. Structures et activité anticancéreuse des dérivés de I'aza-aurone.

Dans le méme cadre, Gerby et al. [11] ont teste une série des 2-arylidene-indolin-3(2H)-ones
pour leur activité antiproliférative en tant que candidats potentiels pour le traitement des

tumeurs de la vessie. Les résultats du test ont révélé que le composé (Z2)-2-(2-
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fluorobenzylidéne)-4,6-diméthoxy-indolin-3(2H)-one  montre une meilleure  capacité

inhibitrice et proliférative des cellules tumorales de la vessie (figure 1.5).

Figure 1.5. Fluorobenzylidene indole-3-one

Une autre série des dérivés de I’aza-aurone a été évaluée pour son activité antitumorale contre
la lignée cellulaire de carcinome du foie humain (HepG-2) et la lignée cellulaire de carcinome
du col de l'utérus humain (Hela) et la lignée cellulaire hépatique humaine normale (WRL-68)
[13]. Les résultats des tests biologiques préliminaires ont révélé que certains dérivés de 1’aza-
aurone inhibent selectivement les lignées cellulaires cancéreuses I'HepG-2 et I'Hela avec des
valeurs de 1’ICso comprise entre 5,6 et 8,8 pug/mL, sans endommager la cellule normale. En
outre, la relation structure-activité a révélé que les substituants donneurs d'électrons au niveau
du cycle B jouent un rdle important dans 1’amélioration de l'activité antitumorale contre les

cellules cibles (figure 1.6).

H3C
1Cso="1.5 ng/mL contre HepG-2 IC50=174 pg/mLscontre HepG-2 1C50=5.6 pg/mL contre HepG-2
= 7.8 ug/mL contre Hela. = 8.8 pg/mL contre Hela. = 6.3 pg/mL contre Hela.

Figure 1.6. Structures et activité antitumorale de certaines aza-aurones contre les lignées
cellulaires cancéreuses HepG-2 et Hela.

Dans une autre étude, Jia et al. [12] ont évalué les aza-aurones non substituées au niveau du
cycle A pour leurs propriétés antitumorales contre les lignées cellulaires cancéreuses HT-29
(adenocarcinome colorectal humain), K562 (leucémie myéloide humaine) et HepG2 (cancer

du foie humain). Parmi les dérivés testés, les composés 2-(2-nitrobenzylidéne)indolin-3-one
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(@) 2-(4-(trifluoromethyl)benzylidene)indolin-3-one (b) ont montré une bonne activité

antitumorale (figure 1.7).

ICsy=2.33 uM contre K562 CF;
=2.24 uM contre HepG-2 1C5y=2.27 uM contre K562
=2.04 uM contre HT-29 = 3.47 uM contre HepG-2

> 10 pM contre H1-29

Figure 1.7. Structures et activités des dérivés de I'aza-aurone.

11.4. Activité Antipaludique

Le paludisme est une maladie infectieuse tropicale causée principalement par un parasite
protozoaire du genre Plasmodium falciparum. Il constitue une menace sérieuse pour la santé
humaine malgré la disponibilité de certains medicaments antipaludiques. Dans 1’objectif de
pallier au phénoméne de la résistance du parasite aux médicaments observé au fil du temps,
ainsi que les effets secondaires enregistrés lors du traitement, plusieurs chercheurs se sont
impliqués dans la découverte de nouvelle génération d'antipaludéens. Dans ce cadre, Souard
et al. [15] ont testé I’activité antipaludique des dérivés de 1’aurone et 1’aza-aurone. Les
résultats ont montré que la substitution de I'atome d'oxygéne intracyclique dans les aurones
par le groupe N-H, a globalement conduit a des analogues azotés plus actifs. Presque la
plupart des dérivés de I’aza-aurone ont inhibé de facon significative la croissance de la souche
résistante a la chloroquine de Plasmodium falciparum cultivée sur des érythrocytes humains.
Certaines aza-aurones ont présenté une valeur de 1’ICso inférieure a 5 pM (figure 1.8).
L'analyse de la relation structure-activité a révélé que la présence des groupements
hydrophobes au niveau du cycle B est tres favorable et conduit a une augmentation
substantielle de l'activité. En particulier, la 4,6-diméthoxy-4'-éthylaza-aurone a montré une

activité antipaludique puissante avec une valeur de I’ICspde 1 pM sans toxicité notable.
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MeO

ICs=3,7 uM

N(CH), - OCH,4

Figure 1.8. Structures et activité antipaludique (ICso) de certaines aza-aurones contre
la souche de P. falciparum résistante a la chloroquine.

Dans une autre étude, Carrasco et al. [14] ont évalué les dérivés de 1’aza-aurone et N-
acétylaza-aurone pour leur activité antipaludique contre les stades érythrocytaire (stade
sanguin) et hépatique des parasites du paludisme. En général, les aza-aurones se sont révélées
trés puissantes et sélectives contre le stade sanguin d'une souche de Plasmodium falciparum
résistante a la chloroquine a des valeurs de ECsop micromolaires faibles, tandis que leurs
homologues N-acétylés se sont avérés moins actifs. Ce résultat suggere que le groupe NH de
I'aza-aurone est essentiel pour atteindre de bons niveaux de I’activité antiplasmodiale. De
méme, certains aza-aurones ont montré une bonne capacité inhibitrice de développement des

parasites au stade hépatique de Plasmodium berghei (figure 1.9).
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ECs50=0.11 uM contre P. falciparum ECs5y=0.13 uM contre P. falciparum
=0.81 uM contre P. berghei

o 0
O o O N
N
H
a OO
CF

ECsy=0.20 uM P, falci ECsy = 0.53 uM P. berghei P ECs=075uM contre
50 = 0.20 uM contre P. falciparum 50 = 0.53 uM contre P. berghei P. berghei Q

Figure 1.9. Structures et activité antiplasmodiale (ECso) des aza-aurones

I11. Méthodes de synthése des dérivés de I’aza-aurone

Comme nous l'avons cité précédemment, les composés contenant le squelette aza-aurone
présentent une variété d'activités biologiques. Par conséquent, la synthese de ces derives
demeure toujours sollicitée. Des efforts considérables ont été déployés par les chercheurs
chimistes pour développer des méthodes de synthese du squelette aza-aurone différemment
substitué. Nous présenterons ci-apres quelques voies de synthése décrites dans la littérature.

I11.1. Synthese multi-étape

I11.1.1. A partir de ’aniline

En 2003, Lawson et al. [24] ont rapporté la synthése des dérivés de 1’aza-aurone a partir de la
3,5-diméthoxyaniline selon la procédure décrite dans le schéma I.1. Dans la premiére étape, la
3,5-diméthoxyaniline a réagit avec le chloroacétonitrile en présence du chlorure d'aluminium
et de trichlorure de bore suivi d'une hydrolyse acide, pour donner I’intermédiaire 2-amino-[1-
chloroacétophénones b (réaction de Houben—-Hoesch). Le produit b obtenu est cyclisé en
milieu basique puis acétylé pour conduire a la formation du composé I-acétyl-4,6-diméthoxy-
2,3-dihydroindol-3-one c. La condensation de Knoevenagel entre le produit ¢ forme et les
aldéhydes aromatiques dans un milieu hydro-alcoolique en présence de 1’hydroxyde de

potassium a permis l'obtention des aza-aurones d.
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OMe O OMe g
MeO NH, 1) AICIy/BCl, cl '
_N benzeéne, A 1) K,CO5 Acétone/A
+ (Cl — —_—
~7 JHC(NVA MeO NH, DAO.85°C Mo N

(a) OMe (b) (© )io

MeO

R=H, 4-Et, 4-SCH3;, 4-Cl, 2,4,6-triOMe, naphtyl

Schéma 1.1. Voie de synthése des dérivés de 1’aza-aurone

Cette méthode a été souvent reprise [11,25] récemment pour synthétiser les dérivés de I’aza-

aurone différemment substituées [13,14,21,23].

I11.1.2. A partir de I’ortho-nitroacétophénone

Aksenov et al. [26] ont mis au point une nouvelle approche de synthese simple et efficace
permettant la synthese des aza-aurones a partir des dérivés de I'ortho-nitroacétophénone. Cette
méthode consiste a préparer dans un premier temps les chacones par la réaction de
condensation aldolique de [I'o-nitroacétophénone avec les aldéhydes aromatiques. Les
chacones préparées sont traitées par le cyanure de potassium (KCN) dans un milieu
hydroalcoolique puis acidifiées avec I'acide acétique. Les auteurs ont remarqué que la réaction
conduit d’une maniére inattendue a la formation des dérivés de la 2-cyano-2-arylideneindolin-

3-one (schéma 1.2).

R i i KCN, MeOH/H,0 P /N
= 5 € 2 R 7
4+ ArCHO AcOH/EtOH Ar A N o
0 O
R N N* AcOH, 65°C R N Ar
0 0
R =H, OCH;
Ar = CHs, 0-(F)CgHy, p-(F)CgHy, m-(C)CoHy, p-(CHCoHy, p-(Br)CoHy, p-(OCH;)CeH, p-(N(CH;),)CoH,,
2-pyridin-2-yl, 3-pyridin-2-yl, 4-pyridin-2-yl

Schéma 1.2. Préparation des derivés de la 2-arylidéne indolin-3-one

I11.2. Synthese one-pot
Les aza-aurones peuvent étre synthétisées d’une maniere sélective selon une méthode efficace
et pratique basée sur un couplage de Sonogashira carbonylant pallado-catalysé entre des

iodoanilines et des dérivés acétyléniques sous pression du monoxyde de carbone, suivie par
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une cyclisation intramoléculaire [27]. La réaction aboutit a la formation des dérivés de 1’aza-

aurones souhaitées avec des bons rendements (schéma 1.3).

R
R ! Pd(PPh;),, NEt;
+ R CECH ——M
NH, CO, CgHsOCH,
=H,NO,, CL F
= H, OCH,

Schéma 1.3. Elaboration des aza-aurones par couplage de Sonogashira carbonylant suivi d'une
cyclisation par action de la triphénylphosphine

Une approche de synthése similaire a été développée par Li et al. en 2017 [28]. Dans cette
stratégie, les 2-benzylidéneindolin-3-ones ont été préparées par le couplage des 2-iodoanilines
substituées avec des acétyléniques aromatiques en utilisant I'acide formique comme source de
monoxyde de carbone et I'anhydride acétique comme agent d'activation (schéma 1.4). Ce
protocole donne un acces simple a une grande variété de dérivés de I’aza-aurone avec des
bons rendements, une bonne sélectivité et une tolérance exceptionnelle aux différents

groupements fonctionnels.

! _ Pd(PPhs),, NEt;
R + Ar—C=CH + HCOOH » R —
NH, Ac,0, Toluéne E Ar
R =H, 5-CL, 5-Br, 5-F, 4-F, 5-OCHj, 5-CFj3, 4-CHj3, 5-CO,CH;4

Ar = C¢Hs, p-(OH3)C¢Hs, p-(CH;)C¢Hs, m-(CH;3)C¢Hs, 0-(CH3)CgHs, p-(OCH;)CgHs,
p-(CDCeHs, p-(F)CeHs, p-(Br)CgHs, p-(CF3)CeHs

-

\. J

Schéma 1.4. Synthese sélective de benzylideneindolin-3-ones catalysée par le palladium avec
I'acide formique comme source de CO.

111.3. Synthese en une seule étape

La synthese des aza-aurones a été également effectuée a partir des dérivés de 1’ortho-
azidochalcone par transformation thermique comme elle a été rapportée dans la littérature.
Cependant, le mécanisme de formation de ces composés n’est pas clairement défini. (schéma

1.5) [29].

A
0 j ' 0
Toluéne ©f/g—\
A —
N
N3 H Ar
Ar= C6H5’ p-OCH3C6H4

Schéma 1.5. Formation d'indoxyle a partir d'azoture

e
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Une autre voie alternative pour la synthese des 2-(pyridinylméthyléne)indolin-3-ones avec de
bons rendements a été rapportée [30]. Dans cette méthode, les aza-aurones ont été obtenues
par une cyclisation intramoléculaire des dérivés de la 2'-aminochalcone en présence de

1’Amberlyst®-15 comme catalyseur acide relativement fort (schéma 1.6).

0 0

<O Z Ar Amberlyst®-15 <O m
O NH, AcOH O Iﬁl Ar

Ar = 2-, 4-pyridinyl

Schéma 1.6. Synthése des 2-(pyridinylméthylene)indolin-3-ones par cyclisation
intramoléculaire des 2'-aminochalcones.

Les aza-aurones peuvent également étre synthétisées par la condensation one-pot de 3-
aminophénol avec des a-cétoesters via une substitution aromatique électrophile dans 1’acide
acetique a chaud [22]. La réaction conduit a la formation de 2-aroylméthyléne-6-hydroxy-2,2-

dihydroindol-3-ones d’une maniére sélective avec des rendements variables (schéma 1.7).

OH O OH
©\ /Q)K/\[(O\CHs AcOH
+
NH, R o A HO

R = H, 4-Cl, 4-F, 4-CH;0, 4-CHj, 3,4-(CH;0),, 4-NO,, 3-OCHj, 2,4-(Cl),, 4-Br

Schéma 1.7. Réaction en cascade des aza-aurones

Récemment, Aksenov et al. ont développé une approche synthétique plus rationnelle des aza-
aurones (schéma 1.8) [31]. Cette méthode permet de synthétiser en une seule étape des dérivés
de la 2-cyano-2-arylidéneindolin-3-one a partir des aldéhydes et des ortho-nitroacétophénones
sans génération du produit intermédiaire I'ortho-nitrochalcone [26]. Cette réaction implique
une condensation aldolique initiale suivie d’une addition de type Michael d'anion cyanure sur
la chalcone intermédiaire, qui subit a son tour une cyclisation intramoléculaire pour donner

les produits souhaités.

o 0

N
R KCN R W
MeOH/H,0, A _
.+ OHC-Ar >
R N2 AcOH, 65°C R N A
1
O
R = H, OCH; OCH,CH,0
Ry = CeHs p-(OCH3)CgHy, p-(CH3)CoHy, p-(E)CoHy, p-(iPr)CeHy, p-(tBu)CgHy,
p-(F)CgHy, m-(CCgHy, p-(CHCgHy, p-(Br)CgHy, m-(F)-0-(CH3)CeHy

Schéma 1.8. Nouvelle approche synthétique de synthése des azaaurones
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IV. Reéactivité des aza-aurones

Les aza-aurones comportent dans leur structure une fonction cétone o,p-insaturée
exocyclique, ce qui leur procure un bon profile en tant que produits de base polyvalent et
pratique pour la synthése d'une grande variété de composés hétérocycliques a squelette
polycyclique [32,33]. La partie a,f-énone de la molécule est une unité favorable a la réaction
de cycloaddition dipolaire-1,3 avec les différents dipdles ainsi que la réaction de
cyclocondensation avec les différents réactifs portant des sites nucléophiles et fournit
d'importants systemes de cycles spiro et poly-hétérocycliques intéressants (figure 1.10)
[7,8,10,32].

Systémes tricycliques Azaaurones Systémes spirocycliques
et hétérocycliques

Figure 1.10. Importance des aza-aurones dans certains volets de la recherche

Dans ce cadre, nous citons ci-apres quelques travaux de recherche focalisés principalement

sur I’étude de la réactivité des aza-aurones vis-a-vis de différents réactifs.

IV.1. Synthése des composés tricycliques a partir des aza-aurones

Velzheva et al. ont étudié¢ le comportement des dérivés de 1’aza-aurone vis-a-vis des
composés a méthylene actif a savoir le malononitrile en présence de la triéthylamine [34].
Cette réaction conduit a la formation des 2-amino-4-aryl-5-acétyl-3-cyano pyrano[3,2-
blindoles aprés cyclisation intramoléculaire du produit de Michael intermédiaire. Les
composés pyraniques ainsi obtenus sont transformés par la suite dans une solution

hydroalcoolique de KOH a chaud en 2-alkoxy-4-aryl-3-cyano-3-carbolines (schéma 1.9).

0
N\ _cN KOH/H,0
N R'OH

_

A
e

R =H, Br, i-C3H7, NO
R ’ ’ 3017 2
R'= CH3, CzH5 R

Schéma 1.9. Réaction des aza-aurones avec le malononitrile
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En 2019, Zhou et al. [32] ont montré que la réaction des (Z)-2-arylidéne indolin-3-ones avec
le malononitrile en présence de la cinchonine comme catalyseur organique chiral au lieu des
catalyseurs basiques conduit a la formation des pyrano[3,2-bJindoles d’une maniére
hautement stéréosélective (schéma 1.10). Les composés désirés ont été générés avec
d’excellents rendements jusqu'a 94 % et avec une énantiosélectivité remarquable jusqu'a 98
% d’excés énantiomérique. Certains pyrano-indoles obtenus ont montré une activité

antibactérienne in vitro contre S. aureus et S. epidermidis.

cinchonine % N
H/. N NH2
0 N, / |l| O
. . . o ! N —cN
NC Cinchonine v \
R, — > — - H-. — =~ Ry
N R NC Toluéne, -20°C O N R
\ R AN \
R4 N2 ’/ N R4
NC Ry
7° R,
NC

R = C6H5, 2-C|C6H4, 3-C|C6H4, 4-C|06H4, 2-BrCGH4, 3-BFCGH4, 4-BrC6H4, 4-FCGH4, 2,4-C|206H3, 4-NOZC6H4, 4-
MeOCgH,, 4-MeCgHy, 4-iPrCqH,, 2-Furyl, 2-Thienyl, COOEt

Ry = SOzph, SOzMe

R, = H, 5-Cl, 6-Br, 5-BnO

Schéma 1.10. Synthese asymeétrique des 4H-Pyrano[3,2-b]indoles

La réaction hétéro Diels-Alder énantio et diastéréosélective est I'une des approches les plus
simples et efficaces pour la synthése des hétérocycles avec de multiples centres
stéréogeniques. Dans ce contexte, Yang et al ont engagé les aza-aurones comme diéne dans la
réaction de Diels-Alder a demande inverse d'électrons [35]. Les auteurs ont montré que la
réaction de cycloaddition [4+2] entre les dérivés de la (Z)-2-arylidene indolin-3-one et les
aldéhydes comme diénophiles enrichis catalysées par une amine secondaire chiral en présence
de I’acide 3-nitrobenzoique a permis d'obtenir des dérivés d’hydropyrano[3,2-b]indoles
chiraux hautement fonctionnalises avec des rendements modérés a bons et une

stéréosélectivité élevée (schéma 1.11).
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Ar
OJ(Ar
OH
o NH OTMS o s
R
acide 3-nitrobenzoique 2
RHE:Eng TV - R >
N R CH2C|2, Hzo, t.a. N R
\ \
SO2Ph _ _ SO,Ph
Ar
Ar OTMS
NN/RZ
“R
R = C6H5, 2-C1C6H4, 3-C1C6H4, 4-C1C6H4, 2-BI'C6H4, 3-BI'C6H4, 4-BI'C6H4, 4-FC6H4, 2,4-C12C6H3, 4-
N02C6H4, 4-MCOC6H4, 4-MCC6H4, 4—iPrC6H4, 2—Furyl, 2—Thienyl, COOEt
R, =H, 5-Cl,5-Br,5-F, 6-Br, 5-BnO, 5-MeO
R, = methyl, ethyl, propyl, 2-methylpropenyl

Schéma 1.11. Synthese stéréosélective d'hydropyrano[3,2-bJindoles via une réaction oxa-
Diels Alder a demande inverse d'électrons

L’implication des (Z)-2-arylidéne indolin-3-ones comme intermédiaires de base dans la
synthése des pyridazinoindoles biologiquement actives a été aussi rapportée par Velezheva et

[36]. Cette synthése est réalisée par I’action du cyanure de potassium sur les
arylidéneindolin-3-ones dans le diméthylsulfoxyde. Le produit de 1’addition-1,4 de Michael
ainsi obtenu est mis en réaction par la suite avec I'hydrate d'hydrazine dans de I'acide acétique
a chaud (schéma 1.12). La réaction de cyclocondensation aboutit a la formation des
pyridazinoindoles avec des rendements compris entre 60 et 90%. Les auteurs ont testé
I'activité antimycobactérienne des produits hétérocycliques synthétisés contre la souche
Mycobacterium tuberculosis. La plupart des pyridazinoindoles ont montré une activité

antituberculeuse appréciable.

N=N
NaHaH0 1 \ /) NH:
~ DMSO AcOH A N
D)
R

R = H, 4-Cl, 4-F, 4- CH3O 4-CHs, 4-N(CH3),, 2-F, 2-Cl, 3-Br, 4 -iC3H,
R, =H, Br, CH,

Schéma 1.12. Voie de synthése des pyridazinoindoles a partir des azaaurones

IV.2. Synthése des composés spirocycliques a partir des aza-aurones
Les réactions de cycloaddition constituent I’'une des méthodes les plus efficaces et plus utiles

appliquees dans la synthese des spiro-cycles et des spiro-hétérocycles bioactifs a partir de

e
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petites molécules incorporant des cétones a,f-insaturée [37,38]. En particulier, une réaction
de cycloaddition dipolaire-1,3 implique I’interaction d'un dipolarophile avec un dipdle-1,3
approprié de maniere concertée conduisant au processus de cyclisation. Pour la suite de notre
étude bibliographique, I’utilisation des aza-aurones en tant que dipolarophile pour la synthese
de molécules spiraniques plus complexes est rapportée [10,33].

Lévai et Patonay ont engagé les aza-aurones en tant que dipoloarophile dans la réaction de
cycloaddition dipolaire-1,3 avec le diazométhane [33]. La réaction fournit les dérivés des
spirocyclopropanes apres dénitrogénation spontanée de la spiropyrazoline intermédiaire

formée (schéma 1.13).

O = CH,N,
N
H O CH,Cl,/Ether

R

R =H, CH,

Schéma 1.13. Synthése des spirocyclopropanes

Dans une autre étude, le comportement des aza-aurones vis-a-vis des arylnitriloxydes via la
réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 a été également étudiée. Boughaleb et al ont mis la
(2)-2-benzylidene indol-3-one en réaction avec le nitrile oxyde généré in-situ par I’action de
la triéthylamine sur le précurseur chloré du dip6le a chaud [10]. La réaction de cycloaddition
conduit d’une maniére hautement sélective a la formation d’un seul régioisomere (schéma

1.14).

Schéma 1.14. Synthése de spiroisoxazoline indolinone

En 2016, Zhang et al. ont utilisé les dérivés de I’aza-aurone comme intermédiaires essentiels
pour la synthese de spiropyrrolidine oxindoles [7]. Les auteurs ont examiné la réactivité des
(2)-1-acétyl-2-arylideneindoline-3-ones vis-a-vis des aldimines o-hydroxy aromatiques

précurseurs d’ylures d'azométhine en présence d’un organocatalyseur chiral. La réaction de
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cycloaddition dipolaire-1,3 asymetrique catalytique abouti a la formation des spiropyrrolidine

oxindoles avec des rendements élevés et d'excellentes stéréoselectivités (schéma 1.15).

CO,Et

0O

R1 NS
N R
Ac Ra OH

R= 2—MeCGH4, 3-C|C6H4, S-MGCGH4, 4-FCGH4,
4-CICgHy, 4-BrCgHy, 4-CNCgH3, 4-CF3CqH.,
4-MeOCGH4, 4-MeCGH4, CGH4

R = H, Cl, Me

R, = H, 5-Cl, 4-MeO

Schéma 1.15. Réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 asymétrique organocatalysée par la
thiourée a base d’alcaloide de quinquina

Récemment, les ylures de soufre ont été largement utilisés comme d'excellents synthons pour
la construction d'aziridines, d'époxydes ou de cyclopropanes avec des imines, des composes
carbonylés ou des oléfines déficientes en électrons, respectivement [39]. Dans ce cadre Tang
et al. ont soumis les (Z)-2-arylidéneoxindoles a 1’action des bromures de sulfonium en
présence de carbonate de potassium dans 1’acétonitrile [8]. La réaction procede par une
addition-1,4 de Michael des ylures de soufre sur le systeme conjugué des aza-aurones, suivie
d’une substitution nucléophile SN2 intramoléculaire de I’intermédiaire de Michael pour
conduire a la formation des dérivés de spirocyclopropane indolinone d’une fagon hautement
diastéréoselective. Le mécanisme proposé pour I’obtention des spirocyclopropanes est

représenté dans le schéma 1.16.
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o)
7 0 O R
| K,COj s 02
Ry Y /§QJ\R2 R, \
, R o- CH4CN, ta. N
GP H R
0O SN2 -SM62
— Mezs\)J\ —
+ .. R>
N - +
0 : O MeS O
o ‘,’I C' /\ ||--/<
R'] —\ 7 > R1 \ R2
N R N R
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R= CgHs, 2-NO,CgHy4, 4-NO,CgHy, 3-BrCgHy, 4-BrCgHy, 3,4-Cl,CgH3, 3-CICgH4, 4-CICgHy,
2-MeCgHy, 3,4-(MeQ),CgH3, 2-Furyl, 2-Thienyl

R4=H, 5-Cl, 6-Br, 4-Br

R,= CgHs, 2-NO,CgHy, 4-BrCgH,,4-FCgHy4, 4-MeOCgHy, 3,4-Cl,CgH3

GP= SO,Ph, Ac, SO,Me

Schéma 1.16. Synthése hautement diastéréosélective de derives de spiro-cyclopropane.

En 2014, Guo et al. ont rapporté une nouvelle méthodologie pour la construction des
spirocyclopentanone oxindoles a partir des dérivés de l'aza-aurone [6]. L’utilisation d’un
carbéne N-hétérocycliqgue (NHC) comme catalyseur de la réaction entre les aldéhydes «,f-
insaturés avec les dérivés de I'aza-aurone permet la formation des produits désirés avec des
bons rendements et une grande pureté optique (jusqu'a 95% ee). Les auteurs ont proposé un
mécanisme plausible pour la formation du spiro-hétérocycle. Tout d'abord, le sel de triazolium
chiral utilis¢é comme précatalyseur est déprotoné par I’action de DBU pour produire un
catalyseur organique NHC, qui s’additionne ensuite sur des dérivés cinnamaldéhydes pour
générer les homoénolates. Ces derniers agissent par une addition-1,4 de Michael sur les aza-
aurones, suivie d'une tautomérisation pour produire un groupe acyle. Puis, la cyclisation
stéréosélective de I'intermédiaire obtenu donne les produits finaux et régénere

I'organocatalyseur NHC (schéma 1.17).
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0] (0]6)
R4 Cat R4
— + Rexccho = SN\,
N R DBU, THF N "Ry
Ac 50°C Ac R
R = C6H5, 4-C|C6H4, 3-C|CGH4, 3-MECGH4, 4-MeOC5H4, 3-MEOC6H4, 2-fury|
R4 =H, CI

R2 = CGH5! 4-M906H4, 4-MEOC5H4,4-M62NCGH4, 4-FC6H4, 4-C|CBH4, 4-BrC6H4, 2-fury|, Me

Schéma 1.17. Synthese stéréosélective des spiro-cyclopentanone oxindoles catalysée par un
carbene N-hétérocyclique

Comme nous I’avons deécrit, les aza-aurones possédent des propriétés biologiques et
thérapeutiques importantes. De plus, elles sont largement utilisees comme intermédiaires clés
dans la synthese de divers hétérocycles tels que les pyranes, pyrolindines, isoxazolines,
cyclopropanones, pyridazines, cyclopentanone, etc. Tenant compte des données
susmentionnées, nous avons décidé de synthétiser les dérivés de 1’aza-aurone toute en se
basant sur les méthodes rapportées et en utilisant les réactifs disponibles dans le laboratoire

dans le but d’étudier leur réactivité par la suite.

V. Synthese des dérivés de I’aza-aurone au laboratoire

Pour notre part, nous avons adopté la méthode décrite dans le schéma 1.18 pour la synthése
des dérivés de 1’aza-aurone. Initialement, Nous avons synthétisé 1’acide orthophenylglycine
en portant a reflux pendant quatre heures 1’acide anthranilique et 1’acide monochloroacétique
en quantités équimolaires dans une solution aqueuse de carbonate de sodium. Ensuite, le
diacide obtenu est cyclisé dans I’anhydride acétique en présence de triéthylamine. Le mélange

réactionnel est porté a reflux pendant une heure et conduit a la formation du diacétylindoxyle
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selon une cyclisation de Rdssing avec un rendement modéré [40]. Enfin, le diacétylindoxyle
obtenu est condensé sur les aldéhydes aromatiques en présence de la soude. Cette derniere
¢tape est réalisée apres le passage d’un courant d’azote pour chasser I’oxygene de ’aire du

milieu réactionnel [40-42].

COOH

@COOH Na,CO; / Hy,0
+ CICH,COOH >~ A~
Reflux 4h N COOH
NH, 0
AC2O /NEt3
Reflux 1h O
0
1) NaOH(2M) / N, {
2) ArCHO / A N
R = H, OCH,, Cl, Br, CH, /¥O

Schéma 1.18. Méthode adoptée pour la synthése des dérivés de 1’aza-aurone

La structure de 1’aza-aurone obtenue a été établie par les méthodes spectroscopiques usuelles
(IR, RMN 1D et 2D).

a) Spectre IR du composé la

Le spectre infrarouge du composé 1a présente en particulier une bande d’absorption intense
vers 1690 cm™? attribuée a la vibration de la liaison C=0 de la fonction cétone. On reléve
aussi une bande d’absorption vers 3354 cm™ caractéristique a la vibration de la liaison N-H
(figure 1. 11).

168047
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82020 =
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Figure 1.11. Spectre IR du composé la

b) Etude spectrale RMN 'H du composé 1a
Le spectre RMN du proton de la (Z)-2-benzylideneindolin-3-one la préparé présente en

particulier en plus des signaux attribuables aux protons aromatiques qui résonnent entre 6,96
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ppm et 7,78 ppm. Un signal singulet situé a 6,89 ppm relatif au proton éthylénique Hp. Le
déplacement chimique obtenu pour le proton Hg montre que 1’aza-aurone obtenue adopte la
géomeétrie Z, cette constatation est appuyée par les données motionnées de la littérature [13—
15]. Pour I’isomére E ont doit s’attendre a des valeurs beaucoup plus faibles pour le
déplacement chimique du proton Hg [14,43]. Le proton de I’amine secondaire du noyau
indolinone résonne a 6,95 ppm. Nous donnons dans la figure 1.12 le spectre RMN *H du
composé la.

Spectre 1H de MCH (CDC13)
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Figure 1.12. Spectre RMN-'H du composé 1a enregistré dans CDCls.

¢) Etude spectrale RMN 3C de I’aza-aurone 1a

L’analyse du spectre RMN *C du composé 1a montre en particulier la présence des signaux
caractéristiques suivants : Un signal situé a 186,5 ppm caractéristique du carbone de la
fonction carbonyle (C=0) qui confirme la geométrie Z [13,14]. Tandis que dans le cas de
I’isomére E, le signal du groupement carbonyle doit apparaitre vers 183 ppm [43]. Un autre
signal a 111 ppm attribuable au carbone éthylénique (Cg), ceci confirme d’avantage la
stéréochimie Z de la double liaison carbone-carbone [13,14,44]. Les carbones aromatiques

résonnent dans I’intervalle 111 ppm et 153 ppm (figure 1.13).
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Figure 1.13. Spectre RMN 3C du composé 1a enregistré dans CDCls.

L’attribution du signal du carbone Cp a été effectuée a ’aide des spectres RMN-2D
hétéronucléaire (*H-'3C) des aza-aurones obtenues. Sur le spectre du composé la (figure
1.14), on remarque que le signal du proton Hg a 6,89 ppm est corrélé avec le signal a 111 ppm
assigné au carbone Cg, ce qui confirme les constations précédentes.
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L’¢tude des données spectrales obtenues a travers le dépouillement des différents spectres
RMN (*H et ¥C), nous a permis de constater que les différentes aza-aurones adoptent la
configuration Z. Les résultats obtenus sont en bon accord avec les données de la littérature
[12,14,15,24,44].

Les propriétés physiques et données spectrales issues du dépouillement des spectres RMN des

aza-aurones préeparées sont regroupées dans le tableau ci-apreés.

Tableau 1.1. Propriétés physiques et données spectrales des aza-aurones synthétisées (1a-€).

RMN-'H (5 en ppm) RMN-2C (3 en ppm)
Pdts R  Pf.(°C) Rdt (%)
o(R) o(NH) o(Hp) o(R) &(Cp) d(CO)
la H 176-178 90 - 6,95 (CDCl3)? 6,89 - 1115 186,5

lb OCHs 178-180 93 3,86 6,89 (CDCl3) 6,87 554 1121 186,7

1c Cl 258-260 85 - 9,86 (DMSO-d6) 6,93 - 108,6 186,8
id Br 242-244 91 - 9,84 (DMSO-d6) 6,60 - 108,3 186,3
le CHs 212 80 2,34 6,90 (CDCls) 6,86 224 1131 186,5

aSolvant dans lequel enregistré le spectre RMN

VI. Conclusion

Dans ce premier chapitre, nous avons abordé une mise au point bibliographique sur 1’intérét
biologique des aza-aurones et leurs dérivés, comme nous avons aussi présenté certaines
stratégies de leur synthése et des différents travaux consacrés a 1’étude de leurs réactivés.
Cette étude bibliographique nous a permis de choisir la stratégie adéquate pour la synthése
des dérivés de 1’aza-aurone. Notre stratégie de synthése est une sequence réactionnelle
constituée de trois étapes: une substitution nucléophile, suivie d’une cyclisation
intramoléculaire dite de Roéssing et une condensation de Knoevenagel avec les aldéhydes
aromatiques sous courant d’azote. Les aza-aurones sont obtenues avec de bons rendements et
sont caractérisées par les méthodes physicochimiques et spectroscopiques usuelles.
L’ensemble des résultats obtenus nous a montré que toutes les aza-aurones préparées adoptent
la géométrie Z. Vu le grand intérét que présente ces molécules sur le plan chimique et
biologique, nous avons opté dans un premier objectif pour 1’étude de la réactivité des dérivés
de I’aza-aurone préparées en tant que matériaux de base vis-a-vis des nitrilimines pour
construire de nouvelles molécules spirohétérocycliques et 1’étude de leur évaluation

biologique.
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Partie expérimentale

a) Synthése de l’acide orthophénylglycine carboxylique

Dans un ballon de 500 ml surmonté d’un réfrigérant, on place 300 ml d’eau contenant 0,32
mole de carbonate de sodium, 0,15 mole d'acide anthranilique et 0,15 mole d'acide
monochloroacétique. Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant quatre heures. La
solution est ensuite purifiée sur charbon actif, refroidie et acidifiée par I’acide chlorhydrique
concentré, un solide jaune se dépose. Le solide obtenu est ensuite filtré et recristallisé dans
I’éthanol (Rdt = 81 %, P.f. =242 °C) [45,46].

COOH

HACOOH

Figure 1.15. Acide orthophénylglycine carboxylique
b) Synthése du diacétylindoxyle

Dans un réacteur de 250 ml surmonté d’un réfrigérant, 10 g de diacide sont additionnés a une
solution d'anhydride acétique (100 ml) et de triéthylamine (12 ml). Le mélange réactionnel est
porté a reflux, la solution devient rouge puis noircit avec le temps et on maintient le chauffage
pendant 30 min. Puis, I’excés de 1’anhydride acétique et la triéthylamine est éliminé sous
pression réduite et le résidu réactionnel est lavé avec de I’eau et extrait avec le
dichlorométhane. Aprés évaporation du solvant, le résidu est purifié sur gel de silice avec
comme ¢éluant un mélange d’hexane-éther éthylique, puis recristallisé dans I’éthanol. Apres
filtration, le diacétylindoxyle est obtenu sou forme des aiguilles jaunes obtenus (Rdt = 40 %,
Pf =280 °C) [45,46].

>3
%o

Figure 1.16. Diacétylindoxyle
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c) Synthése des aza-aurones 1(a-e)

Dans un tricol surmonté d’un réfrigérant, d’'une ampoule a brome et d’un barboteur d’azote,
on place 50 ml d’une solution aqueuse de soude (2N). Le courant d’azote est barboté dans la
solution sous agitation magnétique pendant 10 min. Ensuite, le diacétylindoxyle (0,01 mole)
est additionné. Le mélange est port¢ au reflux jusqu’a dissolution totale. A 1’aide de
I’ampoule a brome 0,015 mole de I’arylaldéhyde dissout dans 4 ml d’éthanol est additionné
goutte a goutte, le reflux et I’agitation sont poursuivis jusqu’a I’apparition d’un solide orange.

Le solide est ensuite filtré et lavé plusieurs fois a 1I’eau et recristallisé dans 1’éthanol.

0]

L,
T O
R
R= H, OCH3, Cl, Br, CH3

Figure 1.17. Les derives de 1’aza-aurone (1a-e)
(Z)-2-benzylideneindolin-3-one (1a): Rdt = 90 %; P.f.: 176-178 °C, IR (v, cm™): 3354 (N-
H), 1690 (C=0); RMN-!H (300 MHz, CDCls) (é/ppm): 6,89 (s, 1H, =CH-), 6.95 (s, 1H, NH),
6.94-6.99 (td, 1H, Har, J = 0.6 Hz, J = 7.8 Hz), 7.03 (d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 7.28-7.36 (m,
1H, Har), 7.41-7.51 (m, 3H, Har), 7.55-7.58 (dt, 2H, Har, J = 0.6 Hz, J = 7.8 Hz), 7.72-7.75 (dt,
1H, Ha, J = 0.6 Hz, J = 7.8 Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 111.70, 112.09,
120.63, 121.64, 125.01, 128.55, 129.20, 129.58, 134.71, 135.37, 136.24, 153.35, 186.78
(C=0).

(Z2)-2-(4-methoxybenzylidene)indolin-3-one (1b): Rdt = 93 %; P.f.: 178-180 °C; IR (v, cm™):
3365 (N-H), 1695 (C=0); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 3.86 (3H, s, OCH3), 6.87
(1H, s, =CH-), 6.89 (s, 1H, NH), 6.95-7.05 (m, 4H, Ha), 7.45-7.55 (m, 3H, Ha), 7.76 (d,1H,
Har, J = 7.6 Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 55.40, 112.10, 112.23, 114.80, 120.54,
122.05, 124.91, 127.28, 131.23, 134.29, 135.84, 153.09, 159.95, 186.45 (C=0).
(2)-2-(4-chlorobenzylidene)indolin-3-one (1c): Rdt = 85 %; P.f.: 258-260 °C; IR (v, cm™):
3354 (N-H), 1685 (C=0); RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds) (6/ppm): 6.62 (s, 1H, =CH-), 9.86
(s, 1H, NH) , 6.93(t, 1H, Har, J = 7.38 Hz) , 7.14 (1H, d, Har, J = 8.07 Hz) , 7.50-7.60 (m, 4H,
Har), 7.75 (d, 2H, Har, J = 8.5 Hz); RMN-13C (75 MHz, DMSO- ds) (6/ppm): 108.68, 113.05,
120.40, 124.64, 129.38, 131.91, 133.22, 133.57, 135.15, 136.96, 154.65, 186.83 (C=0).
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(Z)-2-(4-bromobenzylidene)indolin-3-one (1d): Rdt = 91 %; P.f.: 242-244 °C ; IR (v, cm™):
3342 (N-H), 1660 (C=0); RMN-'H (300 MHz, DMSO- dg) (6/ppm): 6.60 (s, 1H, =CH-), 6.93
(t, 1H, Har, J = 7.38 Hz), 7.13 (1H, d, Har, J = 8.07 Hz), 7.51-7.61 (m, 4H, Ha) , 7.69 (d, 2H,
Har, J = 8.5 Hz), 9.84 (s, 1H, NH); RMN-13C (75 MHz, DMSO-ds) (6/ppm): 108.3, 113.1,
120.9, 124.2, 129.9, 131.8, 133.2, 133.4, 134.9, 136.5, 154.2, 186.3 (C=0).
(2)-2-(4-methylbenzylidene)indolin-3-one (1e): Rdt=80% ; P.f.: 212°C ; IR (v, cm™): 3359
(N-H), 1692 (C=0); RMN-'H (300 MHz, CDCls3) (5 /ppm) : 2.34 (3H, s, CH3), 6.86 (1H, s, H
méthylénique), 6.90 (s, 1H, NH), 6.96-7.08 (m, 4H, Har), 7.47-7.57 (m, 3H, Har), 7.78 (d,1H,
Har, J = 7.6 Hz) ; RMN-3C (75 MHz, CDCl3) (8 /ppm): 22.4, 113.1, 115.2, 114.8, 120.5,
122.0, 124.9, 127.2, 131.2, 134.2, 135.7, 154.0, 159.8, 186.5 (C=0).
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Chapitre 11 : Synthése de spiropyrazoline indolin-3-ones a partir des aza-aurones

I. Introduction

Les composés spiro-hétérocycliques constituent une classe importante d’hétérocycles qui ont
recu une attention particuliére en raison de leur présence dans des produits bioactifs, naturels
et synthétiques [1-4]. Ces hétérocycles sont dotés d’une rigidité conformationnelle
caractéristique et une géomeétrie tridimensionnelle leur permettant des interactions fortes avec
des cibles biologiques [1].

Les spiropyrazolines comptent parmi les spiro-hétérocycles ayant suscité un intérét
considérable en chimie hétérocyclique [5-9]. Leur structure moléculaire de base est formée de
cycle pyrazoline connecté a un second cycle par I’intermédiaire de I’atome de carbone C5
pyrazolinique (figure 11.1). Le carbone spiro est l'attraction principale de la spiropyrazoline

qui offre un renforcement et une rigidité a ce systeme.

Rlll){\\

Figure 11.1. Structure des spiropyrazolines

La fraction spiropyrazoline a été incorporée dans une variété des molécules dotés de
nombreuses propriétés pharmacologiques [5,7,9-20] (figure 11.2). En raison de I'importance
biologique et pharmacologique des spiropyrazolines, une attention particuliere a été accordée
a la synthese de ces motifs et a I'étude de leurs activités potentielles [16,17,20]. En outre, ces
hétérocycles sont devenus des cibles intéressantes dans la synthése organique en raison de
leur implication comme synthons bénéfiques pour I’obtention des spirocyclopropanes, des
pyrazoles, et d’autres structures moléculaires a valeur ajoutée. Par conséquent, la recherche
des procédures efficaces et pratiques pour la synthese des spiropyrazolines demeure toujours

un sujet pertinent et opportun dans le domaine de la synthése organique.
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%Q

Ar = Ph, 204 30 2C4 38

Agents antimicrobiens

Figure 11.2. Spiropyrazolines biologiquement actifs

Les spiro-indolinones, appelés aussi spiro-oxindoles sont parmi les structures spiraniques les
plus privilégiées dans le domaine de la chimie médicinale [21-24]. lls sont prédominants dans
le squelette de base de plusieurs alcaloides naturels dotés de propriétés biomédicales tres
prononcées tels que la Fluorocurine, la Rauniticine, la Mitraphylline, la Horsfiline,

Mitragynine, la Rhynchophylline, I'Austamide, la Brévianamide B, etc (figure 11.3) [2,23,25].

I=z

Horsfiline Rauniticine

Brévianamide B Rhynchophylline Austamide

Figure 11.3. Produits naturels contenant le noyau indolinone

Malgré que les composeés spirohétérocycliques formés de noyaux indolin-2-one et pyrazoline
ont montré une bio-activité remarquable contre des souches cellulaires cancéreuses et micro-

organismes pathogénes [10-13,17,20,26], 1’étude bibliographique réalisée montre que les

e
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spiropyrazoline indolin-3-ones n’ont pas été suffisamment étudiés et exploités dans le
domaine de la chimie médicinale.

La formation des nouveaux motifs spiropyrazoline-indolinone par combinaison du squelette
indolinone avec l'unité pyrazoline serait donc une stratégie tres attrayante et prometteuse dans
I’enquéte des molécules dotées d’activités biologiques potentielles. Dans le cadre de nos
travaux de recherche dédiés a la synthese des composés spiraniques [27,28], nous présentons
dans ce deuxiéme chapitre la synthése d’une nouvelle gamme de spiropyrazoline indolinones
3 a partir des arylidéne-indolin-3(2H)-ones 1 et les résultats de 1’évaluation de leurs activités
biologiques. Avant de présenter nos résultats nous décrivons dans un premier lieu les

méthodes décrites dans la littérature pour la synthése des spiropyrazoline indolin-2-ones

1. Méthodes de synthése des spiropyrazoline oxindoles

Au cours des dernieres années, la synthése des spiropyrazoline-oxindoles a suscité un intérét
accru, en raison de la présence des squelettes pyrazoline et oxindole dans plusieurs molécules
bioactives. Les données de la littérature mentionnent une multitude de méthodes permettant
I’accés aux dérivés du spiropyrazoline oxindole [8,29]. Les réactions de cyclocondensation et
de cycloaddition dipolaires-1,3, sont parmi les stratégies classiques de synthése les plus

généralement employees.

I1.1.  Synthése des spiropyrazoline oxindoles par réaction de cyclo-condensation

La réaction de cyclocondensation est un exemple typique de réactions organiques dans
laquelle deux molécules ou fragments interagissent en s’unissant pour former une seule
molécule [8,11]. A ce processus de condensation, une perte d'une petite molécule a savoir
H20, HCI, etc, est généralement associée [26,30]. Ces réactions de condensations occupent
une place de choix en synthése organique et sont trés employées pour la synthese de noyaux
hétérocycliques de tailles variées [26,29]. Dans cette section, nous décrivons un bref apercu
sur les réactions de cyclocondensation appliquées a la synthese de spiropyrazoline oxindoles.
L'indole-2,3-dione dite isatine est un précurseur précieux en synthese organique, elle est
impliquée dans plusieurs applications en chimie pour la construction de molécules bioactives
[31]. En présence d'une base, ces indole-2,3-diones réagissent avec l'a-tétralone ou des
acetophénones para-substituées pour fournir des intermédiaires carbonylés a,f-insaturés. Les
chalcones préparées sont ensuite mises en réaction avec I'hydrazine ou la phénylhydrazine
dans des conditions de reflux d'éthanol pour donner les spiropyrazoline oxindoles souhaitées
(schéma 11.1) [32-34].
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o]
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o] c — ~»
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R
R 1
(0] R,
CH R
3 HO
R, R
OH
Ri L /e
o _ PhNHNH,
R=H,Br N KOH
R4 = OEt, OtBu
R2 = H, N02
Schéma 1.1

Dans un autre travail, Aoyagi et al. ont soumis des dérivés de la 3-phénacylideneindolin-2-
one N-substituée a I’action de I'hydrate d'hydrazine. Les auteurs ont isolé des spiropyrazoline
indolinones avec des rendements modérés a excellents (schéma 11.2) [35]. Les spiropyrazoline
oxindoles synthétisés ont été ensuite traités par l'anhydride acétique pour aboutir a la
formation de nouveaux analogues acétylés. Récemment, Monteiro et al. ont utilisé les 3-
phenacylideneindolin-2-ones substitués avec l'atome d’azote non protégé comme substrats de
base et ont montré que la réaction de cyclocondensation avec I’hydrazine conduit également

aux spiropyrazoline oxindoles avec des bons rendements [17].
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Ph
N PP
/ 0 HN
N2H4, Hzo ACZO
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R R
R =H, Me, Allyl, Ac, Bn
Ph
N< Ph
/ 0 HN
NoH,4
R O ———R 0
N EtOH N
H H
R =H, 5-Cl, 5-Br
Schéma 11.2

I1.2. Syntheése des spiropyrazoline oxindoles par réaction de cycloaddition dipolaire-
1.3

Les réactions de cycloaddition dipolaire-1,3 représentent I'une des stratégies les plus aisément
appliquées a la construction d'hétérocycles bioactifs d'importance pharmaceutique [18,36].
Résultant des travaux pionniers de Rolf Huisgen [37,38], les réactions de cycloaddition
trouvent toujours des applications potentielles en chimie organique synthétique et en chimie
médicinale, et sont souvent une étape déterminante dans la construction de nouveaux
hétérocycles [29]. La caractéristique essentielle du mécanisme de la cycloaddition dipolaire-
1,3 est la régio- et la diastériosélectivité qui lui sont associées, ainsi que l'interaction du
dipble-1,3 avec le dipolarophile qui s’effectue d’une maniére concertée [8]. Plusieurs travaux
décrivent la réaction de cycloaddition dipolaire entre des dipdles-1,3 tels que les nitrile
imines, les diazoalcanes avec des dipolarophiles portant des céetones «,f-insaturées
exocycliques pour générer les spiropyrazoline oxindoles ont été rapportés. Cette section
fournit un apercu global de I'approche cycloaddition dipolaire-1,3 pour 1’obtention des

molécules spiraniques renfermant a la fois les noyaux indolinone et pyrazoline.

11.2.1. Les dipbles-1,3 nitrile imines
Depuis la découverte des nitriles imines (NI) (figure 11.4) par Rolf Huisgen [39], ces dipbles-
1,3 ont attiré beaucoup I'attention des chimistes organiciens en raison de leur large application

dans la synthése de molécules biologiquement actives [36].

RisgNy-Re =——— R—CaN-N-R,
Forme allylique Forme propargylique
Figure 11.4

e
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Les nitrilimines ne sont pas isolées en raison de leurs instabilités, elles sont générées in situ en
milieu réactionnel a partir de leurs précurseurs halogénés sous I’action d’une base (schéma
11.3). Elles peuvent également étre préparées par oxydation des aldéhydes hydrazones, par
thermolyse des tétrazoles substitués, ou encore par dégradation photochimique des sydnones
[40,41]. Cependant, la méthode la plus courante pour former les NIs est la

déshydrohalogénation d’halohydrazonyles in situ en milieu basique.

R1
H _
N_N_R2 base R‘]‘CENiN—RZ
X
X =Cl, Br
Schéma 11.3

Les NIs subissent des réactions régiosélectives de cycloaddition dipolaire-1,3 avec des
alcenes et conduisent de préférence aux pyrazolines 5-substituées. En général, la
régiosélectivité des cycloadditions dipolaires-1,3 est interprétée dans le cadre des interactions
orbitalaires HOMO et LUMO du dipdle et du dipolarophile. La diastéréo-sélectivité quant-a-
elle est souvent liée a la stéréochimie du dipolarophile (faces non identiques), et/ou, au

dipble-1,3 possédant un centre stéréogene et a 1’effet du catalyseur [29,36].

a) Synthese régio- et diastéréosélective

Singh et al. ont rapporté la synthése des spiropyrazoline 2-oxindoles via une réaction de
cycloaddition dipolaire-1,3 des nitrile imines avec des 3-alkylidéne oxindoles avec
d'excellentes régio- et diastéréosélectivité [42]. Les auteurs ont montré que la nature des
précurseurs des nitrile imines exerce un effet considérable sur le résultat de la réaction de
cycloaddition. Les produits spiraniques ont été obtenus avec des rendements plus élevés a
partir des bromures d’hydrazonoyles qu'a partir des dérivés chlorés correspondants. De méme,
les substitutions a toutes les positions possibles de 1’oxindole ont été bien tolérées (schéma
11.4).

R « \\o o)
| JCOEt G ol NE, N
(0] + N\ R |
= N NH t.a. (81-94%) N~R,
1 H R2 O
X = Cl, Br; R = H, CO,Et N
R, = H, 5-Br, 5-F, 5-Cl, 6-Br, 6-Cl, 7-F, 7-C| ; R,=Ph,Bn R1  H

Schéma 11.4. Synthése de spiropyrazolines-oxindoles
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Une étude similaire a été réalisée par 1I’équipe de Monteiro en utilisant la réaction de
cycloaddition dipolaire de nouveaux type des nitriles imines pour la construction des
spiropyrazoline [17]. Les spiropyrazolines oxindoles ont été synthétisés par réaction des 3-
méthyléne-indolinones appropriées avec des chlorures d'hydrazonyle (schéma 11.5). Les nitrile
imines utilisés ont été générés in situ par la déshydrohalogénation des pressureurs chlorés en

présence d'une base.

R
R cl N
J yRe CH,Cly, NEts R '
o N > N\Ph
S N NH t.a. (80-90%) o}
1 H PH > N
R = CO,Et, Ph, COPh, 4-(OCH3)CgH. !
R, = H, 5-Br, 5-F, 5-Cl, 6-Br, 6-Cl, 7-F, 7-Cl
R, = Ph, t-Bu, 4-(OCH3)CgH,

Schéma 11.5. Synthése de spiropyrazolines-oxindoles

b) Synthése régio- et énantiosélective

La réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 énantiosélective constitue une voie de synthese
pour une variété d'hétérocycles chiraux, qui peuvent servir de blocs de construction
synthétiques en chimie hétérocyclique. Dans ce cadre, Wang et al. ont développé une nouvelle
cycloaddition dipolaire-1,3 catalytique asymétrique des nitrile imines avec des 3-alkylidéne
oxindoles et 3-arylidéne oxindoles en utilisant un complexe chiral (L-Mg(ClO4)2) d'un ligand
N,N'-dioxyde pour I’élaboration des spiropyrazoline oxindoles chiraux (schéma 11.6) [43].
L'utilisation du métal Mg(ClO.)2 et du ligand N,N'-dioxyde en présence de DIPEA a permis
d'obtenir une excellente régiosélectivité et une énantiosélectivité élevée jusqu'a 99 % ee dans
le cas ou le substituant en position g du substrat méthylene-indolinone est un groupe alkyle
volumineux ou un groupe aryle ortho-substitué. La nature stérique des substituants sur les 3-
alkenyl-oxindoles est d’une grande influence sur I'énantiosélectivité, par rapport aux

propriétés électroniques des substituants.
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R Ar1
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o, >:N/ r (10 mol %) R4 . Ar
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Boc Ar 60°C N
Boc
AN |
oz 3 R = t-But, i-Pr, CgHs, 0-(Cl)CgH4, m-(Cl)CgH4, 2,6-(Cl),CgH3,
: /\ ' O-(BF)CGH4, p-(NO2)CGH4, 2,3-(OCH3)206H3, 1-naphthyl
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| L (N,N'-dioxyde) !

Schéma 11.6. Syntheése énantiosélectivite des spiropyrazoline oxindoles

Une cycloaddition dipolaire-1,3 énantiosélective catalytique similaire a été décrite par Gerten
et al. [44] ou les nitrile imines ont été générés a partir des bromures d'hydrazonoyle (schéma
11.7). Les spiropyrazoline-oxindoles ont été synthétisés avec des bons rendements (jusqu'a 98
%) et une grande énantiosélectivité jusqu'a 99 % ee en présence d'un catalyseur généré in situ

a partir de Mg(NTf2)2 et d'un ligand bisoxazolinique.

R
/ L (11 mol %)
Br HN-=Ar Mg(NTf), (10 mol %)
o . >:N/ -
N NEts, -78°C

A
)=o k

R= t-BUt, C6H5, O-(F)CGH4, m-(OCH3)C6H4, p-(OCH3)C6H4, p-(CI)C6H4,
p-(Br)CeHy, p-(CF3)CeHy, 3,4,5-(0CH3),CeH;

R1= t-But, CgHs, CH3, Ot-But

Ar=m-(F)CgHy, p-(Br)CeHy, p-(CF3)CeHy

Arl= CGHs, m—(Br)C6H4, O-(BF)CGH4’ 0-(F)C6H4, p—(CF)C6H4

Schéma 11.7. Synthése asymetrique des spiropyrazoline-oxindoles

11.2.2. Les dipbles-1,3 diazo phosphorylés
Les composés diazo phosphorylés sont des précurseurs utiles ayant trouvé un large éventail

d'applications potentielles en synthése organique [45]. La réaction de ces derniers avec les
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a,p-énones ou d’autres dipolarophiles est une approche efficace pour la synthése d'une grande
variété de spiropyrazolines phosphorylés.

Gupta et al. ont rapporté I'application du réactif de Bestmann-Ohira (a-diazo-B-oxopropyl
phosphonate) comme dipdle approprié dans la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 [46].
Les autours ont montré que la réaction des 3-arylidéne oxindoles avec le réactif de Bestmann-
Ohira dans le méthanol en présence de 1’hydroxyde de potassium a donné des
spiropyrazoline-oxindoles d’une maniére régio- et diastéréosélective et avec des rendements
¢levés. Un mécanisme plausible implique 1’action de 1'anion diazophosphonate généré sur les
chalcones d’une manicre concertée pour fournir aprés une protonation les spiropyrazoline

oxindoles phosphonates souhaités est donné dans le schéma 11.8.

Ar /
o\ /O\
1 @ ome / o) o) °C N R
)k(rp\/ . o KOH, MeOH, 25 X HN 0
Ny H 0
N
H

Ar = CgHs, 4-(OMe)-CgHy, 4-(Cl)-CgHy, 4-(Me)-CgHy, 3-(Me)-CgHy, 2,4-(Me)-CeHy, 4-(F)-CeHy,
4-(CN)-CgHy, 4-(CI)-CgHy4

-~ OMe
OMe O B} O-r OMe OMe
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Schéma 11.8. Synthése des spiropyrazoline oxindoles phosphonylés

L’étude de la réaction des dérivés de [D’isatylidéne malononitrile avec le
diazométhylphosphonate de diméthyle pour la construction des spiropyrazoline oxindoles
phosphonates a été également explorée [47]. Le diazométhylphosphonate de diméthyle connu
par le réactif de Seyferth-Gilbert a été largement utilisé pour la synthése des hétérocycles
phosphonylés [48]. La réaction est effectuée en présence d’un dérivé d'alcaloide de quinquina
comme catalyseur et a permis la synthese d'une série de spiro-phosphonylpyrazoline-

oxindoles chiraux avec de bons rendements et d'excellentes énantiosélectivités (schéma 11.9).
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Schéma 11.9. Synthése asymétrique des spiropyrazoline oxindoles phosphonylés

11.3.  Synthése des spiropyrazoline oxindoles par réaction multi-composante

Les réactions multicomposantes (RMCs) sont apparues comme une nouvelle stratégie en
chimie organique synthétique pour la découverte des médicaments. Les RMCs constituent un
outil de synthese précis permettant d'accéder a des produits présentant une complexité et une
diversité structurelles en combinant trois substrats ou plus en une seule étape, avec une
efficacité de synthese et un nombre réduit de réactions et d'étapes de purification. Elles sont
devenues de plus en plus utilisées dans tous les domaines de la synthese organique.

Comme décrit précédemment, les spiropyrazoline oxindoles sont généralement synthétisés par
les méthodes de synthese classique basées sur les réactions de cycloaddition dipolaire-1,3 ou
de condensation comme étape essentielle. Cependant, Rezvanian et Babashah ont récemment
réussi a développer une méthode alternative aux syntheses traditionnelles pour accélérer
I'acces aux spiropyrazoline oxindoles hautement fonctionnalisées [49]. Cette approche repose
sur l'utilisation d’une réaction a six composants de méthyleéne actif, d'isatine, d'hydrate
d'hydrazine et de dithioacétal nitrocétene en une seule étape. Les réactifs sont combinés dans
des conditions douces a température ambiante et en I'absence de catalyseur. Les produits
désirés sont obtenus avec des bons rendements. Le mécanisme réactionnel proposé par les

auteurs est détaillé dans le schéma 11.10.
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Une autre nouvelle approche verte, multi-composante, en une seule étape pour accéder aux
spiropyrazoline oxindoles hautement fonctionnalisées a été decrite par Singh et al. (schéma
I1.11) [50]. La réaction met en jeu les dérivés de I'isatine, des hydrazines substituées et la 2-
phénylacétophénone ou la propiophénone dans des conditions douces sans catalyseur. Les
réactifs sont combinés pour fournir les produits souhaités avec des rendements élevés et des

temps de réaction courts.

-
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Schéma 11.11

I1.4.  Synthése des spiropyrazoline oxindoles par des azoesters
Les composes azoiques disubstitués par des groupements attracteurs d'électrons, tels que les

groupes acyle, ester et nitrile, sont largement utilisés comme réactifs en synthése organique.
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Les azodicarboxylates de dialkyle sont les substrats les plus disponibles parmi les azoiques et
les plus utilisés en tant qu’éléments essentiels pour la synthése de molécules complexes [51].

Un nouveau protocole impliquant les azodicarboxylates de dialkyle pour la synthese des
spiropyrazolines oxindoles hautement fonctionnalisés a été rapporté par Yang et al. [12]. La
réaction des 3-alkylidéne-oxindoles et les azodicarboxylates de dialkyle en présence de la
triphénylphosphine dans le tétrahydrofurane (THF) a température ambiante conduit a la
formation des spiropyrazoline oxindoles avec des bons rendements et une diastéréosélectivité
élevée. Le mécanisme de la formation des produits spiraniques commence par la genération
des intermédiaires zwitterioniques (zwitterions de Huisgen) par 1’action de Ia
triphénylphosphine sur les azodicarboxylates de dialkyle, suivie d’une addition conjuguée
subséquente des zwitterions aux 3-alkylidéne oxindoles. La cyclisation intramoléculaire de
I'intermédiaire généré et 1’élimination de l'oxyde de triphénylphosphine conduit aux

spiropyrazoline oxindoles souhaités (schéma 11.12).
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Schéma 11.12

De méme, la réaction des adduits de Morita—Baylis—Hillman (MBH) dérivés de I'isatine avec
des azoesters catalysée par la 4-dimethylaminopyridine (DMAP) conduit aux spiropyrazoline
oxindoles d’une maniére hautement régiosélective avec de bons rendements (schéma 11.12)

[52].
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I1.5. Synthése des spiropyrazoline oxindoles par des azoalcenes

Les azoalcenes dits 1,2-diaza-1,3-dienes peuvent étre facilement générés in situ a partir des
hydrazones a-halogénées correspondantes en présence d'une base. Ces réactifs ont été établis
comme une classe puissante de blocs de construction synthétiques. Ils ont trouvé une large
application dans diverses réactions pour accéder aux composés hétérocycliques azotés. Du fait
de leur caractere électrophile, il est tres facile de réaliser sur les azoalcenes diverses additions,
ioniques de type Michaél ou concertées de type cycloaddition [53,54].

Chen et al. ont récemment publiés pour la premiére fois une nouvelle méthode alternative
pour la synthése des spiropyrazoline oxindoles par I’utilisation des azoalcénes [55]. Cette
stratégie consiste a faire réagir les dérivés de 3-bromooxindole et de 1’a-halogénohydrazone
en présence de carbonate de césium a température ambiante (schéma 11.14). La grande
tolérance des groupes fonctionnels et la simplicité opérationnelle font de ce procédé une
approche efficace et douce pour I’obtention de divers spiropyrazoline oxindoles avec des

rendements généralement élevés.
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De leur part, Quan et al. ont synthétisé une variété de spiropyrazoline oxindoles avec des
rendements allant jusqu'a 99% via le processus d'annulation [4+1] entre les ylures de
pyridinium oxindoles et les azoalcenes générés in situ par I’action de carbonate de sodium
(schéma 11.15) [56].
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Schéma 11.15

I11. Synthése des spiropyrazoline oxindoles a partir de I’aza-aurone

Depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse aux composés carbonylés a,f-insaturés
comme synthons polyvalents pour la synthése de nombreux dérivés spirohétérocycliques
[57,58]. Dans la continuité des travaux de recherche développés par notre équipe de
recherche, nous avons visé I’étude de la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 des N-phényl-
C-arylnitrilimines avec les dérivés de 1’aza-aurone. Pour ce faire, nous avons, dans un premier
temps, entrepris la synthése des chloroarylidene-phényl-hydrazone, précurseurs chlorés des
diarylnitrilimines. La préparation de ces derniers se fait en deux étapes selon les procédures
rapportées dans la littérature par Pechman et al. [59] et Huisgen [39]. les p-
aroylarylhydrazones sont préparées d’abord par action de la phénylhydrazine sur le chlorure
de benzoyle dans la pyridine anhydre [60], La chloration des hydrazones est réalisée par le

pentachlorure de phosphore dans 1’éther éthylique anhydre [59] (schéma 11.16).

O o o Py Ry

R R=H,CI 2a-b

Schéma 11.16. Synthese des précurseurs des diarylnitrilimines

Dans un deuxieme temps, nous avons mis en réaction les N-phenyl-C-arylnitrilimines avec les

aza-aurones la-e dans le chloroforme a température ambiante pour former les spiropyrazoline

e
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oxindoles souhaités 3a-i. Les N-phényl-C-arylnitrilimines sont générées in situ a partir des
précurseurs a-chloroarylidéne-phényl-hydrazones préparées 2a-b sous 1’action de la
triethylamine (schéma 11.17) [61]. La réaction conduit a un seul produit d’aprés ’analyse du
brut réactionnel par chromatographie sur couche mince. De plus, le traitement de brut
réactionnel nous a permis d’isoler d’'une maniére reproductible, un seul produit avec un bon
rendement. D’apres ’analyse du brut réactionnel, nous avons remarqué que la réaction de
cycloaddition dipolaire-1,3 aboutit uniquement au régioisomere 3 d’une maniére régio-
spécifique et dans aucun cas la formation du régioisomere 3° n’a été détectée. Le
comportement observé lors de la cycloaddition dipolaire-1,3 des aza-aurones avec les
nitrilimines est complétement différent de celui observé chez les autres analogues oxygéneés
[62] et soufrés [63]. Ces derniers conduisent & des cycloadduits spiraniques instables qui se
transforment dans le milieu réactionnel. La structure des cycloadduits synthétisés 3a-i a été
établie par les méthodes spectroscopiques usuelles (IR, RMN-tH et RMN-3C) et aussi par

I’analyse ¢lémentaire.

NEt,
CHCl; / t.a.

R =H, CI
R1 = H, OCH3, CH3, C|, Br

Schéma 11.17. Voie de synthése des spiropyrazolines 3(a-i).

I11.1. Détermination structurale des cycloadduits obtenus

La régiochimie proposée 3 est comparable a celle observée dans le cas ou le dipolarophile mis
en ceuvre est un alcéne a double liaison exocyclique, a savoir les 2-arylidéne-indan-1-ones, 2-
arylidénes-tétral-1(2H)-ones, 3-arylidéne-chromen-4(3H)-ones, L’atome d’azote de la
nitrilimine se trouve lié au carbone le plus substitué de la double liaison du dipolarophile

[6,64-66]. Cette régiochimie a été aussi vérifiée sur la base des données spectrales RMN (*H
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et 1°C) et Infrarouge (IR). Le probléme de la diastéréochimie n’est pas envisagé dans notre cas
puisque les deux faces du dipolarophile ne sont pas diastéréotopiques. Par conséquent, le
dipole peut s’approcher du dipolarophile d’un c6té comme de 1’autre pour conduire a la

création de deux centres de chiralité Cs et C'5 du cycle pyrazolinique.

I11.1.1. Spectroscopie infrarouge

Le spectre IR du cycloadduit 3a, révele en particulier la présence des bandes d’absorptions
vers 3346, 1701 et 1592 cm™ attribuables respectivement aux vibrations des liaisons N-H, du
groupement carbonyle C=0 et de la liaison C=N. La présence du groupement carbonyle

montre bien que la réaction s’est effectuée sur la double liaison exocyclique (figure 11.5).
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Figure 11.5. Spectre IR du cycloadduit 3a
111.1.2. Spectroscopie RMN *H

Le spectre RMN 'H de composé 3a montre la présence d’un signal singulet vers 5 ppm
attribuable au proton benzylique Ha, par contre pour I’autre régioisomére on doit s’attendre
pour le proton Hs a un signal déblindé par ’effet attractif de 1’atome d’azote, la valeur de
déplacement chimique de proton benzylique Hs est identique avec celles décrites dans la
littérature [6,64—66]. De plus, on reléve un signal singulet a 4,48 ppm attribuable au proton de
I’amine secondaire NH qui disparait par addition de l'eau deutéré (D20). Les protons

aromatiques quant-a-eux résonnent entre 6,47 et 7,72 ppm (figure 11.6).
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Figure 11.6. Spectre RMN H du cycloadduit 3a

111.1.3. Spectroscopie RMN 3C

Les données issues du spectre RMN *3C du produit 3a confirme d’avantage la régiochimie
proposée, le déplacement chimique observé pour le carbone spiranique Cs» est de 1’ordre de
87 ppm. Par contre, pour ’autre régioisomere il faudrait s’attendre a des valeurs beaucoup
plus faibles pour le carbone spiranique Ca4,. Cette valeur de déplacement chimique attribuée
au carbone Cs - est caractéristique d’un carbone aliphatique 1ié a un hétéroatome [6,65,66].
De méme, la valeur de déplacement chimique vers 60 ppm attribué¢e a 1’atome de carbone
tertiaire C4 du composé 3a en RMN 3C est en accord avec celles retrouvées dans la littérature
[64-66]. Les résultats spectroscopiques obtenus sont en faveur de la régiochimie proposée

pour les dérivés du spiro-pyrazoline-indolinone 3 (figure 11.7).
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Figure 11.7. Spectre RMN **C du cycloadduit 3a

Les résultats relatifs aux études spectroscopiques IR et RMN du proton et du carbone 13 et

analytiques de tous les spiropyrazolines synthétisées (3a-i) sont regroupés dans le tableau
I.1.

Tableau I1. 1. Caractéristiques spectroscopiques et analytiques des spiropyrazolines (3a-i)

Composés RMN-tH RMN-3C IR Analyse élémentaire (%)
N° R R1 S(NH)° 6(Hs) @ 8(Cs) 8(Cs») S(CO)  v(NH)Y v(CO) Calculée Trouvée
C :80,94; H: C:79,61;H:
3a - - 4,48 5,04 60,8 87,1 199,3 3346 1701 5.00:N: 1011 523 N : 097
3b ClI - 7,68¢ 5,18 61,0 87,7 200,1 3349 1703 -¢ -
C:7818;H: C:7850;H:
3c - OCHs 4,52 4,98 60,1 87,2 199,5 3345 1703 520:N:043 517:N : 063
C:7257;H: C:72,30;H:
3d ClI OCHs; 4,41 4,86 59,9 87,1 199,2 3370 1703 462:N:876 465 N:872
C:8109;H: C:8097;H:
3e - CHs 4,47 4,99 60,4 87,1 199,4 - - 540:N:9.78 541: N:097
C:7475;H: C:74,79;H:
3f - Cl 4,55 5,02 60,3 87,0 199,1 3351 1708 448 N:034 4.46:N:977
3g ClI Cl 451 497 60,0 87,1 198,9 3340 1710 - -
3h - Br 451 5,00 60,3 87,0 199,1 3373 1710 - -
3i Cl Br 4,52 4,96 60,3 87,0 198,9 3353 1706 - -

3F : Formule chimique, °8 en ppm, v en cm™, 9Spectre enregistré dans le DMSO- dg, ¢ : Analyse non réalisée
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IVV. Evaluation biologique des spiropyrazolines synthétisés

La lutte contre les maladies et la souffrance a constitué depuis longtemps une préoccupation
majeure pour I'humanité. Le développement de la science et de la technologie ont permis de
surmonter beaucoup de problemes liés a la santé des vivants, en particulier la résistance
développée au long du temps par les micro-organismes infectieux. De nouvelles stratégies
sont congues par les chercheurs dans divers domaines de la chimie pour pallier au phénoméne
de la résistance microbienne, et trouver des remedes contre les nouvelles pathologie [67,68].
Parmi les stratégies congues pour la découverte des candidats-medicaments prometteurs, la
modification chimique et structurale des principes actifs déja approuveés et disponibles, ou la
synthése de nouveaux composeés et I'évaluation de leurs propriétés biologiques [69]. En outre,
la découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique exige une approche
multidisciplinaire et complexe qui intégre de maniere interactive des compétences dans les
domaines de la chimie et de la biologie. Dans cette approche, la chimie des hétérocycles
occupe une position centrale pour fournir de nouvelles structures moléculaires intéressantes
[70-72]. C’est pourquoi, I'exploration des structures hétérocycliques dans la conception et la
découverte de médicaments est d’une popularité importante en chimie médicinale et constitue
désormais la préoccupation majeure des chimistes organiciens au cours des derniéres années.
C’est dans ce cadre que s’inscrit notre objectif dans la suite de ce chapitre qui est basé

principalement sur 1’évaluation biologique des spiropyrazoline oxindoles synthétisés.

IV.1. Evaluation in vitro de ’activité antioxydante

Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) sont inévitablement générés dans les processus
métaboliques fondamentaux pour les organismes vivants [73]. Cependant, une production
exagérée des ERO lors des réactions en chaine dans le processus d'oxydation, entraine des
dommages oxydatifs au niveau des cellules, des lipides, des protéines et des acides nucléiques
[74]. Le déséquilibre entre la production des radicaux libres et I’incapacité de 1I’organisme a se
défendre contre ces espéces, peut entrainer un stress oxydatif.

Le phénomene de stress oxydatif est considéré aujourd’hui comme une cause principale
d’apparition et de développement de diverses pathologies telles que les maladies cardio-
vasculaires, le cancer, le diabéte, I'inflammation et les maladies neurodégénératives, telle la
maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer, etc [75,76]. Pour se prémunir contre ces
pathologies, il est imperatif de concevoir et de developper des antioxydants puissants pour
protéger le corps humain contre les radicaux libres et réduire le dommage oxydatif.
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IV.1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme des atomes ou des molécules possédant un électron
non-apparié. Cette propriété confere a ces espéces une grande réactivité en raison de la
tendance de cet électron a se ré-apparier, desequilibrant ainsi d'autres molécules [77,78]. Les
molécules ainsi transformées deviennent a leur tour d'autres radicaux libres et initient ainsi
une réaction en chaine.

Parmi les especes réactives oxygénées (ERO) qui peuvent se produire au cours du
métabolisme cellulaire a 1’état physiologique normal, on distingue un ensemble restreint de
ces composés qui jouent un r6le particulier en physiologie appelés les radicaux libres
primaires a savoir : 1’anion superoxyde (O2°®), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde
d'azote (NO°®), le radical peroxyle (ROQO®) et le radical alkoxyle (RO®) [78,79]. D'autres
molécules, comme le peroxyde d'hydrogene (H202) et I'ion peroxynitrite (ONOQO"), sont des
substances oxygénées réactives non radicalaires : ce ne sont pas des radicaux libres mais des
dérivés de radicaux libres et ils peuvent en générer par différentes réactions chimiques
[78,80].

Les radicaux libres sont utilisés par lI'organisme comme médiateurs pour la régulation des
fonctions cellulaires telles que la prolifération et la mort cellulaire programmée (apoptose).
Cependant, ces especes constituent également la cause principale de certaines pathologies
chroniques [77,78,81].

IV.1.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des agents susceptibles de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans l'organisme et aident a maintenir des concentrations non
cytotoxiques de radicaux libres au sein de la cellule. Ils combattent les radicaux libres en
intervenant a l'une des trois étapes principales du processus oxydatif médié par les radicaux
libres, a savoir l'initiation, la propagation et la terminaison [77].

Les antioxydants sont de type naturel et synthétique. Parmi les substances d’origine naturelles
qui sont capables d’agir en tant que antioxydants on trouve : le f-caroténe (provitamine A),
I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés
polyphénoliques, etc. Il existe aussi un nombre important d’antioxydants synthétiques qui sont
largement utilisés en raison de leurs efficacités tels le di-tertiobutylhydroxytoluene (BHT) et
le teriobutylhydroxyanisole (BHA) (figure 11.8). La puissante capacité de ces agents a
empécher les réactions radicalaires en neutralisant les radicaux libres est essentiellement

attribuable a leur structure phénolique.
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Figure 11.8. Structures des antioxydants synthétiques

IV.1.3. Méthodologies utilisées pour I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante est définie comme la capacité a piéger les radicaux libres par la
libération d'un atome d'hydrogéne ou d'un électron et la stabilisation du radical formé. Il
existe une multitude d’approches pour évaluer in vitro I’activité antioxydante des composés
[82]. Ces approches peuvent étre classées en deux catégories selon leurs mécanismes : soit par
le transfert d'un atome d'hydrogene, soit par le transfert d'un électron unique. Parmi ces
techniques, nous citons la méthode DPPH" et la méthode FRAP que nous utiliserons par la

suite pour mesurer le pouvoir antioxydant de nos produits.

IV.1.3.1. Test DPPH" : Principe de la méthode

La méthode de piégeage des radicaux libres o,a-diphényl-p-picrylhydrazyl (DPPH") (figure
11.9) offre la premiére approche pour évaluer le potentiel antioxydant d'un composé, d'un
extrait ou d'autres sources biologiques [83]. Cette méthode est souvent utilisée pour évaluer la
capacité d’un composé a céder un électron ou un proton pour réduire le radical DPPH", et
permet de mesurer le pouvoir antiradicalire d’une maniére efficace, facile et peu cotteuse. En
outre, contrairement a d'autres tests, les conditions utilisées (solvants organiques et basse
température) évitent I'auto-oxydation des substances testées.

Dans cette méthode, le produit & doser est additionné a une solution de DPPH* (méthanol ou
éthanol). La solution est maintenue a I'obscurité, puis la réaction de transfert d'hydrogéne de
I'antioxydant vers le DPPH® est suivie par spectroscopie UV-visible en enregistrant
I'absorbance du DPPH" aprés une période définie.

Pour I'évaluation de l'activité antioxydante, deux approches sont appliquées : la détermination
de la réduction relative du radical DPPH* a un temps de réference ou la mesure de la quantité
d'antioxydant nécessaire pour réduire 50% du DPPH", ainsi que le suivi de la cinétique de la
réduction [82]. Dans notre recherche, nous avons opté pour la premiére méthode, ou l'activité
est exprimée par l'indice de réduction de l'activite antiradicalaire en pourcentage de piégeage
du radical DPPH" (%).
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2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

Figure 11.9. Structure chimique du radical libre DPPH"
1V.1.3.2. Méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La capacité réductrice d'un composé peut servir comme un indicateur significatif de son
éventuelle activité antioxydante [84]. La réduction du Fe** est fréguemment employée pour
examiner la possibilité de la substance a céder des électrons. Cette capacité est un facteur
important de son effet antioxydant. Le mécanisme du pouvoir antioxydant réducteur ferrique
(FRAP) est basé principalement sur le transfert d'électrons plutét que sur le transfert d'atomes
d'hydrogéne.

Le test FRAP est peu colteux, les réactifs sont simples a préparer, les résultats sont hautement
reproductibles et la procédure est simple et rapide. Ce test est basé sur la capacité d’une
molécule a réduire les ions ferriques Fe* présents dans le complexe KsFe(CN)s en ions
ferreux Fe?* & un pH faible ce qui entraine la formation d'un complexe coloré. Ensuite, la
détermination de l'absorbance du milieu réactionnel est effectuée a 700 nm. Toute
augmentation de I'absorbance est proportionnelle a I'augmentation du pouvoir réducteur des

produits testés.

IV.1.4. Evaluation in vitro du pouvoir antioxydant des composés 3(a-i)

IV.1.4.1. Activité de piégeage des radicaux libres (DPPH)

Pour évaluer le potentiel antioxydant des composés spiro-hétérocycliques cibles, la capacité
de piégeage des radicaux libres a été déterminée par la méthode de piégeage des radicaux
libres DPPH, en utilisant I’hydroxytoluéne butylé (BHT) comme contrdle positif. Les résultats
de l'activité de piégeage des radicaux DPPH du standard et des composés spiraniques cibles a
différentes concentrations sont exprimeés en moyenne, et regroupés dans le tableau I1.2.

Les résultats du dépistage préliminaire révelent que les composés spiraniques testés présentent
une activité antioxydante variable contre les radicaux DPPH. En effet, la capacité de piégeage
des radicaux libres (DPPH) augmente en fonction de la concentration des spiropyrazolines

oxindoles testes, et devienne plus proche de celle du standard a des concentrations élevées
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pour certains composés. Cette activité peut étre associée a la présence du noyau indolinone
[85], puisque plusieurs travaux publiés ont montré que les dérivés indoliques sont des
candidats antioxydants efficaces [85]. La différence observée au niveau de D’activité
antioxydante entre les divers composés ¢tudiés peut étre attribuée a 1’effet et la nature des
substituants portés par les phényles [86]. Parmi les neuf produits testés, les composés 3¢ (R =
OCHs, R 1= H) et 3e (R = CHs, R 1 = H) montrent une activité antioxydante remarquable due
probablement a 1’existence des substituants méthyle et méthoxy donneurs d’électrons (figure
11.10) [87]. De plus, pour le composé 3d (R = OCHs, R 1= Cl) nous avons remarqué que
I’introduction d’un atome du chlore au niveau du substituant Ry conduit a une légére
diminution de I’activité antiradicalire en comparaison avec le composé 3¢ (R = OCHs, R1 =
H). La méme tendance a été observée pour les dérivés de la série 3a (R =H, R1=H) et 3b
(R =H, R ¢ =CI). Ce résultat montre en outre I’influence négative des substituants attracteurs
d'électrons sur la capacité de piégeage des radicaux libres. Le reste des composes ont montré
une activité anti-radicalaire faible par rapport a 1’antioxydant standard, a I’exception du
composé 3h (R = Br, R 1= H) qui présente une activité antioxydante significative dans les

concentrations élevées (figure 11.10).

Tableau 11.2. Activité antioxydante in vitro par la méthode DPPH des spiropyrazolines (3a-i)

Pourcentage de piégeage du radical DPPH (%) (moyenne £ D.S.)

Composés Concentrations en pg/ml
N° R Ri1 62.5 125 250 500 1000
3a - - 43,28+1,25 46,71+0,68  47,03+0,81  54,92+1,37 61,25+0,44
3b - Cl 43,98+1,43 44,45+1,08 45,15+0,78 45,85+1,45 47,57+1,74
3c OCHs - 55,54+0,68 57,54+0,97 60,26£1,04  63,98+1,40 81,12+1,71
3d OCHs Cl 47,18+0,75 51,42+1,17  54,14+0,77  59,84+1,02 74,84+0,61
3° CHs - 48,39+0,62 50,7310,64  52,76+0,72  54,61+1,64 80,63t1,42
3f Cl - 38,98+0,43 42,73+0,67  48,75t0,42  49,61+1,03  52,89%0,67
39 Cl Cl 31,01+0,56 32,29+0,92  34,76+£0,81  40,23+0,94 54,85+1,47
3h Br - 28,04+0,68 29,76+0,84  46,79+0,63  65,39+1,32 76,52+0,93
3i Br Cl 46,01+0,56 46,71+0,34  47,11+1,31 48,1311,24 50,16+0,64
BHT - - 65,66+1,03 7491+135  81,33+1,49  84,13+0,98 89,30+1,95
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Figure 1. 10. Pourcentages de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées des spiropyrazolines 3c, 3d, 3e et 3h

1IV.1.4.2. Test FRAP

L'activité antioxydante des composés spiraniques 3(a-i) a été également évaluée a 1’aide du
test FRAP en utilisant de I'hydroxyltoluéne butylé (BHT) comme antioxydant standard. Ce
test a eté utilisé pour déterminer la capacité des composés cibles 3(a-i) a réduire le fer ferrique
Fe3* en fer ferreux Fe?*.

Les résultats du dépistage préliminaire sont rassemblés dans le tableau I1.3. Globalement, les
résultats obtenus révelent que les spiropyrazoline oxindoles possedent une capacité de
réduction des ions ferriques Fe®* avec un pouvoir réducteur qui augmente en fonction de la
concentration testée. Résultat similaire a celui observé dans le piégeage des radicaux DPPH
par les spiropyrazoline oxindoles.

Parmi les composés testés, les composés 3¢, 3d et 3e portants des substituants donneurs
d’¢électrons dans les cycles aromatiques montrent un pouvoir réducteur ferrique remarquable
en comparaison avec le contréle positif BHT a la concentration maximale testee de 1 mg/ml.
Le méme résultat de réduction est obtenu avec le composé non substitué 3a (figure 11.11).
Cependant, les autres composés ayant des substituants attracteurs d’électrons montrent un

pouvoir réducteur plus faible.
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Tableau Il. 3. Pouvoir réducteur des spiropyrazoline oxindoles 3(a-i) et I’antioxydant
standard (BHT)

Absorbance moyenne + (D.S.)* a différentes concentrations

Composes Concentrations en pg/mi
N° R R1 125 250 500 1000
3a - - 0,146 + 0,003 0,204+0,012 0,298 +0,018 0,647 £ 0,022
3b - Cl 0,119+ 0,018 0,160+ 0,006 0,274 + 0,023 0,406 + 0,045
3c OCHs - 0,157 + 0,013 0,284+0,014  0,472+0,033 0,781 + 0,063
3d OCHs Cl 0,143 + 0,033 0,197+0,033 0,314 + 0,009 0,683 + 0,032
3e CHs - 0,138 + 0,008 0,175+ 0,012 0,308 + 0,023 0,579+ 0,075
3f Cl - 0,120 + 0,027 0,152 + 0,007 0,261 + 0,010 0,382+ 0,011
39 Cl Cl 0,117 + 0,015 0,160+ 0,011 0,251+ 0,055 0,302 + 0,043
3h Br - 0,124 + 0,045 0,169 + 0,044 0,298 + 0,062 0,493 + 0,042
3i Br Cl 0,114 + 0,036 0,192 + 0,032 0,301 + 0,036 0,396 + 0,071
BHT - - 0,203 £ 0,017 0,323+0,026 0,702 + 0,056 1,161+ 0,016

*Les données sont présentées sous forme de moyennes + les déviations standards de trois mesures.
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Figure 11.11. Capacité antioxydante réductrice en fonction des différentes
concentrations utilisées des spiropyrazolines 3a, 3c, 3d et 3e

1VV.2. Evaluation in vitro de I’activité antimicrobienne

Les micro-organismes tels que les bactéries et les champignons sont a la base de plusieurs

infections microbiennes graves, qui menacent le bien étre des vivants, voire méme provoquer
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une crise sanitaire a grande échelle [88,89]. La lutte contre les infections bactériennes et
fongiques s’impose comme une problématique sérieuse et permanente pour la communauté
scientifique mondiale vue la résistance développée par les micro-organismes suite aux
modifications de leurs génomes via des mutations aléatoires. De plus, I'utilisation répandue et
exagérée des médicaments antimicrobiens existants est également responsable du
développement des microbes résistants aux antimicrobiens [90,91]. Cette multi-résistance aux
médicaments développée entraine un risque majeur et un taux élevé de morbidité et de
mortalité. Ceci exige la découverte des thérapies plus efficaces et de nouveaux médicaments
antimicrobiens puissants ayant un large spectre d'action contre les micro-organismes. C'est
pourquoi de nombreuses études ont été consacrées a la recherche de nouveaux produits
antibactériens et antifongiques.

Dans la recherche de nouvelles entités médicamenteuses ayant une action substantielle contre
les maladies précitées, les spiro-hétérocycles constituent une catégorie importante des
composés dotés d’un fort potentiel d’activité biologique, y compris des propriétés
antibactérienne et antifongique [5,7,10-13]. En raison de leurs applications multivariées dans
divers domaines, les composés spiraniques sont considérés comme des sources tres
intéressantes et précieuses pour le développement de nouveaux composes dotés de propriéetés
pharmacologiques. Ils continuent toujours d'attirer 1’intention des chercheurs en raison de
leurs remarquables caractéristiques structurelle et électronique. Ceci nous a incité a étudier la
sensibilité antimicrobienne in vitro de certains composés spiraniques synthétisés vis-a-vis de

quelques microbes pathogenes.

IV.2.1. Méthodologies utilisées pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne

Une étude approfondie des données de la littérature permet de relever une diversité de
protocoles utilisés pour mettre en évidence le caractére antimicrobien des substances [92].
Cette variété de méthodes trouve son explication dans l'insolubilité de certains composés
organiques dans l'eau et dans les milieux de culture d’'une maniere générale qui peuvent étre
choisis en tenant compte de la souche microbienne et des composes testes.

Les protocoles sont classifiés en considérant le milieu dans lequel la diffusion des composeés
est effectuée et la nature du contact des composés avec le germe. Trois types de protocoles
différents sont utilisés : la diffusion en disque, la dilution en gélose et la dilution en bouillon
[92-94]. Ces méthodes sont rapides, peu colteuses et ne nécessitent pas d'équipement
sophistiqué. Nous donnons par la suite une bréve géneralité sur les deux techniques que nous

avons utilisés pour examiner 1’effet antimicrobien de nos produits.
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IV.2.1.1. Méthode de diffusion par la technique des disques

C’est une méthode qui se base sur une technique appelée antibiogramme ou méthode de
disque [95,96]. Elle est fréeqguemment utilisée en bactériologie pour déterminer la sensibilité
microbienne aux antibiotiques. Des disques de papier filtre ou de papier Wattman contenant
des concentrations connues des substances a tester sont placés sur la surface de la gélose qui a
été préalablement inoculée avec les bactéries visées. La sensibilité microbienne est évaluée en
mesurant la zone autour du disque qui est exempte de la croissance microbienne. Plus le
diamétre de la zone d’inhibition est grand, plus le micro-organisme est sensible au produit
testé. Cependant, si le produit n’inhibe pas la croissance du germe cela signifie que la souche
est résistante. Cette méthode fourni une bonne estimation sur le pouvoir antimicrobien des

composés examingés. La figure 11.12 ci-dessous illustre la méthode.

Disque de papier . N
mbibé dhmls Tapis bacténien .
essentielle 4 T \xﬁ:df ~
i ™, i *
,"lr b ll-"' y _',-"_'H‘_‘.. \_"I
-
1. | (°) ]
) / |Incubation a37°C |\ I~ /
fnoculum 'JEJ‘:::* " |pendant 24 heures N : /;f
bactérien — " P = \T“‘—-”'ﬂ
-
Boite de Pétri Diamétre
avec gelose dinhibition

mutritve
Figure 11.12. lllustration de la méthode de diffusion en milieu gélosé sur boite Pétri.

1V.2.1.2. Méthode de dilution en milieu liquide

La dilution en bouillon est une méthode utilisée pour tester la sensibilité des micro-
organismes aux antibiotiques [92,97]. Cette méthode est basée sur la préparation d'un milieu
de bouillon liquide contenant diverses concentrations d'agents antimicrobiens dans des
plaques de microdilution a 96 puits ou bien des tubes, dans lesquelles un inoculum défini de
I'organisme a tester est ensemencé, puis incubé. Ce test permet de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) pour un antimicrobien qui a stoppé la croissance des
microorganismes (figure 11.13). Parmi les avantages de cette méthode est la précision et le fait
d’étre considérée comme un indicateur fiable de la mesure de l'activité antibactérienne et
antifongique. Elle permet aussi de confirmer les résultats des tests de la diffusion sur disque.
Dans la pratique, la disponibilité des plaques dans le commerce, la facilité d'analyse et de

stockage des plaques.
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Détermination de la CMI

CMI

CMI : Concentration dans le premier tube pour lequel il n'y
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Figure 11.13

IV.2.2. Evaluation de Dactivité antimicrobienne des spiropyrazoline oxindoles
synthétisés

L’activité antimicrobienne in vitro des composés cibles a été évaluée contre quatre micro-
organismes pathogenes, a savoir deux bactéries Gram positif Staphylococcus aureus (S. A.)
(CECT 976) et Bacillus subtilis (B. S.) (DSM 6633), une souche bactérienne Gram négatif,
Escherichia coli (K12) (E. C.) et une levure Candida albicans (C. A.) (ATCC 10231), en
utilisant la technique standard de diffusion sur gélose et de dilution en bouillon conformément
aux directives de I'Institut des normes cliniques et de laboratoire (Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)) [98,99] et aux méthodes rapportées dans la littérature avec une
légére modification [100,101]. La Streptomycine et I’Ampicilline ont été utilisées comme
témoins positifs pour l'activité antibactérienne, et le Fluconazole pour ’activité antifongique.

Les structures de tous les composes spiraniques testés sont données dans la Figure 11.14.
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Figure 11. 14. Structure des produits testés 3(a-i)

1V.2.2.1. Méthode de diffusion sur disque

Les résultats préliminaires du dépistage antimicrobien des dérivés spiropyrazolines oxindoles
3(a-i) ont été rassemblés dans le tableau 11.4. Dans ce tableau nous avons donné la
concentration la plus faible qui inhibe complétement la croissance des micro-organismes pour
chaque composé et le diametre de la zone d'inhibition (mm) mesuré pour cette concentration.
Les résultats obtenus montrent que les dérivés spiropyrazoline oxindoles présentent une
activité antimicrobienne variable vis-a-vis des microbes testés. L'activité inhibitrice des
composés cibles dépend d'une maniere significative de la nature des substituants R (H, Br, Cl,
OCHs, CHz) et R1 (H, CI) sur les cycles phényles, ce qui est cohérent avec d’autres travaux de
la littérature [100]. Le composé non substitué 3a (R = H, R1= H) présente une activité
antimicrobienne modérée contre toutes les bactéries et une activité significative en
comparaison avec le médicament standard contre la souche fongique C. albicans avec une
zone d'inhibition de 15 mm a une concentration de 1,25 mg/ml. L’incorporation d'un atome de
brome au niveau du substituant R entraine une légere augmentation de 1’activité antifongique
du composé 3h contre C. albicans (16 mm, 1,25 mg/ml) (figure 11.16 et 17), et un effet négatif
sur I’activité contre les souches bactériennes Gram positif et Gram négatif [102]. Le composé
3i qui porte deux halogenes (R = Br, R1 = CI) présente une activité antimicrobienne contre
tous les organismes testés a une concentration de 1,25 mg/ml, avec une puissante activité

antibactérienne contre la souche bactérienne Gram-négatif E. coli (21 mm) contre (24 mm)

e
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pour le temoin Streptomycine (figure 11.15). Ce résultat montre que les halogenes exercent un
effet notable sur I'activité des composés spiraniques étudiés, ce qui est en bon accord avec la
littérature [100]. Une amélioration importante et remarquable dans I’activité du composé 3d
(R = OCHs, Ry = CI) contre la souche pathogene E. coli (23 mm, 1,25 mg/ml) avec un
meilleur pourcentage d'indice d'activité de 95% en comparaison avec les autres composés, par
rapport au controle positif, la streptomycine, avec une zone d'inhibition moyenne de 24 mm
(figure 11.15). Cela montre clairement 1’effet positif du chlore au niveau de substituant R sur
I'activité antibactérienne contre la bactérie a Gram négatif. Le composé 3g (R = CI, Ry = Cl)
qui porte deux atomes de chlore dans les cycles phényles est le plus actif par rapport aux
autres composes contre B. subtilis avec une zone d'inhibition (14 mm, 1,25 mg/ml) et une
inhibition de 87% en comparaison avec le médicament standard Ampicilline (16 mm). Le
composé 3e (R = CHzs, R1 = H) révéle un effet inhibiteur significatif par rapport aux contréles
positifs contre C. albicans avec un diamétre de zone d'inhibition de 15,5 mm (figure 11.16 et
17) et contre B. subtilis avec une zone d'inhibition de 13 mm a une concentration de 1,25
mg/ml. Les autres composés spiraniques montrent une activité antimicrobienne faible ou

médiocre contre les microorganismes testes.

Tableau I1. 4. Résultats des tests in vitro de 1’activité antimicrobienne

Zone d’inhibition en mm (C ? en mg/ml)
" - ~ E. coli (:2) B. subtilis (:,'/i‘) C. albicans (!,'/i‘) S. aureus (!2)
3a - - 12,5(2,25) 52 10 (5) 62 15 (1,25) 71 11 (1,25) 47
3b - Cl 12 (1,25) 50 7 (1,25) 43 NE 9(1,25) 39
3c OCHs - NE NE 10 (1,25) 47 9(2,25) 39
3d OCH; CI 23(1,25) 95 7,5 (1,25) 46 10,5 (2,25) 50 10,2 (1,25) 44
3e CHs - - 13 (1,25) 81 15,3 (1,25) 72 10 (5) 43
3f cl - 7 (1,25) 29 NE 13 (1,25) 61 11 (2,25) 47
3g Cl Cl NE 14 (1,25) 87 NE 7 (1,25) 30
3h Br - 10(2,25) 41 NE 16 (1,25) 76 10 (2,25) 43
3i Br Cl . 21(1,25) 87 11 (1,25) 68 13 (1,25) 61 12 (1,25) 52
Ampicilline NT 16 100 NT 23 100
Fluconazole NT NT 21 NT
Streptomycine 24 100 NT NT NT
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DMF 6 (AZI) 6 (AZI) 6 (AZI) 6 (AZI)

Disque de papier

filltre 6 (AZI) 6(AZI) - 6 (AZI) 6(AZI) -

AZI : aucune zone d'inhibition, le diamétre du disque de papier filtre est de 6 mm, NT : non testé, EN :
Ce composé n'a aucun effet ou un effet négligeable sur cette souche, 1A : Indice d'activité
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Figure 11.15. Activité des composes testés (3a-i) et la Streptomycine (S) contre la souche
Escherichia coli
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Figure 11. 16. Activité des composés testés (3a-i) et la Fluconazole (F) contre la souche
Candida albicans
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. - g g
Figure I1. 17. Images indiquant les zones d'inhibition contre la souche Candida albicans pour
les composés 3e et 3h.

1V.2.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour corroborer les résultats obtenus par la méthode de la diffusion sur disque, les
spiropyrazoline oxindoles testés ont été en outre soumis a une analyse plus poussée pour
déterminer leurs concentrations minimales inhibitrices (CMIs) en utilisant la méthode de
dilution en bouillon. Selon les résultats présentés dans le tableau 1.5, les composés présentent
une activité antibactérienne et antifongique contre les micro-organismes pathogenes testés
méme a des concentrations faibles. Parmi tous les congénéres examinés, les composés 3e (R
= CHs, R1 = H), 3h (R = Br, R1 = H) ont montré une activité inhibitrice contre C. albicans a
une valeur de CMI de 0.156 mg/ml. De méme, le composé 3i (R = Br, Ry = Cl) présente les
valeurs les plus faibles de CMI de 0,117 mg/ml et 0,312 mg/ml contre les bactéries E. coli et
S. aureus, respectivement. De plus, le composé 3d (R = OCHs, Ry = CI) montre une efficacité
conte la bactérie a Gram négatif E. coli a une valeur de CMI de 0,156 mg/ml et le composé 3e
(R = CHs3, R1=H) présente la valeur la plus faible de CMI contre B. subtilis (0,312 mg/ml).
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Tableau I1.5. Valeurs de CMI des spiropyrazolines testées

Composés Concentration minimale inhibitrice (CMI) (mg/ml)
N° R R: E. coli B. subtilis C. albicans S. aureus
3a - - 1,25 0,703 0,312 0,781
3b - Cl 0,937 0,937 - 0,937
3c OCHs - - - 0,781 1,25
3d OCHs Cl 0,156 0,937 0,781 0,625
3e CHs - - 0,312 0,156 2,5
3f Cl - 0,312 - 0,625 2
3g Cl Cl - 0,390 - 1,25
3h Br - 0,625 - 0,156 1,875
3i Br Cl 0,117 0,625 0,312 0,312
Ampicilline - 0.0781 - 0.039
Fluconazole - - 0.0156 -
Streptomycine 0.0781 - - -

V. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons décrit la synthese des spiropyrazoline oxindoles via la réaction
de cycloaddition dipolaire-1,3 des nitrilimines avec quelques dérivés de 1’aza-aurone. Ces
derniers sont obtenus d’une maniére hautement régiosélective et leur structure a été élucidée
par les méthodes spectroscopiques usuelles Infrarouge, RMN du proton, du carbone 13 et par
analyse élémentaire. De plus, nous avons examiné la capacité antioxydante et 1’activité
antimicrobienne in vitro des spiropyrazoline oxindoles synthétisés. Les résultats de
I'évaluation préliminaire indiquent que les spiropyrazoline oxindoles étudiés ont un effet
antimicrobien modeste a excellent sur la croissance des microbes testés par comparaison aux
contréles positifs. De plus, les résultats obtenus suggerent que les substituants portés par les
cycles phényles ont une influence sur ’activité des composés testés. En outre, les composés
spiraniques montrent une activité antioxydante variable, avec un effet de piégeage qui
augmente en fonction de la concentration utilisée. Les composés 3c, 3d et 3e montrent en
particulier une activité antioxydante remarquable, due a I’effet positif des substituants

donneurs d’électrons (CHz et OCH3) sur I'activité antioxydante.
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Partie expérimentale

a) Synthese des précurseurs des diarylnitrilimines

Préparation des g-aroylphénylhydrazines

Une solution de 0,2 mole de phénylhydrazine fraichement distillée dans 100 ml de pyridine
seche est introduite dans un ballon de 250 ml équipé d'un agitateur magnétique. Durant 30
min, 0,1 mole de chlorure d'aroyle est ajouté goutte a goutte. Une agitation assez forte est
maintenue pendant l'addition. Ensuite, l'agitation est maintenue pendant 20 min. Puis la
solution est versée dans un litre d'eau et agitée pendant une heure pour précipiter la B-
aroylphénylhydrazine. Le précipité est filtré et lavé a l'eau pour éliminer la pyridine. Le

produit est séché et recristallisé dans I'éthanol [103].
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Figure 11.18

Synthése de a-chloroarylidénephénylhydrazone

Dans un ballon de 500 ml a 3 tubulures muni d'un agitateur magnétique et d'un réfrigérant
surmonté d'un tube & CaCly, on prépare un mélange homogene de 0,1 mole de B-
aroylphénylhydrazine sous forme de poudre et 0,15 mole de PCls finement divisé. Ensuite,
150 ml d'éther éthylique anhydre sont ajoutés. Le mélange est porté a léger reflux sous
agitation pendant une douzaine d'heures. Le mélange est refroidi avant d'ajouter une solution
de 30 g de phénol dans 50 ml d'éther éthylique. Puis, I’exceés de 1'éther éthylique est chassé
sous pression réduite. On ajoute lentement et avec beaucoup de précautions 50 ml de
méthanol. Le mélange réactionnel est ensuite abandonné pendant toute une nuit au
réfrigérateur. Le solide formé est filtré et lavé avec du méthanol pour enlever en partie l'acide

chlorhydrique formé lors de la réaction et le produit est recristallisé dans I'éthanol [103].

cro
o0
R 2a-b
R=H,Cl
Figure 11.19
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b) Synthése des spiropyrazoline oxindoles 3(a-i)

Dans un ballon de 100 ml, on dissout 1 mole du composé 2 et 1,2 mole du a-chloroarylidéne-
phényl-hydrazone dans 40 ml du chloroforme. Puis on ajoute 1,2 mole de triéthylamine
anhydre. L’avancement de la réaction est controlé par CCM. Une fois la réaction est terminée,
le solvant est évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est repris dans de

I’¢éthanol. Le précipité obtenu est filtré puis lavé avec de 1’éthanol froid.

2',4" 5'-triphenyl-2',4'-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one (3a) : Rdt (90 %); P.f.
220-222 °C; IR (v, cm™): 3346 (N-H), 1701 (C=0), 1592 (C=N), 1485 (C=C); RMN-!H (300
MHz, CDCIs) (o/ppm): 4.48 (s, 1H, NH, échangeable avec D;0), 5.04 (s, 1H, Hg,
pyrazolinique), 6.48 (d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 6.85-6.95 (m, 2H, Har), 7.03 (dd, 2H, Har, J = 3.9
Hz, J = 7.5 Hz), 7.12-7.21 (m, 4H, Har), 7.26-7.30 (M, 6H, Har), 7.42 (td, 1H, Har, J = 1.2 Hz,
J = 8.4 Hz), 7.60 (dd, 2H, Har, J = 2.1 Hz, J = 6.0 HZz), 7.71 (d, 1H, Ha, J = 7.5 Hz); RMN-
13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 60.89 (Cas), 87.14 (Cs2), 112.41, 114.93, 119.57, 120.32,
121.09, 125.12, 126.65, 128.35, 128.55, 128.61, 128.87, 129.03, 129.37, 131.62, 133.31,
138.36, 142.73, 147.50, 158.33 (C=N), 199.38(C=0). Anal. calculée pour CzsH21N3O
(415,16846) : C, 80.94; H, 5.09; N, 10.11% ; trouvée : C, 79.61; H, 5.23; N, 9.97%.
5'-(4-chlorophenyl)-2',4'-diphenyl-2',4'-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one  (3b)
Rdt (78 %); P.f.: 190-192 °C; IR (v, cm™): 3349 (N-H), 1703 (C=0), 1593 (C=N), 1483
(C=C); RMN-'H (300 MHz, DMSO- ds) (6/ppm): 5.18 (s, 1H, Ha, pyrazolinique), 6.52 (d,
1H, Har, J = 8,4 Hz), 6.72 (t, 1H, Har, J = 7.2 Hz), 6.84 (t, 1H, Har, J = 7.2 Hz), 6.98 (dd, 2H,
Har, J =0.9 Hz, J = 8.4 Hz), 7.07 (dd, 2H, Har, J = 2.1 Hz, J = 6.0 Hz), 7.14-7.23 (m, 5H, Har),
7.35-7.40 (m, 3H, Ha), 7.48-7.54 (m, 3H, Ha), 7.68 (s, 1H, NH, échangeable avec D:0);
RMN-13C (75 MHz, DMSO- ds) (6/ppm): 61.00 (Ca), 87.74 (Cs2), 111.97, 115.02, 117.83,
118.72, 121.30, 124.65, 128.35, 128.62, 128.94, 129.00, 129.48, 129.99, 130.72, 133.35,
133.71, 139.32, 142.98, 148.58, 159.56 (C=N), 200.13 (C=0).
4'-(4-methoxyphenyl)-2*,5'-diphenyl-2',4'-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one (3c) :
Rdt (88 %); P.f.: 212-214 °C; IR (v, cm™): 3345 (N-H), 1703 (C=0), 1591 (C=N), 1485
(C=C); RMN-'H (300 MHz, CDCl3) (6/ppm): 3.77 (s, 3H, OCHs), 4.52 (s, 1H, NH,
échangeable avec D>0), 4.98 (s, 1H, Ha, pyrazolinique), 6.54 (d, 1H, Har, J = 8.4 Hz), 6.78-
6.95 (m, 6H, Har), 7.11-7.20 (m, 4H, Ha), 7.24-7.28 (m, 2H, Ha), 7.40-7.46 (m, 2H, Ha),
7.58-7.70 (m, 3H, Ha); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 55.26 (OCHs), 60.17 (Ca),
87.22 (Csy), 112.60, 114.82, 119.67, 120.34, 120.99, 125.05, 125.09, 126.63, 126.87, 128.03,
128.32, 12891, 129.01, 130.04, 130.19, 131.70, 138.31, 142.83, 147.76, 158.42
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(C=N),159.53 (C-O-CHpg), 199.52 (C=0). Anal. calculée pour C29H23N30> (445,17903) : C,
78.18; H, 5.20; N, 9.43 % ; trouvee : C, 78.50; H, 5.17; N, 9.63%.
5'-(4-chlorophenyl)-4'-(4-methoxyphenyl)-2'-phenyl-2',4’-dihydrospiro[indoline-
2,3'-pyrazol]-3-one (3d) : Rdt (67 %); P.f.. 192-194 °C; IR (v, cm™): 3370 (N-H), 1703
(C=0), 1595 (C=N), 1485 (C=C); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 3.70 (s, 3H, OCHj3),
4.41 (s, 1H, NH, échangeable avec D>0), 4.86 (s, 1H, Ha, pyrazolinique), 6.46 (d, 1H, Har, J =
8.4Hz), 6.72-6.88 (m, 6H, Har), 7.03-7.2 (M, 7H, Har), 7.33-7.42 (td, 1H, Har, J = 1.2 Hz, J =
8.1 Hz), 7.43-7.46 (dd, 2H, Har, J = 2.1 Hz, J = 6.9 Hz), 7.60-7.63 (dd, 1H, Har, J = 0.9 Hz, J
= 7.8 Hz); RMN-BC (75 MHz, CDCl3) (6/ppm): 55.19 (OCHs), 59.93 (Ca), 87.18 (Csy),
112.59, 114.75, 114.90, 119.52, 120.32, 121.15, 124.71, 125.03, 127.70, 128.50, 128.94,
129.92, 130.20, 134.23, 138.26, 142.55, 146.53, 158.31 (C=N), 159.69 (C-O-CHs), 199.22
(C=0). Anal. calculée pour C29H22CIN3O> (479,14005) : C, 72.57; H, 4.62; N, 8.76% ;
trouvée : C, 72.30; H, 4.65; N, 8.72%.
2',5'-diphenyl-4'-(p-tolyl)-2',4"-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one (3e): Rdt (80%);
P.f.: 192-194 °C; RMN-H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.31 (s, 3H, CHs), 4.47 (s, 1H, NH,
échangeable avec D20), 4.99 (s, 1H, Ha, pyrazolinique), 6.53 (d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 6.85-
6.95 (m, 4H, Har), 7,07-7.20 (m, 5H, Ha), 7,25-7.28 (m, 4H, Hax), 7.43 (td, 1H, Ha, J = 1.2
Hz, J = 11.4 Hz), 7.60 (dt, 2H, Har, J = 4.2 Hz, J = 7.8 Hz), 7.70 (d, 1H, Ha, J = 7.5 H2z);
RMN-13C (75 MHz, CDClIs) (6/ppm): 21.17 (CHs), 60.42 (C4), 87.16 (Cs2), 112.52, 114.96,
119.68, 120.28, 121.01, 125.08, 126.63, 128.29, 128.52, 128.72, 130.07, 130.21, 131.75,
138.21, 138.37, 142.88, 147.73, 158.43 (C=N), 199.42 (C=0). Anal. calculée pour C29H23N30
(429,18411) : C, 81.09; H, 5.40; N, 9.78% ; trouvée : C, 80.97; H, 5.41; N, 9.97%.
4'-(4-chlorophenyl)-2*,5'-diphenyl-2',4'-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one (3f): Rdt
(80%); P.f.: 198-200 °C; IR (v, cm™) : 3351 (N-H), 1708 (C=0), 1591 (C=N), 1490 (C=C);
RMN-!H (300 MHz, CDCls) (6/ppm) : 4.55 (s, 1H, NH, échangeable avec D,0), 5.02 (s, 1H,
Ha, pyrazolinique), 6.54 (d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 6.88-7.01 (m, 4H, Ha), 7,10-7.30 (m, 9H,
Har), 7.44 (td, 1H, Har, J = 1.2 Hz, J = 7.2 Hz), 7.54-7.57 (m, 2H, Has), 7.68 (dt, 1H, Har, J =
0.6 Hz, J = 7.8 Hz); RMN-1C (75 MHz, CDCls) (6/ppm) : 60.30 (Ca), 87.09 (Cs2’), 112.29,
115.13, 119.37, 120.36, 121.34, 125.12, 126.61, 128.43, 128.78, 129.05, 129.52, 130.28,
131.33, 131.99, 134.44, 138.58, 142.59, 147.27, 158.11 (C=N),199.16 (C=0). Anal. calculée
pour CogH20CIN3O (449,12949) : C, 74.75; H, 4.48; N, 9.34% ; trouvée : C, 74.79; H, 4.46; N,
9.77%.
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4’ 5'-bis(4-chlorophenyl)-2*-phenyl-2*,4'-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one  (39):
Rdt (70 %); P.f.: 216-218 °C. IR (v, cm™) : 3340 (N-H), 1710 (C=0), 1590 (C=N), 1480
(C=C); RMN-!H (300 MHz, CDCls) (6/ppm) : 4.51 (s, 1H, NH, échangeable avec D;0),
4.97 (s, 1H, Ha, pyrazolinique), 6.54 (d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 6.87-6.96 (m, 4H, Har), 7.09-
7.21 (m, 4H, Ha), 7.24-7.28 (M, 4H, Ha), 7.42-7.49 (m, 3H, Ha), 7.69 (d, 1H, Ha, J = 7.8
Hz); RMN-2C (75 MHz, CDCIs) (6/ppm): 60.08 (C4), 87.12 (Cs2’), 112.29, 115.20, 119.28,
120.49, 121.57, 125.18, 127.73, 128.72, 129.09, 129.64, 129.87, 130.21, 131.58, 134.58,
134.66, 138.66, 142.37, 146.13, 158.08 (C=N), 198.98 (C=0).
4’-(4-bromophenyl)-2*,5'-diphenyl-2',4*-dihydrospiro[indoline-2,3'-pyrazol]-3-one (3h): Rdt
(89 %); P.f.: 190-192 °C; IR (v, cm™): 3373 (N-H), 1710 (C=0), 1594 (C=N), 1485 (C=C);
RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 4.51 (s, 1H, NH, échangeable avec D;0), 5.00 (s, 1H,
Ha, benzylique), 6.55 (d, 1H, Har, J = 8.4 Hz), 6.87-6.95 (m, 4H, Hax), 7.11-7.21 (M, 4H, Har),
7.27-7.3 (m, 3H, Ha), 7.39-7.48 (M, 3H, Ha), 7.54-7.57 (m, 2H, Ha), 7.69 (dt, 1H, Har, J = 0.6
Hz, J = 7.8 Hz); RMN-3C (75 MHz, CDClIs) (6/ppm): 60.31 (C4), 87.03 (Cs2’), 112.29,
115.17, 119.38, 120.39, 121.37, 122.60, 125.14, 126.60, 128.44, 128.78, 129.05, 130.58,
131.32, 132.44, 132.58, 138.58, 142.59, 147.25, 158.08 (C=N),199.12 (C=0).
4'-(4-bromophenyl)-5'-(4-chlorophenyl)-2'-phenyl-2',4*-dihydrospiro[indoline-2,3'-
pyrazol]-3-one (3i): Rdt (73 %); P.f.: 212-214 °C; IR (v, cm™): 3353 (N-H), 1706 (C=0),
1593 (C=N), 1482 (C=C); RMN-'H (300 MHz, CDCls) (é/ppm): 4.51 (s, 1H, NH,
échangeable avec D20), 4.96 (s, 1H, Ha, pyrazolinique), 6.55 (d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 6.88-
6.96 (m, 4H, Ha), 7.09-7.28 (m, 7H, Ha), 7.40-7.50 (m, 5H, Ha), 7.69 (d, 1H, Ha, J = 7.8
Hz); RMN-2C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 60.32 (Ca), 87.05 (Cs»2), 112.22, 115.18, 119.24,
120.51, 121.58, 122.82, 125.20, 127.73, 128.73, 129.10, 129.84, 130.51, 132.09, 132.61,
134.69, 138.70, 142.35, 146.08, 158.08 (C=N),198.99 (C=0).

C) Méthodes utilisées pour évaluer activité antioxydante

Test DPPH

Pour évaluer le potentiel antioxydant des produits synthétisés, nous avons utilisé le test de
DPPH en adoptant les protocoles décrits dans la littérature [83,104,105]. Une solution
méthanolique fraiche de DPPH (0,004%) a été préparée et conservée a température ambiante
dans l'obscurité. Différentes concentrations de composés étudiés et le butylhydroxy toluéne
(BHT : contrdle positif) ont été preparées et quelques-unes ont été sélectionnées pour une
bonne comparaison (62.5, 125, 250, 500 et 1000 upg/ml). Puis, 100 pl de diverses

concentrations ont été mélangés avec 750 pl d’une solution méthanolique de DPPH et agitées.
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Aprés 30 min d’incubation dans une chambre noire, la décoloration a été enregistree a 517
nm. L’absorbance de la solution du DPPH sans échantillon utilis¢é comme témoin, et du
méthanol a 95% utilisé comme blanc a été mesurée. Ensuite, les absorbances du mélange
réactionnel enregistrées a 1’aide d’un spectrophotometre UV-Visible (Jasco V-530) ont été
compareées a celles du témoin et blanc. L'activité antioxydante a été calculée et exprimée en
pourcentage d’inhibition (%) de DPPH-, ce dernier a été calculé en utilisant la formule

suivante :
Pl (%)= (Ao-A/A0)*100

e PI: Pourcentage d’inhibition.
e A0 : Absorbance de la solution du DPPH - sans échantillon (controle négatif).

e A : Absorbance de la solution du DPPH - en présence de I’échantillon

Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des composés synthétises a été déterminé selon les procédés rapportées
avec quelques modifications [84,104,105]. Des solutions de 500 ul de tampon phosphate (0,2
M, pH = 6,6), 500 pl de ferricyanure de potassium [KzFe(CN)g] a 1% et 100 pul des différentes
concentrations des composes testés dans le méthanol ont été préparées et mélangées. Ces
derniéres ont été incubés dans un bain-marie a 50°C pendant 20 minutes. Ensuite, le mélange
a été acidifié par un volume de 500 pl d’une solution aqueuse d'acide trichloracétique (TCA)
a 10%. Puis, 500 pl d’eau distillée et 100 pl de 0,1% FeClz ont été ajoutés au milieu
réactionnel. L’antioxydant BHT a ¢été utilisé comme standard. L'absorbance moyenne de
chaque composé est calculée apres trois tests. La capacité antioxydante réductrice est indiquée

par I'observation de I'absorbance des composés testés a 700 nm

d) Protocoles générales utilisés dans les tests antimicrobiens

Préparation de I'inoculum

L'inoculum microbien a été obtenu en prélevant des colonies de la culture fraiche de 24
heures qui ont été collectées d’une maniere aseptique et suspendues dans une solution saline
stérile a 0,9 % [104,105]. Apreés homogénéisation de la suspension bactérienne a 1’aide d’un
vortex, la standardisation de la densité optique a 0,5 Mc Farland est réalisée par
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 625 nm. La densité optique obtenue doit
&tre comprise entre 0,08 et 0,1 nm ce qui correspond & une concentration de 107 a 108 CFU/ml
(Colonies Forming Units par ml) selon Mc Farland pour les suspensions bactériennes. Tandis

que la suspension de levure contient environ 1 & 5 x 10 CFU/ml [104,105]. La norme
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McFarland a été préparée en melangeant l'acide sulfurique (H2SOs) avec le chlorure de
baryum déshydraté (BaCl,, 2H-0).

Méthode de disque

Les propriétés antimicrobiennes des composés synthétisés contre des microbes pathogénes ont
été étudiés en utilisant la technique standard de diffusion sur disque, selon les procédures
décrites dans la littérature [100,101,104,106]. Des solutions meres de composés étudiés ont
été préparées dans 1 ml du solvant (diméthylsulfoxyde (DMSO) ou bien dans le
diméthylformamide (DMF)) pour obtenir les concentrations nécessaires. Puis, 10 uL des
composés a différentes concentrations préparées ont été ajoutés au disque de Papier Filtre
Whatman (6 mm de diametre) et séchés pendant 10 min. L'ampicilline et la streptomycine ont
été utilisées comme agents antibactériens standards ; tandis que le Fluconazole a été utilisé
comme agent antifongique standard. Le solvant seul a été utilisé comme témoin, et il n’a
montré aucun effet sur la croissance des micro-organismes. Ensuite, les plaques ont été
incubées a 37°C pour les bactéries et a 30°C pour les levures pendant 24h. Enfin, La zone
moyenne d'inhibition autour du disque a été mesuré a l'aide d’une régle transparente. Le
pourcentage d'indice d'activité pour les composés testés a été calculé en utilisant I'équation

suivante :

Indice d’activité (A) zone d'inhibiton du composé (mm) 100
n =
lce dactivite zone d’inhibtion du médicament standard (mm)

Détermination de la CMI

La technique de microdilution a été réalisée dans des plaques a 96 puits en utilisant les
méthodes décrites dans la littérature avec quelques modifications [107,108]. Cette derniére a
été effectuée pour déterminer les CMIs des composeés testés vis-a-vis les germes pathogénes
testées. Pour les dosages antibactérien et antifongique, les dilutions des produits et des
médicaments standards ont ét€¢ préparées a partir d’une solution mere des composés testés
dissous dans le DMF ou DMSO et diluées pour donner des dilutions en série de deux fois. Les
suspensions microbiennes a 0,5 McFarland ont été aussi dilués dans le milieu de culture.
Ensuite, 50 pL du milieu de culture ont été déposés dans chaque puits de la microplaque, a
l'exception du premier puits (témoin négatif), et 100 pL de la substance a tester ont été
déposés dans tous les puits a I'exception du dernier puits (témoin positif). Ensuite, des
microdilutions ont été réalisées en transférant 50 pL du premier puits au second et ainsi de
suite (dilution de la substance par un facteur % dans chaque puits). Enfin, I'inoculation a été

réalisée en déposant 50 pl de la suspension microbienne dont la turbidité a été vérifiée dans
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les puits. Enfin, les microplaques ont été incubée pendant 24 h a 37°C pour les bactéries et
30°C pour les levures, la croissance des microorganismes a été visualisé en ajoutant a chaque
puit 20 pl de solution aqueuse de chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (TTC, 1 mg / ml),
apres incubation supplémentaire a des températures respectives pendant une heure ou plus. La
CMI pour les bactéries et les champignons est désignée comme la concentration la plus faible
qui ne produit pas de couleur rose. Les tests ont eté réalisés en double et les valeurs moyennes

ont été calculées.
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Chapitre 111 : Synthése et évaluation biologiques des dérivés pyrazoliques tétrasubstitués

I. Introduction

Les composés hétérocycliques constituent une source importante de molécules dans I’enquéte
de nouveaux principes actifs [1]. Ils sont devenus de plus en plus impliqués dans la
découverte de nouvelles classes d'entités structurelles a vocation médicinale avec de
nouveaux mecanismes d'action. Les composés pyrazoliques comptent parmi ces systemes
hétérocycliques dotés de diverses bio-activités. Ils sont présents comme pharmacophores dans
des noyaux de base de nombreux médicaments [2-4]. lls sont également omniprésents dans
plusieurs pesticides [5]. Ils sont présents également dans le squelette moléculaire des produits
naturels [6].

La synthese de nouveaux dérivés de pyrazole et I'étude de leurs comportements chimique et
biologique ont suscité beaucoup d'importance au cours des dernieres années, ce qui est traduit
par le grand nombre de travaux publiés. Les dérivés de pyrazole possédent des propriétés
pharmacologiques remarquables telles que des activités anti-inflammatoire [7],
antibactérienne [8], antifongique [9], anticancéreuse [10], anti-Alzheimer [11], anti-
mycobactérienne [12], antivirale [13], anticorrosion, etc. lls sont également utilisés comme
réactifs de chélation et d'extraction pour de nombreux ions métalliques lourds [14-16].
D’autre part, les pyrazoles sont utilisés comme matériaux de départ pour la construction de
nouvelles substances bioactives et représentent un modéle intéressant pour la chimie
combinatoire. La modification structurelle du pyrazole par substitution, addition, ou fusion de
différents groupes fonctionnels est I'une des approches intéressantes pour la synthese de
nouveaux composés fonctionnalisés efficaces contre des pathologies émergentes.
L’introduction des groupements amide ou sulfonamide par exemple dans le noyau du
pyrazole est une stratégie importante qui confére des propriétés spéciales a la molécule [17—
19]. 1I devient donc cohérent d’intensifier la recherche dans ce domaine sachant que les
hétérocycles azotés restent une source d'inspiration fructueuse pour les industries

pharmaceutique et médicinale.

Il. Structure du pyrazole

Le pyrazole est un systéeme hétérocyclique aromatique qui appartient a la classe des azoles. Il
s'agit d'un cycle a cing chainons qui comporte deux atomes d'azote adjacents et de trois
atomes de carbone. L'atome d'azote 1 (Ny) est "de type pyrrole"” car ses électrons non partagés
sont conjugués au systeme aromatique. L'atome d'azote 2 (N2) est "de type pyridine", ses

électrons non partagés ne sont pas impliqués dans la résonance. En raison des différences
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entre les atomes d'azote, les pyrazoles réagissent a la fois avec les acides et les bases pour

donner des cations et des anions (figure 111.1) [20].

* _H H30+

N, B N

H
N.
\

Figure 111.1. Cation et anion produits & partir du pyrazole

1. Intérét biologique des pyrazoles

I11.1. Produits naturels contenant le pyrazole

Le noyau pyrazole est rencontré dans un certain nombre de produits naturels possédant
diverses propriétés biologiques [6]. La figure 111.2 rassemble des exemples d’hétérocycles
naturels dotés d’activité biologique et qui renferment dans leur structure le pyrazole. Parmi
ces composés naturels a titre d’exemple La (S)-B-pyrazolylalanine, un isomére de I'histidine,
isolé pour la premiere fois en 1959 a partir des graines de Citrullus vulgaris. C'est un acide
aminé qui possede une activité antidiabétique [21]. La Withasomnine isolée pour la premiére
fois en 1966 a partir des racines de la plante médicinale Withania Somnifera Dun, utilisée
dans la médecine traditionnelle indienne pour le traitement de troubles légers (effets
analgésique et antidépresseur) [22]. La pyrazomycine (pyrazofurine) qui est un produit naturel
trouvé dans les Streptomyces candidus [23,24]. D’autres composés naturels présentant des
activités biologiques tels le Formycine A, Formycine B, Oxoformycine B, Fluviol D, Acide
pyrazole-3(5)-carboxylique, Acide 4-Méthyl pyrazole-3(5)-carboxylique et 3-n-

Nonylpyrazole sont donnés dans la méme figure.
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Figure 111.2. Produits naturels contenant le noyau pyrazole

I11.2. Médicaments commercialisés contenant le pyrazole

Les systemes pyrazoliques en tant que biomolécules ont attiré plus d'attention en raison de
leurs propriétés pharmacologiques [25]. Ils entrent dans la conception de nombreuses
molécules médicamenteuses utilisées dans divers domaines tels que, pharmaceutique,
biologique, agricole et médicinal, ce qui les rend particulierement intéressants [26]. En effet,
la fraction pyrazole représente le noyau central de divers médicaments commercialises,
comme 1’épirazole et lonazolac qui sont des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), le
fézolamine et le zométapine qui possédent une activité antidépressive et le crizotinib qui est
un agent anticancéreux. En outre, les pyrazoles forment également un squelette structurel
central de divers pesticides a savoir, le penthiopyrade connu comme fongicide, le fipronil qui
présente un effet insecticide et le fluazolate en tant qu’herbicide. D’autres agents
thérapeutiques largement utilises comme préventifs et curatifs contre diverses maladies
complexes ayant comme structure de base le fragment pyrazole liés a des groupements amide
et sulfonamide sont disponibles sur le marché [2-4,18,19]. Parmi ces agents des antibiotiques
comme le sulfaphénazole [19], et des anti-inflammatoires comme le célécoxib [18], déracoxib

[27], rimonabant [2], tepoxaline et difénamizole [4], etc (figure 111.3).
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Figure 111.3. Médicaments commercialises contenant dans leur structure le motif pyrazole.

I11.3. Propriétés biologiques des derivés pyrazoliques synthétiques
Au cours de la derniére décennie, de nombreux scientifiques et chercheurs ont montré que la
conception de nouvelles petites molécules médicamenteuses basées sur le squelette du

pyrazole est une direction raisonnable et prometteuse dans la chimie médicinale moderne.
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Cela a été prouveé par le grand nombre de revues et d'articles scientifiques publiés indiquant
que les dérivés synthétiques du pyrazole ont une multitude d'applications dans différents
domaines [13,25,28-30]. Nous présentons en particulier ci-dessous quelques études
rapportées qui explorent le potentiel des molécules contenant le noyau pyrazole en tant que

candidats antibactériens, antifongiques et antioxydants.

111.3.1. Activité antimicrobienne des pyrazoles

Les infections bactériennes et fongiques sont devenues une menace importante et une cause
majeure de déces chez les étres vivants. En raison de I'émergence de la pharmaco résistance,
une attention particuliere a été accordée a la recherche de nouveaux agents pour combattre les
bactéries et les champignons multi-résistants. A cet égard, plusieurs équipes de chimistes ont
concentré leurs efforts a la synthese de nouveaux systéemes pyrazoliques ayant une forte
probabilité d'étre des agents antimicrobiens potentiellement efficaces [31].

De nouveaux dérivés pyrazoliques poly-substitués ont été synthétises par Bandgar et al. Les
auteurs ont testé leur activité antimicrobienne in vitro contre plusieurs souches pathogénes
[32]. D’aprés les résultats, une activité antifongique remarquable a été obtenue pour certains
composes portant les substituants 4-CHs, 4-OCHas, 2,4-(OCHa)., F et Br contre les
champignons Aspergillus flavus et Trichoderma viridae a une CMI de 250 pg/ml. De plus,
parmi les souches bactériennes testées, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus ont été inhibées par les composes pyrazoliques substitués par 4-OCHs, 4-Cl, 4-CHs,
Br, 2,4-(Cl). et 2,4-(OCHs)2 a des CMI de 100 ug/ml. La relation structure activité suggére
que les groupements donneurs des électrons augmentent I'activité antimicrobienne. Elle
indique aussi que la position du substituant dans le cycle phényle s'avere également pertinente

pour augmenter I’activité antimicrobienne des pyrazoles (figure 111.4).

R=H, 4-CHj, 4-OCH3, 2,4-(OCH3),, F, Br, 2,4-(Cl),, 3-Cl, 4-Cl

Figure 111.4

Sharma et al. ont préparé une nouvelle gamme de pyrazoles fonctionnalisés et évalué leur
activité antibactérienne in vitro contre quatre souches bactériennes pathogenes, a savoir

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (figure
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I11.5) [31]. Les résultats revelent que les pyrazoles testés montrent une activité antibactérienne
modérée a bonne contre les bactéries & Gram-positif (S. aureus, B. subtilis) en comparaison
avec le médicament standard ciprofloxacine. Parmi les différents dérivés du pyrazole
explorés, le composé pyrazolique qui porte la fonction acide (A) et le substituant chlore induit
une activité antibactérienne maximale avec un effet inhibiteur a une CMI de 32 pg/ml contre
la souche B. subtilis. Les dérivés pyrazoliques portant la fonction thioamide (B) et (C) se sont
averés plus efficaces contre la souche S. aureus & la méme CMI. Cependant, aucun de ces
dérivés pyrazoliques n’était efficace contre les bactéries a Gram-négatif (E. coli, P.

aeruginosa).

NHz NH; NH;
O=s= O=s= O=s=g
N N, N
\ /N \ /N \ /N
o S S
OH NH, NH,
A
Cl B ¢ Br
CMI = 32 pg/ml contre B. subtilis ~ CMI =32 pg/ml contre S. aureus

Figure 111.5

Dans une autre étude, de nouveaux dérivés de pyrazoles fonctionnalisés ont été synthétisés
par Mert et al. et testés pour leur activité antifongique contre les souches pathogenes
fongiques standards et cliniques [33]. La plupart des dérivés de pyrazole étudiés ont montré
un effet inhibiteur plus fort sur les souches standards et cliniques de Candida albicans, avec
des valeurs de CMI comprises entre 25 et 50 pg/ml. Parmi ces noyaux pyrazoliques, les
composés illustrés dans la figure 111.6 représentent les plus puissants a la fois contre l'isolat
clinique et la souche standard de C. albicans a une CMI de 25 pg/ml en comparaison avec le

médicament standard la nystatine (19 pg/ml).
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Figure 111.6

111.3.2. Activité antioxydante des pyrazoles

Le stress oxydatif est induit par la présence de radicaux libres qui peuvent endommager les
membranes cellulaires, les lipides membranaires et les acides nucléiques. 1l est devenu I'une
des principales causes de plusieurs maladies pathogénes. Par conséquent, I'élimination des
radicaux libres et des especes apparentées a attiré beaucoup d'attention ces derniéres années.
Le pyrazole est parmi les composés hétérocycliques qui présentent un grand intérét dans ce
domaine, du fait qu’il est largement étudié en tant que pharmacophore pour le développement
de composés antioxydants [34].

Récemment, Sangwan et al. ont rapporté la synthése et 1’évaluation de 1’activité antioxydante
de nouveaux dérives de pyrazoles en utilisant la méthode de piégeage des radicaux libres
DPPH" [35]. Les données obtenues sur l'activité antioxydante ont révélé que certains
composés étudiés ont présenté une capacité de piégeage des radicaux libres DPPH". Parmi
eux, les composés A, B et C ont montré une puissante activité de piégeage des radicaux libres
avec des valeurs de I’ICso minimale de 92,34 pg/ml, 87,14 et 96,36 ug/ml, respectivement. Les
auteurs ont constaté que la présence du groupe nitro sur le cycle phényle est significative dans

I’amélioration de l'activité antioxydante (figure I11.7).

JT 2 2
0 \@ 0 0 \Q o O,N\@ %
Ni\l\ Ni\l\ NN
HaN \\ @ HoN \ N0 HNT i
A N B N c \}\1
Figure 111.7
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Sribalan et al. ont décrit I'activité antioxydante de nouvelles séries de pyrazoles portant le
groupement amide [36]. Les nouveaux composés ont été testés pour leur capacité de piégeage
du radical libre DPPH" et de peroxyde d'hydrogene H>O>. Parmi les pyrazoles examinés, les
composés contenant des unités thiophene et o-chlorophényle ont montré la capacité la plus
élevée de piégeage du DPPH' avec des valeurs de I’'lICso de 27,59 et 27,71 uM,
respectivement. Tandis que, les composés portant des groupes p-méthoxy, 3,4,5-triméthoxy et
0-méthoxy ont montré une meilleure activité de piégeage de H2O> que les autres (figure 111.8).

R= 4-OCH3, 3,4,5-(OCH3)3, 2-OCH3

Figure 111.8

L’analyse des données de la littérature montre que la modification du profil structurel par
changement des substituants dans différentes positions du cycle pyrazole affecte
remarquablement la bioactivité. En particulier, I'incorporation de groupements fonctionnels
tels que 1’amide, sulfonamide et thioamide dans les molécules organiques, y compris les

dérivés du pyrazole, peut potentiecllement modifier et améliorer 1’activité biologique [34,37—
40].

IV. Méthodes de synthése des dérivés de pyrazole

En raison des activités biologiques prometteuses de divers pyrazoles et dérivés, une attention
considérable a été accordée a la synthése des pyrazoles. De nombreuses stratégies ont été
développées dans ce cadre. Les méthodes classiques pour leur synthese impliquent souvent
des approches basées soit sur les réactions de cyclocondensation, soit sur des reactions de
cycloaddition. Cependant, au cours des derniéres années, de nouvelles méthodologies plus
efficaces ont été mises en évidence et des modifications importantes ont été apportées sur les
approches classiques, dans le but d’améliorer le rendement et d'augmenter la régiosélectivite

dans la préparation des pyrazoles deferrements substitués. Nous décrirons dans ce qui suit de

94



Chapitre 111 : Synthése et évaluation biologiques des dérivés pyrazoliques tétrasubstitués

maniere non-exhaustive, les méthodes de synthese de dérivés du pyrazole rapportées dans la

littérature.

IV.1. Réaction de cyclocondensation de I’hydrazine et ses dérivés

IV.1.1. Sur les 1,3-dicétones

La méthode de synthése développée par Knorr est I'une des voies les plus répandues pour
preparer le pyrazole, du fait de la disponibilité des précurseurs de la 1,3-dicétone et de
I'nydrazine [41,42]. L'une des contraintes de cette approche est le mélange de régioisomére
qui peut étre obtenu a partir des substrats dissymetriques de la 1,3-dicétone [43].

Norris et al. ont decrit la synthese des pyrazoles a partir de la réaction des 1,3-dicétones
asymeétriques et des arylhydrazines (schéma I11.1) [44]. Les auteurs ont constaté que la
réaction conduit a la formation d’un mélange de deux régio-isomeres lorsqu’elle est effectuée
dans l'isopropanol a 85 °C. Tandis que ’ajout des quantités catalytiques d'acide sulfurique
concentré a 10% au mélange réactionnel, améliore la régiosélectivité. Aucun hydroxypyrazole

n'a éte détecté et les pyrazoles sont formés avec une parfaite régiosélectivité.

HF,C
o O iPrOH, HFC, 2
85°C, 1- 5JrS >—>< >—>< >_>\
HcmJJ\/U\Ph + ArNHzNHz R CF H H 5 Ph + N CF2
Ar = Ph: o% 0% 72% 25%
Ar = 2-pyridinyl-4-SO,Me: 87% 0% 12% 0%
HF,C Ph
o o H,S0, (10mol%) 2 >—>\
2 4 0),
iPrOH, 85°C, 1h A\ 7\
HE CJ\/”\ph + ArNH,NH, ! ’ ’ N. Ph + r\?j\
2 0 N N CF,H
Ar = Ph: 97% 3%
Ar = 2-pyridinyl-4-SO,Me: 99% 1%
Schéma lll.1

Dans une autre étude Gosselin et al. ont modifié la stratégie de Knorr, en utilisant le N,N
diméthylacétamide (DMAc) comme solvant et une quantité catalytique de 50 % en moles
d'acide chlorhydrique (10N) (schéma 111.2) [45]. Les auteurs ont constaté que dans la
cyclocondensation des chlorhydrates d'arylhydrazine avec les 1,3-dicétones, les solvants
aprotiques donnent des meilleurs résultats que les solvants polaires et portiques tels que
I'éthanol et I'acide acétique, qui sont généralement utilisés dans ce type de réaction. lls ont

montré que la régiosélectivité a été améliorée grace a la catalyse acide jusqu’a 99,8/0,2.
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O O HF,C
, 10N HCI (50 mol%) >/—>\
HFZCMAr + ArNH;NH; - N ) Ar

DMAc, t.a., 24h

N
|

Ar'

Ar = Ph, 4-BrCgH,4, 4-MeOCgHy, 4-NO,CgH,4
Ar' = Ph, 4-BrCgHy, 4-SO,NH,CH,

Schéma l11.2

IV.1.2. Sur les composés carbonylés a,p-insaturés

Bayrak a rapporté la synthése des dérivés du pyrazole via la réaction de cyclocondensation du
chlorhydrate du 4-hydrazinylbenzenesulfonamide sur des aldéhydes a,f-éthyléniques en
présence d'acide acétique dans le reflux d'éthanol [46]. Les composés pyrazoliniques
intermédiaires ont été facilement oxydés par la 2,3-dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone

(DDQ) dans le dichlorométhane pour fournir leurs analogues pyrazoliques (schéma 11.3).

HZNOZS H2N023
_NH.HCI
1 HN N’NH N—N
R, CH3CO2H Rq \
N Yo 5 mol%
CH Cl,, t.a.
Ry Rs EtOH, reflux Rs e
R4 O:?:O
NH> 1)R1 R2—R3—H,R4—R5—0Me
2)R2=R3=R5=H,R1=R4=OMQ
3)R2—R5—H R1 BrR3—R4—OMe
3) Rs =H, Ry =R, =Br, R3 = R4 = OMe
Schéma I11.3

Une nouvelle stratégie récente a été développée pour la synthése de N-sulfonylpyrazoles 3-
substitués via des réactions de cyclisation des sulfonylhydrazines avec des N,N-diméthyl-
énaminones catalysée par 1’acide paratoluénesulfonique (APTS) [47]. Cette méthode permet
d'obtenir des N-sulfonylpyrazoles 3-substitués avec des rendements modérés a bons et une

bonne tolérance aux groupes fonctionnels (schéma 111.4).

~ A I APTS R
NVJ\& + HNHN-S-R, - —_ . " A

Xyléne, 120°C

~

Q

R; = Ph, 4-OMeCgH,, 4-MeCgH,, 4-CICgHs, 4-FCgHy, 2-CICgH,, 4-NO,CyHa,
4-CF3C6H4, 2-OHC6H4, 2-Thieny|, 4-C|C6H4, 2-Fury|
R2 = Ph, 4-MeC6H4, 4-tert-buty|-CGH4, 2-FCGH4, 4-Br06H4

Schéma lll .4
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Les dérivés carbonylés «,f-acétyléniques a leur tour ont été utilisés dans la construction des
pyrazoles. Leur réaction avec des arylhydrazines abouti souvent & la formation des
régioisomeres [48,49]. Récemment, 1’équipe de Muzalevskiy a rapporté une approche
sélective et sans métal des pyrazoles [50]. Les auteurs ont montré que la voie de la réaction
des a,-ynones avec des aryl ou alkyl hydrazines peut étre dirigée sélectivement soit vers des
3-CF3-pyrazoles soit vers des 5-CFz-pyrazoles selon la nature du solvant. Les solvants
protiques hautement polaires comme I’exemple de I’hexafluoroisopropanol favorisent la
formation de 3-trifluorométhylpyrazoles. En revanche, lorsque la réaction est réalisée dans
des solvants aprotiques polaires, le DMSO par exemple, la formation de I’isomére 5-CFs-
pyrazoles est préférentiellement favorisée. En outre, la formation régioselective de pyrazoles
substitués en 3-CFs peut étre également effectuée par une procédure en deux étapes. La
réaction de cétones o,fS-acétyléniques avec des aryl ou alkyl hydrazines en présence de
catalyseurs acides conduit a la formation des hydrazones, qui sont facilement transformées en

pyrazoles 3-CFs-substitués par traitement basique(schéma I11.5).

H+ CF3
DMSO /§ DBU
=z N
|
R HN.
R1
N F 1
N~ 1) DMSO,t.a., 48h HFIP, t.a., 24h N
)I\/)—GFF / CFs 4+ H,NHN-R %FW
F

2) APTS (20mol%) R

85 °C, 4h

R = Ph, 4-C|CGH4, 4-BrC6H4, 4-MeC6H4, 4-tert-buty|-C6H4, 4-OMeCSH4, 4-SMeCGH4

R1 = 4-BI'C6H4, 4-MeCGH4, 3-CF3C6H4, 4-CNCGH4, 4-C02HC6H4, 2-iPrCGH4, 4-SOzNH2C6H4

Schéma Il11.5

IV.2. Approche multicomposante

Récemment, Sangwan et al. ont publié une nouvelle voie de synthése verte et efficace de
pyrazoles via une réaction de condensation entre des aldéhydes substitués, le malononitrile et
la 2,4-dinitrophényl hydrazine en présence de la gomme de guar acylée comme
organocatalyseur dans des conditions sans solvant [35]. L’utilisation de 1’approche
multicomposante a permis de réaliser la synthése des pyrazoles en une seule étape et d’une
maniere hautement régiosélective (schéma 111.6). Dans une autre étude similaire, Moosavi-
Zare et al. ont mis en réaction les méme réactifs en présence du complexe de base de Schiff
Zn[4-nitrophényl-salicylaldimine-pyranopyrimidinedione]Cl, comme catalyseur hétérogéne
efficace pour la synthése régiosélective des dérivés de 5-amino-1H-pyrazole-4-carbonitrile
[51].
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CN

ON NO: de guar— HZNW&&
omme de guar—CO,H
ArCHO + NCc”CN + \©: & 2 : No AT

<

-NH
O,N NO,

Ar = 4-OMeC6H4, 4-C|CGH4, 4-MeC6H4, 2-C|06H4, 4-N0206H4, 2-OHC6H4, 3,4-OHC5H4, 4-OH06H4

____________________________________________________________________________________________________

HOzc\
HO OH HO O
0 o)
HO HO

NaOH

OH OH
0 OH 0 OH
HO HO O HO HO O
OH ro

gomme de guar

gomme de guar—CO,H co,H

Schéma l11.6

Magini et al. [52] ont récemment décrit une approche one pot comme synthése efficace d'un
ensemble de pyrazoles substitués via une réaction de cyclo-condensation d'aldéhydes,
d'arylhydrazines avec des f-cétoesters en présence de peroxydisulfate de tétra-n-
butylammonium (TBA)2S20g) comme catalyseur dans des conditions sans solvant (schéma
[11.7). Les auteurs ont montré que l'utilisation du (TBA).S20s comme catalyseur pour cette
réaction présente plusieurs avantages, y compris une excellente régiosélectivité, un rendement

élevé des produits et un temps de réaction plus court.

Q@ 0 HaC
o, —
ArCHO + )J\/U\R + ©\N’NH2 (TBA),S,0g (20mol%) N

N-
N 95°C, 1-2 h ©/ N
R = OCHj, OEt

Ar = Ph, 4-MeC6H4, 4-OMeCGH4, 4-OH06H4, 2,4-(C|)2C6H4
Schéma I11.7

IV.3. Réactions de cycloaddition dipolaire-1,3

La réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 a été aussi utilisée comme l'une des méthodes de
synthése les plus efficaces pour obtenir a des pyrazoles substitués. Quelques exemples de
dipdles-1,3 couramment utilisés dans la synthese de composés pyrazoliques comprennent des
composés diazoiques, des sydnones et des nitrilimines. Les dipolarophiles communs de ce
processus sont les alcénes et les alcynes.

En comparaison avec la réaction classique de cyclocondensation entre les dérivés d’hydrazine

et les 1,3-dicétones, dans laquelle la régiosélectivité repose sur la différence de réactivité des
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deux groupes carbonyles, les cycloadditions dipolaires-1,3 sont principalement hautement

régiosélectives.

IVV.3.1. Réactions de cycloaddition avec des dipdles de type diazo

IV.3.1.1. Sur les alcynes

Ces dernieres années, la cycloaddition dipolaire-1,3 des composés diazocarbonylés avec des
alcynes est devenue un procédé tres utilisé. Cependant, ces dipdles sont moins réactifs en
raison de I’existence d’un groupement attracteur qui augmente 1'écart d'énergie des HOMO-
LUMO entre les composes diazocarbonylés et les alcynes. Pour surmonter ce probleme, I'une
des approches les plus couramment utilisée consiste a introduire des acides de Lewis pour
baisser I'énergie de l'orbitale moléculaire inoccupée la plus basse vide (LUMO) du
dipolarophile pour favoriser la réaction. Dans ce contexte, He et al. ont rapporté la réaction de
cycloaddition dipolaire-1,3 entre des o-diazoacétates d’éthyle a des alcynes terminaux
catalysée par Zn(OTf). en présence de NEts [53]. Cette méthodologie a permis la synthése de

pyrazoles carbonylés d une maniére régiosélective avec des bons rendements (schéma 111.8).

Zn(OTf), CO2R1
— R + N,HC-CO,R; RW
NEts, 100°C N-NH

R = Ph, 4-MeCgH,4, 4-BrCgH,4, 4-NO,CgH,4, 2-Ethynylpyridine, Diphenylethyne,
CH,C,H5, CH,CH,CH,C,H5, CH,OC,H5, CH,OCH,CHCH,, C(CH3),OH
R4 = Et, t-Bu, Bn

Schéma l11.8

Dans un autre méthode, le réactif de Bestmann-Ohira (BOR) a été employé comme réactif de
Horner-Wadsworth-Emmons et comme partenaire de cycloaddition pour la premiere fois [54].
La méthode implique la réaction de BOR avec les aldéhydes pour générer des acétylénes
terminaux et la réaction subséquente de BOR avec les acétylénes générés in situ dans des
conditions simples catalysées par Cu(l) pour générer des phosphonylpyrazoles (schéma 111.9).
L'utilisation d'une diazométhylsulfone au lieu du BOR comme partenaire de cycloaddition

dans la deuxiéme étape permet également d'obtenir des sulfonylpyrazoles.
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RCHO

N R
2 . X S

=R ]
C82CO3, EtOH

\
KOH, Cul (20 mol %)  N-NH

R = 4-NO,CgHy, 4-FCgHy, 4-CICgH4, 4-BrCgHy, 4-CH3CgHy, 2-furyl, 2-thienyl,
3-NO,CgHy, 4-CNCgHy, 3-pyridyl
X =PO(OEt),, SO,Ph

Schéma I11.9

1VV.3.1.2. Sur les chalcones et les alcénes

Les chalcones aboutissent aux composés pyrazoliques, lorsqu’elles sont engagées dans des

réactions de cycloaddition avec les composés diazocarbonylés. La réaction de cycloaddition

dipolaire-1,3 des composés diazo a savoir le diazoacétate [55], I’a-diazo-p-cétoester [56] et du

réactif de Bestmann-Ohira [57] avec les cétones o,f-éthyléniques conduit a des pyrazoles

fonctionnalisés avec une excellente régiosélectivité (schéma 111.10).

KOH, EtOH, t.a.

O

Q\P _OEt
)J\H/ \
OEt

No

N,

TMEDA, toluéne, 110 °C

R EtO_  OFt
Ph ~ R

( 0
& \-NH

R = Ph, 4-OMe-Ph, 3,4,5-(OMe)3-Ph, 4-
NMe,-Ph, 4-CI-Ph, 2-thienyl
r EtO

R1 S 0

\
O N/NH

R = Ph, 4-Me-Ph, 4-OMe-Ph, 3,4,5-(OMe);-Ph,
3,4-(OMe),-Ph, 4-NMe,-Ph, 2-thienyl
R, = Ph, 4-Me-Ph

R Ro
SN
N (@]
\
(@] N—-NH

R = Ph, 4-Me-Ph, 4-OMe-Ph,4-CI-Ph, 4-Br-Ph,
4-F-Ph, 2-naphthyl, 2-thienyl, 2-furanyl

R4 = Ph, 4-Me-Ph, 4-OMe-Ph, 4-CI-Ph, 4-Br-Ph,
2-Me-Ph, 1-naphthyl

Schéma 111.10

De méme, la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 de réactif de Bestmann-Ohira et d'a-

diazo-f-cétosulfones en tant que dipoles-1,3 avec les nitroalcenes a été également etudiée. Les

réactions ont éteé réalisées en présence d'une base nucléophile (NaOEt) dans un solvant

protique (EtOH) a température ambiante. Ces approches conduisent a d'excellents rendements

en phosphonylpyrazoles [58,59] et en sulfonylpyrazoles [60] en tant que des régioisomeres

uniques (schema 111.11).
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o, CEtR
P
NaOEt, EtOH, t.a. EO T N _R
Ney
\,OFt H
)H( \ R = Ph, 4-OMe-Ph, 4-CI-Ph, 4-NO,-Ph, 2-furyl, 2-thienyl
N OEt R1 =H, M, Ph
2
\ /
NO, OEt EtO WNOZ + B0 WBr
g N N-N N~
1 H maj H min
R NaOEt, EtOH, t.a.

R = Ph, 4-OMePh, 4-CIPh; R4 = Br

R
0 SO,R
R / I 22
R,0,S 1
HN-N

N R = Ph, 4-OMePh, 4-CIPh, 3-BrPh, 4-CHsPh, 4-OMePh,
3,4-(OMe),Ph, 3,4,5-(OMe)sPh, 2-NO,Ph, 3-NO,Ph, 4-

NaOMe, MeOH, t.a. NO,Ph; R; = H, Me, CH,OH; R, = Ph, 4-MePh

Schéma I111.11
IVV.3.2. Réactions de cycloaddition avec des sydnones
Les sydnones sont des composés mésoioniques relativement stables et facilement
synthétisable (schéma 111.12) [61]. Ces composes subissent une cycladdition dipolaire-1,3
avec des acetylenes déficients en électrons, en donnant lieu & des pyrazoles apres elimination

de dioxyde de carbone.

R (0]
R NaN02 NN\ ACQO —
N co,H | COoM N-R
H 2 H,0,HClI N O~y

Schéma 111.12
Les premiéres applications de la réaction de cycladdition dipolaire-1,3 des sydnones avec les
propynoates d’éthyle non symétriques ont révélé que cette réaction se déroule avec des
rendements modeérés et conduit a un mélange de deux régioisomeéres pyrazoliques facilement

séparables avec un rapport ~3:1 (schéma 111.13) [49,62].

6 R\ R\ COZR»] X2
N X O N X1 R1OZC
o] toluéne Q '_Co,R; | Xo | X" X2 T N—X,
| \ X1 + R10zC — 2 / + N / I \ + N~N
N=\/+ reflux, 18h {O’N HO~ -co, N=N \
R X, CORy 52% 16%
X4 =X, =1, Br; R = Ph, Me, Bn, p-OMePh, p-FPh; Ry = Et, tBu

Schéma 111.13
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Au fil du temps, des méethodologies générales et efficaces ont été développees dans le but
d'augmenter la régiosélectivité dans la préparation de pyrazoles substitués. Dans ce cadre, la
cycloaddition dipolaire-1,3 des 3-arylsydnones avec des cétones o,f-acétyléniques et «,f-
éthyléniques pour obtenir des pyrazoles a été rapportée [61,63]. Cette réaction est réalisee
dans le xylene sec a reflux et fournie des pyrazoles 1,3,4-trisubstitués d’une maniére

hautement régiosélective avec des rendements élevés (schéma 111.14).

0 (0]
R
R/\)J\R Ry > R=Ph, p-MePh
2 ! 7\, Ry =Ph, p-OMePh, p-CIPh, p-MePh
0 N\,\\, R, = Ph, p-CIPh, p-MePh
(I) A Xyléne R
Ns\s reflux | QN s O  O,N O R
R | />—<: S R = Ph, p-OMePh, p-MePh
R // { ) Ry = Ph, p-OMePh, p-CIPh, p-MePh
N—N_
R
Schéma ll11.14

IVV.3.3. Réactions de cycloaddition avec des nitrilimines

Les nitrilimines sont générées in situ par traitement des halogénures d'hydrazonoyle avec une
base. La cycloaddition dipolaire-1,3 des nitrilimines avec les alcenes a été employée pour la
synthese des pyrazoles substitués depuis plusieurs déecennies. Cette approche a été appliquéee
pour la synthese régiosélective de plusieurs inhibiteurs puissants tels que le célécoxib et le

rimonabant [64].

IVV.3.3.1. Réaction avec les alcénes

Wang et al. ont utilisé des nitro-oléfines pauvres en électrons en tant que dipolarophiles dans
la synthese régiosélective des pyrazoles substitués au moyen d'une réaction de cycloaddition
dipolaire-1 ,3 avec les nitrilimines générés in situ par I’action de carbonate de potassium sur
les précurseurs bromés [65,66]. La réaction conduit régiosélectivement a des dérivés

pyrazolines substitués aprés élimination spontanée du groupe nitro (schéma 111.15).

R

Br
H K,CO %
R N. = 2~™3 . F3C
N0, + Ry N)\CFS ~ Y
CH,Cl,, 30°C N-N

\

R1

R = Ph, 4-MePh, 3-OMePh, 3-CIPh, 3-BrPh, 4-CO,MePh, 2-naphthyl
R4 = Ph, 4-MePh, 4-BrPh, 4-CO,MePh, 4-FPh

Schéma 111.15
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Une autre stratégie de synthese régiosélective des pyrazole a été développée récemment par le
groupe de Wang [67]. Ce procédé repose sur I’utilisation des dérivés d'allénoate en tant que
dipolarophiles dans la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 avec le chlorure de N-

phenylbenzohydrazonoyle précurseurs des nitrilimines (schéma 111.16).

Ph OAc
Cl H
~ _N. KoCO3
+ N Ph >
CH,Cl,, 25°C
CO,Et R
R = H, 4-OCHs, 3,4-(OCHg),, 4-Cl, 4-F, 4-NO,, 4-Br

Schéma I11.16

1\VV.3.3.2. Double liaison endocyclique
En 2016, Alizadeh et al.

vis-a-vis des nitrilimines générés in situ [68]. Les auteurs ont remarqué que la réaction aboutit

ont étudié le comportement des 3-formyl chromones
a la synthése régiosélective des dérives de pyrazole apres I'ouverture du cycle chromone

(schéma 111.17).

0 0 Ph
X CHO Cl H NEt; X N,
| + X UN_ \ /N
Ar” "N” "Ph EtOH, t.a. oH
O Ar
HZO\Y
o =2 X =H, Cl, Me
Ph Ar = Ph, 4-CIPh
X N, -HCO,H
o) %
\) Ar
Schéma I11.17

En 2018 Jasinski et al. [69] ont signalé que I'éther d'énol cyclique peut agir comme une

contrepartie réactive efficace dans la réaction de cycloaddition avec les nitrilimines générés in

situ. La réaction se déroule d’une manicre régiosélective et conduit a la génération initiale de

I'adduit bicyclique, qui se transforme aux pyrazoles apres ouverture du cycle au niveau de

I’atome de 1’oxygene.
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CH3 (\/EQN CF3
‘ N= OH
NEt
4y, FchN\N _ NEts | o7N . N}\/\
O Br H THEF, t.a., 24h /@/
Cl 76%

CH; _|

Schéma 111.18

Dans d’autres études similaires, les auteurs ont soumis les cycloadduits issus de la
condensation des nitrilimines respectivement sur les dipolarophiles de 1’indole N-substitue, de
benzofurane et de thiophéne a I’action de 1’acide chloridrique a chaud. IIs ont constaté que les
cycloadduits subissent une ouverture au niveau des noyaux indoliques, benzofuranique et

benzothiophénique pour donner des pyrazoles trisubstitués (schéma 111.19) [70-72].

X Ar;—C=N—N—Ar
+ | |
Y Cl  H

H Arq
X= NCH3 O S Ar = CGH5 p- (CHSO)C6H4, Cl)CGH4 Ar' = CH3 CeH4, Cl CGH4

Schéma 111.19

1V.3.3.3. Double liaison exocyclique

Les cycloadditions dipolaires-1,3 des nitrilimines avec les dipolarophiles offrent une option
pour la construction des pyrazoles substitués [73]. Lorsqu’ils sont engagés dans la réaction
avec les cétones a,fS-insaturées exocycliques en tant que dipolarophiles conduisent souvent a
des spiropyrazolines d’une fagon hautement régiosélective [74]. Néanmoins, certains type de
spiropyrazolines se transforment en leur analogues pyrazoliques soit dans le milieu
réactionnel soit par 1’action d’un catalyseur acide ou basique [75]. Nous citons ci-apres
quelques exemples :

Une stratégie tres efficace pour la synthése régiosélective des pyrazoles substitués a été
développée [76]. Ce processus consiste a faire réagir les 3-arylidenes benzosultames avec les
nitrilimines générés in situ a partir des chlorures d'hydrazonoyle sous I’action de carbonate de
potassium. La cycloaddition dipolaire-1,3 aboutit a la formation des pyrazoles par
transformation des spiropyrazolines instables dans le milieu réactionnel et élimination de SO>
(schéma 111.20).
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N _—
\© MeOH

R

R =H, Me, Bn

R4 =H, 4-OMe, 4-Me, 4-Cl, 4-Br, 3-Me, 2-F

R, = H, 4-OMe, 4-Me, 4-Cl, 4-Br, 4-F, 4-NO,, 4-CF3
R3 = H, 4-OMe, 4-Me, 4-Cl, 4-F

Schéma 111.20

Un comportement pareil a été observé lors de la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 de 2-
méthyléne-1,3,3-triméthylindoline avec la nitrilimine préparée in situ a partir de précurseur
chloré en présence de triéthylamine dans le dichlorométhane. L'intermédiaire spiropyrazoline

s’ouvre au niveau du cycle indolique, donnant ainsi des pyrazoles trisubstitués (schéma IlI.
21) [77].

/ oy
N SN Et;N
+ —_—
CH,Cl

Schéma 111.21

Dans d’autres études [78-80], les auteurs ont étudiés la réactivité des nitrilimines sur les
dérivés des 2-arylidene-benzofuran-3-ones dans le but de synthétiser des composés
tricycliqgues a jonction spiranique. Cependant dans les conditions habituelles de la
cycloaddition, la réaction n'aboutit pas aux cycloadduits attendus. Ils ont montré que la
réaction conduit a la formation des ortho-hydroxybenzoylpyrazoles aprés I'ouverture du cycle
spiranique au niveau de 1’atome d’oxygéne, qui peut étre considérée comme une élimination
E> baso-catalysée et facilitée par la disparition des contraintes stériques dans la structure non

spiranique (schéma 111.22)
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Ar = C¢Hg, 4-(C)C4H,, 4-(NO,)C4H,
R =H, CH;, OCH,
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s
=
/
N-N Ar

Ar

——  Ar=C4Hs, 4-(C1)C4H,, 4-(C1)C¢H,
Ar' = Me, MeO, Ph, PhNH, 2-C,H;0,
2-C4H,S
R = Et

Schéma 111.22

Boughaleb et al. [81] ont montré également que la réaction des a-chloroarylidéne-

phénylhydrazones sur les 2-arylidenebenzo[b]thiophén-3(2H)-ones au reflux du toluéne en

présence de la triéthylamine ne conduit pas aux cycloadduits spiraniques, mais a un pyrazole

tétrasubstitué apres rupture du cycle thiophéne au niveau de 1’atome de soufre suivie d’une

substitution nucléophile du proton thiophénique par une deuxiéme molécule de 1’a-

chloroarylidéne-phénylhydrazones (schéma 111.23).

H
©j€=< + Ary~C=N—N—Ph
| |
S Ar Cl

H

Et;N
toluéne, A

Ar1 = C6H5’ p-(CH3O)C6H4! p'(Cl)CgH4! C4H3S
Ar, = CgHs, p-(CH30)CgHy, p-(CH30)CeHy

Schéma 111.23
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V. Synthése des pyrazoles cibles

V.1. Synthese des pyrazoles par transformation des spiropyrazolines

Pour notre part, et compte tenu des différents résultats rapportés dans la littérature, nous avons
envisagé de synthétiser de nouveaux dérivés pyrazoliques a partir des spiropyrazolines déja
préparés. Nous avons commencé dans un premier temps par étudier le comportement des
cycloadduits spiraniques résultants de la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 des
nitrilimines et des dérivés du (Z)-2-benzylidenebenzo[b]indolin-3(2H)-one (aza-aurone) en
milieu acide et en milieu basique dans le but de déterminer les conditions optimales de leur
transformation en pyrazoles [82].

Apres un nombre important de tests, nous avons opté finalement pour un traitement acide
pour des raisons de rendement et de temps réactionnel. Les spiropyrazolines 3(a-i) préparés
sont traités par 1’acide chlorhydrique concentré dans un reflux d’éthanol. Le suivi de la
réaction par chromatographie sur couche mince révele 1’évolution des composés spiraniques
vers d’autres produits nouveaux que nous avons isolés et caractérisés par les méthodes
spectroscopiques usuelles. L’étude des données spectroscopiques montre bien qu’il s’agit de
la formation des pyrazoles tétrasubstitués via une ouverture au niveau du cycle indolin-3-one
(schéma 111.24).

R =H, Cl; Ry = H, OCHj3, CHj, CI, Br

Schéma 111.24. Voie de synthése des 5-(2-aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-i)

Les caractéristiques physiques de tous les produits synthétisés 4(a-i) sont rassemblées dans le
tableau 111.1

Tableau I11. 1. Propriétés physiques des produits obtenus 4(a-i)

Ne R R P.F (°C) Rdt (%)
4a - - 142-144 88
4b Cl - 176-178 80
4c - OCHs 110 60
4d Cl OCHs 170-172 76
de - CHs 180-182 68
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4f - Cl 156-158 70
49 Cl Cl 204-206 63
4h - Br 196-198 66
4i Cl Br 190-192 72

Nous avons attribué aux produits 4, la structure impliquant 1’ouverture des cycloadduits
spiraniques au niveau de I’atome d’azote du noyau indolin-3(2H)-one. Cette ouverture resulte
d’une élimination synchrone de 1I’hydrogéne en position 4 du cycle pyrazolique et de la
rupture de la liaison Cs»-NH et abouti a la formation des 5-(2-aminobenzoyl)-3,4-diaryl-1-
phénylpyrazoles 4. La structure des pyrazoles 4 a été établie sur la base des données
spectrales usuelles.

En effet, les spectres IR (figure 111.9) révélent 1’apparition de deux bandes d’absorption qui
varient entre 3200 et 3420 cm™ caractéristiques d’une amine primaire, et une bande

d’absorption vers 1600 cm™ caractéristique de la vibration de la fonction C=0.

T44 sl

e I i

sey Somde o]

Figure 111.9. Spectre IR du composé 4a

Sur les spectres RMN-H (figure 111.10) des composés 4 on observe 1’apparition d’un signal
singulet large vers 6,80 ppm intégrant deux protons relatifs aux protons de la fonction amine
(NHy) et la disparition du signal attribué aux protons benzyliques Ha (5 ppm). Ces données
spectroscopiques montrent que les cycloadduits soumis a I’action de 1’acide a chaud subissent
une ouverture du noyau indolinonique au niveau de 1’atome d’azote comme il a été signalé
pour les cycladduits indoliques [70-72]. Le méme comportement est observé dans le cas de
leurs analogues les aurones et les thiorauones dont la cycloaddition avec les mémes dipdles

aboutit dans les mémes conditions a des pyrazoles tétrasubstitués aprés transformation du
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cycloadduit spiranique instable au milieu basique via I’ouverture du cycle furane et thiophéne

au niveau des atomes de 1’oxygene et de soufre [78-80,83].

A
|

i j;::

AN
4
{
|
LU R
LN
t

--------------------------------------------------

Figure 111.10. Spectre RMN-H du composé 4a

Sur les spectres RMN-3C (figure 111.11) des mémes produits on note la disparition des
signaux attribués aux carbones C4a 60 ppm et Cs> a 80 ppm, accompagnée d’un blindage du
signal attribué au carbone du groupement carbonyle de 1’ordre de 10 ppm. La diminution
observée dans le déplacement chimique de la fonction carbonyle C=0 peut s’expliquer par le
changement de la tension du cycle indolinonique. La valeur enregistrée vers 189 ppm est en

bon accord avec les données de la littérature [70-72,78,80].

R R I R T e R T A A i o W R A SN R R e
L] A L] LR ] W e LE Sl (b LE-2] (A1 LLod Rl Bl ppan

Figure 111.11. Spectre RMN-3C du composé 4a

En se basant sur les résultats des donneés spectroscopiques, Nous avons constaté que ces
réactions de transformation des spiropyrazolines par I’action de 1’acide a chaud commencent
par une protonation de 1’amine secondaire. Ensuite, I’intermédiaires protoné au cours de la

réaction subit une coupure du cycle indolinonique accompagnée de la formation d’une double
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liaison entre les carbones 4 et 5 du pyrazole. Le mécanisme général proposé pour 1’obtention

des pyrazoles tétrasubstitués est représenté dans le schéma 111.25.

O Ph
N\lN HCI
N " EtOH
Ar
3
A
H,0 O Ph
N~
A~
N+ 1
7N Ar
H HAc

Schéma 111.25. Mécanisme général proposé

La structure des pyrazoles préparés a été confirmée sans ambiguité par diffraction des rayons
X. Les monocristaux convenables du composé 4f ont été obtenus par évaporation lente a la
température ambiante d’une solution EtOH/CHClI> et un cristal adéquat pour la détermination
de la structure cristalline a été choisi.

Les études cristallographiques réalisées montrent que le composé 4f cristallise dans un
systéme monoclinique avec un groupe d’espace P2:1/n [84]. L’analyse des résultats obtenus,
montre clairement que 1’unité asymétrique du composé 4f est constituée d'un cycle pyrazole
lié a quatre substituants : deux phényles, un chlorophényle et un aminobenzoyle, comme le

montre la représentation ORTEP de la structure donnée dans la figure 111.12.

Formule chimique C28H20CIN3O

Masse (g/mol) 449,92
Systeme cristallin Monoclinique
Groupe d'espace P21/n
a 8,4100 (6),
b 16,2156 (10),
c(A) 16,8421 (11)
B(°) 93,563 (2)
V (A%) 2292,4 (3)

Figure 111. 12. Quelques données cristallographiques et représentation ORTEP de la structure
du compose 4f (C2sH20CIN3O). Les ellipsoides thermiques correspondent a 40 % de
probabilité.
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La structure tridimensionnelle cristalline du composé 4f montre que le plan du cycle pyrazole
est presque perpendiculaire a celui du groupe amino-benzoyle comme le montre I'angle diedre
entre les deux noyaux de 81,68(10)° et un angle diédre de 56,04(10)° avec le substituant p-
chlorophényle. Les angles diédres entre le plan pyrazole et les deux cycles phényles (C11 a
C16) et (C23 a C28) sont respectivement de 27.68(11)° et 46.45(12)°. Le plan amino-
benzoyle est également perpendiculaire & celui contenant le cycle p-chlorophényle avec un
angle diédre de 84,47(11)° et forme un angle de 70,45(12)° avec le cycle phényle adjacent
(C23 a C28) [84]. De plus, dans I’empilement tridimensionnel de la structure, les molécules
sont reliées entre elles a travers des liaisons hydrogéenes (N1—H1A::-N3, C15—H15:--01) et
¢galement par de faibles interactions de type n-m entre les cycles aromatiques et le pyrazole
adjacent et C19—H19.--n (tableau I11.2). Ces contacts inter- et intramoléculaires assurent la
cohésion et la stabilité de 1’édifice cristallin pour former un réseau tridimensionnel comme le

montrent la figure 111.13.

Tableau 111.2. Longueurs (A) et angles de liaisons (°) hydrogéne dans la structure du
composé pyrazolique étudié.

D—H---A D—H (A) H---A (A) D---A (A) D—H---A (°)
N1—H1A---N3! 0,86 2,33 3,138 (2) 156
N1—H1B:--O1 0,86 2,01 2,657 (2) 131

C15—H15..-01i 0,93 2,57 3,473 (3) 164
C24—H24---01 0,93 2,73 3,391 (3) 129
N1—H1B:--CI1i 0,86 2,94 3,489 (2) 124

Codes de symétries : (i) x-1/2, -y+3/2, z-1/2; (ii) -x+3/2, y-1/2, -z+1/2; (iii) -x+1, -y+1, -z.
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Figure 111.13. Empilement cristallin du composé 4f montrant des molécules interconnectées
par des contacts C—H---xt et des liaisons hydrogéne.

Encouragés par les résultats obtenus au niveau rendement et temps de réaction, nous avons
envisage dans un deuxiéme temps de fonctionnaliser et substituer les différents pyrazoles 4(a-
i) obtenus par traitement acide des spiropyrazolines 3(a-i) a 1’aide des réactions de N-
alkylation, N-acylation et N-sulfonation (schéma 111.26) dans le but de préparer une
chimiothéque de nouveaux dérivés du pyrazole, qui feront I’objet de tests biologiques dans ce

chapitre par la suite.
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N
= Ar' 4
% Ar
/N\N 1 Ar2

Schéma 111.26. Fonctionnalisation et N-alkylation des 5-(2-aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-i)

V.2. Synthese des pyrazoles N-alkylés

L'ensemble des propriétés potentielles que présentent les systemes pyrazoliques, nous a incité
a développer nos recherches dans ce domaine afin de synthétiser de nouvelles molécules
susceptibles de présenter des propriétés biologiques remarquables. En vue de préparer de
nouveaux composés pyrazoliques N-alkylés, nous nous sommes intéressés dans cette partie a
exploiter la réactivité des produits d’ouverture obtenus 5-(2-aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-d)
en tant que synthons vis-a-vis des différents agents d’alkylations [85]. Les composés ciblés 5-

10 ont été synthétisés selon le chemin réactionnel décrit dans le schéma 111.27.

Différentes conditions

R-X

5 (R;=C,H5; R, =H)

6 (R; = (C4Hs)CHy; Ry = H)
7 (R;=C;Hs; R, =H)

8 (R;=C3Hy;; Ry =H)

9 (Rl = CH3, R2 = H)

10 (Rl = CH3, R2 = CH3)

R=H N OCH3’ Cl, CH3
RX = C2H5L (C6H5)CH2BT, C3H5Br, C3H4Br, CHSI

Schéma 111.27. Voie de synthese
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Afin d’améliorer le rendement et le temps de la réaction d’alkylation, les conditions ont été
optimisées en fonction du solvant, de la température et de la nature de la base. Nous avons
pris comme modele D’alkylation du 5-(2-aminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole par
I’iodure d’éthyle. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 111.3. Ces derniers
montrent que la N-alkylation du 5-(2-aminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole 5a (schéma
[11.28) par I’iodure d’éthyle est optimale au niveau rendement et temps réactionnel dans le cas

du DMF comme solvant et NaH comme base a température ambiante.

Solvants

C,Hs—1
Bases

Schéma 111.28. Réaction modele

Tableau 111.3. Optimisation des conditions de la réaction pour la synthese de 5a.

Entrée Solvants Bases Temps® T (C°) Rdt(%0)"

1 CHsCN K.CO3 72 ambiante 55

2 CHsCN K>COs 30 reflux 40

3 DMF K,CO3 36 ambiante 69

4 DMF K,CO3 26 reflux 53

5 DMSO K.CO3 33 ambiante 65

6 DMSO K>COs 20 reflux 45

7 Acétone K.CO3 > 72 reflux Traces
8 MeOH K.CO3 > 72 ambiante -C

9 MeOH K,CO3 > 72 reflux -
10 2-Butanol K.CO3 > 72 ambiante -
11 2-Butanol K.CO3 > 72 reflux Traces
12 CHsCN NaOH 20 ambiante 70
13 DMF NaOH, 9 ambiante 84
14 DMSO NaOH 11 ambiante 76
15 Acétone NaOH > 48 ambiante -
16 CHsCN NaH 13 ambiante 83
17 DMF NaH 4 ambiante 92
18 DMSO NaH 6 ambiante 84

La condition optimale pour le choix de la condition de réaction est indiquée en gras
Conditions de réaction : 5-(2-aminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole ( 4a, 1 équiv.),
C2Hsl (1 équiv.), BTBA (0,5 équiv.).

& Temps rapporté en heure et contrélé par chromatographie sur couche mince (CCM)

b Rendements en produits isolés.

¢Pas de réaction

Apres optimisation des conditions opératoires de la réaction d’alkylation, nous avons repris

cette réaction en utilisant différents agents d’alkylation vis-a-vis d’une variété de composés
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pyrazoliques pour former une nouvelle série de dérives pyrazoliques N-substitués avec des
bons rendements. Nous avons aussi examiné la possibilité de la N-dialkylation du groupement
amino en utilisant deux équivalents (2 équiv) de I’agent alkylant contre un équivalent de
pyrazole, les résultats ont montré que seul le produit monoalkylé est obtenu avec des bons
rendements et des temps réactionnels courts sauf dans le cas de I’iodure de méthyle ou la
réaction a donné le produit dialkylé. Résultat qui peut étre attribué aux effets stériques des
substituants alkyles. Les structures de tous les produits préparés ont été établies par les
méthodes spectroscopiques usuelles (IR, RMN'H et RMN®C) et par la spectroscopie de
masse a haute résolution (HRMS).

A titre d’exemple, le spectre IR du composé 5a montre 1’apparition d’une bande d’absorption
attribuable & la vibration de la liaison N-H de I’amine secondaire vers 3316 cm™, et la
disparition de deux bandes d’absorptions vers 3299 cm™ et 3414 cm™ caractéristiques de la

vibration de la liaison N-H de I’amine primaire (NH2) du composé 4a [86] (figure 111.14).
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Figure 111.14. Spectre IR du composé (5a)

Sur le spectre RMN du proton du méme composé 5a on observe la disparition d’un signal
singulet large centré a 6,8 ppm correspondant aux protons de I’amine primaire du composé 4a
[86], et I’apparition d’un signal triplet a 8,72 ppm relatif au proton de I’amine secondaire NH

(figure 111.15). On reléve aussi en plus des signaux caractéristiques aux protons aromatiques la
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présence d’un signal triplet a 1,32 ppm et d’un multiplet entre 3,22 et 3,31 ppm

correspondants respectivement aux protons CHz et CH> du groupement éthyle.
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Figure 111.15. Spectre RMN H (300 MHz, CDCls) du composé (5a)

De méme, sur le spectre RMN 3C du méme produit on note ’apparition de deux signaux
situés a 14,4 ppm et 37,2 ppm des deux carbones du radical éthyle. Le carbone du groupement

carbonyle résonne a 190 ppm (figure 111.16).
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Figure 111.16. Spectre RMN *3C (75 MHz, CDCls) du compoéé (5a)

La structure du pyrazole 5a a également été confirmée par spectrométrie de masse a haute

résolution. Le spectre de masse du composé 5a montre un pic de l'ion moléculaire protoné
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[M+H]" a m/z = 444,2088 (figure 111.17), ce dernier subit principalement cing fragmentations

comme indiqué dans le schéma 111.29.
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Figure 111.17. Spectre de masse du composé (5a)

[M+H]
— m/z: 444,2088 -

m/z: 297,1391 m/z: 148,07581 m/z: 323,1190 m/z: 429,3200 m/z: 374,3041

Schéma 111.29. Fragmentation proposée pour le pyrazole (5a)
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Les données analytiques et spectroscopiques de tous les composés synthétises sont indiquees
dans le tableau I11.4. Les données de spectrométrie de masse sont en parfait accord avec les
structures proposées. Le pic d'ion moléculaire [M+H]" est observé dans le spectre de chaque
Ccomposeé.

Tableau 111.4. Données de caractérisation physique et spectroscopique des composés
synthétisés

. P.f RdtP RMN *H (ppm) RMN 2C (ppm) IR (cm™)  HRMS (m/2)
ORI e ) [M+H]’
R:i/R» NH RietR, NH
- CH> (3.26) CHz (37.2)
52 H 4 160-162 92 G 82 Gyoas 3316 444,208
5 OCH; 5 146148 84 gﬁ; gég 8,73 gﬂ; 823 3314 474,2180
6a  H 10 170172 70 CH,(451) 924 CH(46.) 312 506,2228
6b OCH; 8 188190 88 CH:(451) 925  CH,(46.4) 3327 536,2342
6c  Cl 7 138140 65 CH:(452) 925  CH.(46,4) 3335 540,1845
6d CH, 9 152154 76 CH:(451) 924  CH.(46,4) 3300 520,2394
CH. (3,91)
7a  H 11 148140 66  HC=C(593) 896  CH(447) 3292 456,2081
C=CH; (5,21)
CH2(3,9)
7b  OCHs 10 146148 73  HC=C(594) 896  CH,(44,7) 3346 486,2181
C=CH:(5,2)
CH. (3,92)
¢ Cl 8 130132 69  HC=C594) 897  CH,(44,7) 3352 490,1697
C=CH, (5,23)
CH(32,2)
g8a  H 9 178180 57 CC:%;(EO% 885  C=C(795) 3329 4541925
I C=CH (71,5)
CH(32,2)
8b OCH; 5 170172 68 CCZ%;(‘E'ZOZ%) 886  C=C (79.6) 3323 484,2022
R C=CH (71,5)
% H 2 200202 83 CHa(2.92) 880  CHs(29.3) 3316 430,1931
9b OCHs 230 176-178 89 CH:(292) 879  CH:(29.3) 3300 460,2040
9 cCl 3 174-176 76 CH:(293) 881  CH:(29.3) 3350 464,1540
od CHs 1 172-174 91 CH:(292) 881  CH:(29.3) 3318 444,2092
1020 H 14 180-182 55 2CHs(2,67) ; 2CHs (43,9) i 444,2069
10b° OCHs; 13  134-136 67  2CHs(2.67) : 2CHs (44,0) : 474,2189
10 Cl 17 164-166 59 2CHs(2.67) : 2CHs (44.1) : 478,1701
10d°  CHi 12 158160 74 2CH:(268) : 2CH (44,0) : 458,2250

*Réactifs et conditions : 4a-d (1 equiv), R-X (1 équiv), DMF (20 ml), BTBA (0,5 équiv), NaH (1
equiv), t.a. ® Rendements isolés. ‘Conditions : 4a-d (1 équiv), CHsl (2 équiv), NaH (2 équiv).

V.3. Synthese des pyrazoles fonctionnalisés

V.3.1. Synthese des pyrazoles portant une fonction amide

Dans le but de synthétiser des pyrazole fonctionnalisés, les produits de transformation
préparés ont été mis en réaction avec le chlorure de benzoyle et I’anhydride acétique. L’action
du chlorure de benzoyle sur les composés 5-(2-aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-h) a été réalisée

dans le dichlorométhane a 0 °C en présence de la triéthylamine comme catalyseur basique.
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Tandis que la réaction avec ’anhydride acétique utilis¢é comme réactif et solvant en méme
temps nécessite un chauffage a reflux (schéma 111.30). Cette stratégie nous a permis d’obtenir
de nouveaux pyrazoles possédant une fonction amide (11a-h et 12a-h) avec des rendements
satisfaisants [82,87].

Tetll

11a-h (R, = CH;)

R R, R R, 12a-h (R, = C¢Hy)
a H H b H 4-Cl
¢ 4-OCH; H d 4-OCH; 4-Cl I=Ac,0, A
e 4-Cl H f 4-Cl 4-Cl I = C¢gH5COCI, CH,Cl,, 0°C, NEt3
g 4-Br H h 4-Br 4-Cl

Schéma 111.30. Synthése des pyrazoles fonctionnalisés par la fonction amide

La structure des nouveaux composeés synthétisés a été déterminée sur la base des données
spectroscopiques usuelles, spectrométrie de masse et confirmée par les études
cristallographiques.

Les spectres IR des composés synthétises (11a-h et 12a-h) montrent en particulier la présence
d’une bande d’absorption entre 3200 et 3320 cm™ relative & la vibration de la liaison N-H.
Deux autres bandes vers 1700 et 1640 cm™ caractéristiques de la vibration de la liaison C=0
de la fonction amide et de la cétone respectivement. Comme exemple représentatif, nous

donnons dans la figure 111.18 le spectre IR du composé 11a.
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Figure 111.18. Spectre IR du composé (11a)
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Les spectres RMN *H des différents pyrazole-amide préparés (11a-h et 12a-h) permettent de
relever en particulier, la présence d’un signal singulet dans 1’intervalle entre 11 ppm et 12,30
ppm qui disparait par addition de D20 correspondant au proton NH de la fonction amide. Un
autre signal vers 2,3 ppm intégrant trois protons relatifs aux protons du groupement méthyle
CHs de I’acétamide. Comme exemple représentatif, nous donnons dans les figures 111.19 et 20

les spectres RMN de proton du compose 11a.
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Figure 111.19. Spectre RMN H (300 MHz, CDCls3) du composé (11a)
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Figure 111.20. Spectre de RMN *H (300 MHz, CDCl3 +D20) du composé (11a)
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Les spectres RMN 3C des composés synthétisés (11a-h et 12a-h) révélent la présence des
signaux caracteristiques suivants : Un signal vers 169 ppm attribuable au carbone de la

fonction amide et un autre signal vers 192 ppm correspondant au carbone du groupement
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carbonyle. En plus d’un signal vers 25 ppm attribuable au carbone du groupement méthyle

CHs de I’acétamide. A titre d’exemple nous donnons dans la figure 111.21, le spectre RMN de

carbone 13 du composé 11a enregistré dans le chloroforme (CDClIs).
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Figure 111.21. Spectre de RMN *3C (75 MHz, CDCIs) du composé (11a)

La structure des composes synthétisés a été également confirmée par spectrométrie de masse a

haute résolution. Les données de la spectrométrie de masse obtenues sont en parfait accord

avec les structures proposées. Les pics des ions moléculaires sodiés [M+Na]* de tous les

composés ont été observés. A titre d’exemple nous donnons dans la figure 111.22 le spectre de

masse du composé 11a.
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Figure 111.22. Spectre de masse du composé (11a)
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La diffraction des rayons-X sur monocristal est un moyen trés utilisé en chimie organique
pour déterminer sans ambiguité la structure des molécules. Dans ce cadre, nous avons réalisé
une étude de diffraction des rayons-X sur les monocristaux des composés 11e et 11f [87].
L’étude structurale montre que les deux composés 1le et 11f cristallisent dans le systéme
monoclinique, groupes d'espace P2i/c et P2i/n, respectivement. L’analyse des résultats
obtenus, montre que la structure asymeétrique des composeés renferme plusieurs cycles a savoir
phényle, pyrazole, aminobenzoyle et chlorophényle.

Les représentations ORTEP de la structure des deux molécules données dans les figures 111.23
et 24, montrent que les cycles formant chaque molécule apparaissent presque coplanaires. En
fait, la plus grande inclinaison de 68,72 (11)° est observée entre le plan du pyrazole
(N2N3C5C6C7) et le plan traversant l'acétophénone (C9C10C13 a C16) de la premiére
molécule (11e). L'angle correspondant dans la seconde molécule (11f) est de 66,43 (8)°. De
plus, le cycle phényle (C17 a C22) est presque perpendiculaire au cycle p-chlorophényle (C25
a C30) comme l'indique I'angle diédre de 85,58(11) ° entre les deux noyaux. Presque la méme
valeur de 86,83(9)° est observée dans la seconde molécule (11f), dans laquelle le substituant
p-chlorophényle (C9 a C14) est presque coplanaire avec le cycle pyrazolique comme l'indique

I'angle diedre de 8,95 (8)° entre eux.

Formule chimique  C3oH22CIN302

Masse (g/mol) 491,95
Systeme Cristallin, Monoclinique,
Groupe d’espace P2i/c
Température (K) 296
A 16,1391 (9),
b 17,0782 (9),
c(A) 9,3629 (5)
£(°) 103,117 (2)
V (A% 2513,3 (2)
Z 4

Figure 111.23. Données cristallographiques et Vue ORTEP du composeé 11e.

122




Chapitre 111 : Synthése et évaluation biologiques des dérivés pyrazoliques tétrasubstitués

Formule chimique  CzoH20CI2N3O:
Masse (g/mol) 525,39
Systeme Cristallin,  Monoclinique
Groupe d’espace P21/n
Température (K) 296
A 9,2912 (5),
b 17,8175 (11),
c(A) 15,4675 (10)
B(°) 96,307 (2)
V (A% 2545,1 (3)
z 4

Figure 111.24. Données cristallographiques et vue ORTEP du composé 11f.

La structure tridimensionnelle des deux composes 11e et 11f est stabilisée via une multitude
d’interactions de liaisons inter et intramoléculaires. Dans le cristal du composé 1le, les
molécules sont liées entre elles par trois liaisons hydrogene C—H...O et C—H...Cl, en plus de
I'interaction C—H...w pour former un réseau tridimensionnel comme le montre la figure 111.25.
La conformation moléculaire est stabilisée par deux liaisons hydrogene intramoléculaires N—
H..O et C—H...O. La cohésion cristalline du composé 11f est assurée par une liaison
hydrogene C—H...O (figure 111.26). Les molécules sont liées également entre elles par une
interaction C—H...n. Ces mémes liaisons hydrogénes intramoléculaires contribuent a la

stabilité de la conformation de la molécule.

Figure 111.25. Empilement de la structure du composé 11e
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Figure 111.26. Empilement de la structure du composé 11f

V.3.2. Synthese des pyrazoles portants une fonction sulfonamide

Les sulfonamides sont parmi les premieres classes d'antibiotiques largement utilisés comme
agents préventifs et curatifs contre diverses maladies infectieuses [17,88,89]. L’association de
ce pharmacophore avec le motif pyrazole dans un seul squelette moléculaire pour générer un
effet synergique est largement utilisé pour développer de nouveaux médicaments [17—
19,39,88]. Diverses molécules contenant les deux pharmacophores sulfonamide et pyrazole
présentent des activités antioxydante [39], antimicobienne [31,39,90], anti-inflammatoire
[90,91], anticancéreuse [92], inhibiteur sélectif de I’anhydrase carbonique [93], etc. Parmi ces
molécules des antibiotiques comme le sulphaphénazole des anti-inflammatoires comme le
célécoxib qui sont déja disponibles sur le marché [18,19].

Parmi nos objectifs, la synthése d’une nouvelle famille des dérivés de pyrazole possédant un
motif sulfonamide. Bien évidemment, ce motif a été choisi pour son activité antibactérienne
prometteuse, comme nous 1’avons souligné précédemment. Pour ce faire, nous avons engagé
les pyrazoles (4a-g) dans la réaction de sulfonation avec le chlorure de tosyle en présence de
la pyridine a 0 °C dans le dichlorométhane (schéma 111.31). Dans tous les cas étudiés la
réaction aboutit a une nouvelle gamme de pyrazoles portants une fonction sulfonamide avec

des bons rendements.
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CH,Cl,, 0 °C, Pyridine

0
S e
4-Me-PhSO,Cl /©/
H,C

3

R, R R,
a H H b H 4-Cl
¢ 4-0CH; H d 4-OCH; 4-Cl
e 4-Cl H f 4-Cl 4l
g 4-Br H

Schéma 111.31. Voie de synthese des pyrazoles-sulfonamide 13a-g.

La structure et la pureté de tous les composés nouvellement synthétisés ont été établies par
des techniques spectroscopiques usuelles a savoir IR, RMN de proton et du carbone 13, et
spectrométrie de masse a haute résolution [82,94]. Les spectres IR des composés 13a-g
montrent en particulier la présence d’une bande d’absorption entre 3188 et 3303 cm™ relative
a la vibration de la liaison N-H. Une autre bande entre 1620 et 1665 cm™ caractéristique de
I’absorption du groupement carbonyle. En outre, sur les spectres RMN H on note en plus des
signaux attribuables aux protons aromatiques, un signal singulet vers 11 ppm qui disparait par
addition de D,O correspondant au proton NH. Un autre signal vers 2,4 ppm intégrant 3
protons relatifs aux protons du groupement méthyle CHs du groupement tosyle. Les spectres
RMN 3C révélent la présence des signaux caractéristiques suivants : un signal vers 21,6 ppm
attribuable au carbone du groupement méthyle CHs du tosyle et un autre signal vers 191 ppm
correspondant au carbone du groupement carbonyle. Les propriétés physiques et I’ensemble

des résultats spectroscopiques, et spectrométriques sont regroupés dans le tableau I11.5.

Tableau I11.5. Propriété physiques et spectroscopiques des nouveaux pyrazoles synthétisées

o mg | REmY RMN *H RMN®C
N R R cO (%) (ppm) (ppm) " +S FE]":’@
NH C=0 NH CHs; C=0 CH;
13a - - 180-182 60 3303 1622 11,07 245 1922 2165 592,1663
13 Cl - 172-174 54 3188 1620 11,01 2,44 1913 2162 626,1272
13c - OCHs; 188-190 76 3193 1629 11,07 245 1916 21,62 622,1756
13d Cl OCHs 182-184 66 3214 1632 11,04 244 1915 2161 656,1364
13 - Cl 196-198 80 3243 1657 11,01 246 1914 21,63 626,1262
13f Cl Cl 208210 71 3256 1661 11,05 246 1912 21,63 660,0869
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13g - Br  200-202 74 3230 1665 11.01 247 1913 21,66 670,0757

Les structures des pyrazoles sulfonamide 13a-g ont été confirmées sur la base des données
cristallographiques issues de la diffraction des rayons X sur monocristal. Parmi les produits
préparés, la structure du compose 13b a été déterminée sans ambiguité par des études
cristallographiques [94]. Les monocristaux adéquats du composé 13b pour une détermination
structurale ont été isolés par évaporation lente a température ambiante a partir d'une solution
d'un mélange d’éthanol et de dichlorométhane. La représentation ORTEP de ['unité
asymétrique de la structure du composé étudié présenté dans la figure 111.27 montre que les
caractéristiques structurales cristallographiques du composé 13b sont en accord avec ceux
obtenus a partir des études spectroscopiques. La vue ortep de la structure asymétrique du
composé 13b montre que le cycle pyrazole central (N3-N2-C15-C16-C17) est presque plan
avec la plus grande déviation du plan moyen de -0,012(2) a I'atome C17. Il est relié a trois
cycles benzéniques et & un sulfonamide comme la montre la figure 111.27. Les angles diédres
entre le cycle pyrazole et les différents substituants a savoir : le cycle chlorobenzéne (C18-
C23) et les deux cycles phényles (C24-C29) et (C30-C35) sont respectivement de 37,35(11)°,
49,98(11)° et 34,75(13)°. Le plan moyen passant par le cycle aminobenzoyle (C8-C13) est
presque perpendiculaire a celui du cycle chlorobenzéne comme l'indique I'angle diedre entre
les deux de 87,95(11)°. D'autre part, I'angle diedre formé par les deux cycles phényles (C2-
C7) et (C8-C13) liés au groupe sulfonamide est de 79,30(12)°, ce qui indique que ces deux
cycles sont presque orthogonaux I'un a l'autre. En outre, dans la structure tridimensionnelle du
compose étudié, les molécules sont reliées entre elles par une liaison hydrogéne C4—H4...CI1
et une autre interaction 7...w entre le pyrazole et un cycle benzénique (C30-C35), avec une
distance de 3,92 (2) A, comme le montre le réseau tridimensionnel résultant présenté dans la
figure 111.28. De plus, la conformation moléculaire est stabilisée par deux liaisons hydrogéne

intramoléculaires (figure 111.27).

Formule chimique  CssH26CIN3O3S
Masse 604,10
Systeme Cristallin,  Monoclinique
Groupe d’espace P2i/c
Température (K) 296
a 9,8893 (8)
b 28,871 (2)
c(A) 11,2462 (9)
B(°) 109,850 (3)
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V (A%) 3020,2 (4)

Z 4
Figure 111.27. Données cristallographiques et vue ORTEP du compose 13b.

Figure 111.28. Empilement de la structure du compose 13b

VI. Activité antimicrobienne des composés synthétisés

L'émergence et la propagation des maladies infectieuses causées par les agents pathogénes
comme les levures, les bactéries Gram négatif et Gram positif constituent une menace
grandissante et sérieuse pour la santé publique [95-99]. La lutte contre les micro-organismes
pathogenes se fait principalement par 1’'usage des antibiotiques capables de les détruire ou
d’en bloquer leur croissance [97]. Les antibiotiques couramment utilisés sont des molécules
d’origine naturelle, synthétique ou hémi-synthétique comme les pénicillines, les sulfamides, la
céfixime, 1’azithromycine, la tétracycline [100], etc. L’emploi de ces antibiotiques est assez
large et couvre aussi bien le domaine de la santé humaine qu’animale. Cependant, Leur usage,
souvent abusif, entraine 1’apparition de phénomene d’antibiorésistance qui se traduit par la
capacité d’un micro-organisme a résister a I’effet de 1’antibiotique [101,102].

Pour pallier a cette résistance un renouvellement constant des principes actifs s’impose
comme solution [103,104]. Ces molécules recherchées doivent posséder diverses autres
propriétés chimiques et de nouveaux mécanismes d’action contre ces micro-0rganismes
pathogénes [8,104]. La recherche avancée en chimie de synthése a mis en évidence un
nombre important de composés hétérocycliques a potentiel antimicrobien. Les hétérocycles
incorporant dans leur structure le fragment pyrazole font partie de ces composés. A cet égard,
nous avons envisagé la synthese d une nouvelle série de dérivés pyrazoliques differemment
fonctionnalisés, afin d’évaluer leur activité antimicrobienne in vitro dans 1’espoir de découvrir

de nouvelles molécules dotées de puissante activite.

VI.1. Activité antimicrobienne des 5-(2-aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-h)
La nouvelle série des composes pyrazoliques (figure 111.29) synthétisés par transformation des

composés spiraniques a été testé in vitro pour leur activité antimicrobienne contre les
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bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus (S.A.), les bactéries Gram négatif :
Escherichia coli ATB57 (E. C.), Klebsiella pneumoniae (K.P.) et Pseudomonas aeruginosa
(P.A.), et les levures : Candida albicans ATCC10231 (C.A.) et Saccharomyces cerevisiae
ATCC9763 (S.C.). Les souches bactériennes testées ont été obtenues aupres du laboratoire de
microbiologie du CHU-Fes, Maroc. Ces especes bactériennes sont souvent responsables
d’infections nosocomiales qui constituent un probléme majeur de santé publique. Les souches
fongiques utilisées ont été fournies par le laboratoire de biotechnologie de la Faculté des
sciences Dhar El-Mahraz Feés.

Les activités antibactérienne et antifongique des composés cibles ont été déterminées comme
concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode de sensibilité & la microdilution
en bouillon [94]. La CMI est considérée comme la concentration la plus faible d'un
antimicrobien nécessaire, qui peut inhiber complétement la croissance d'un micro-organisme.
Les antibiotiques Ampicilline et Streptomycine ont été utilisés comme témoins positifs contre
les espéces bactériennes, et le Fluconazole comme témoin positif pour les souches fongiques.
I1 a été observé que I’utilisation du DMSO comme solvant n'influence pas l'activité

antimicrobienne des échantillons testés aux concentrations utilisées.

E R Ry
"a H H |
i'b H (O
r ¢ OCH; H |
'd OCH; Cl |
. e Cl H
P fCl cr oo
' g Br H |
. h Br Ccl
! ;

Figure 111.29

Les résultats de l'activité antimicrobienne sont présentés dans le tableau 111.6 [94]. Les
résultats des études préliminaires montrent que les dérives de pyrazole testés présentent une
activité antimicrobienne in vitro a des concentrations comprises entre 62,5 et 250 pg/ml
contre les micro-organismes pathogénes testés. Les meilleurs résultats ont été obtenus contre
les souches fongiques. Les composés 4a et 4f montrent une activité inhibitrice intéressante
contre la souche fongique Saccharomyces cerevisiae avec une valeur de CMI de 62,5 pg/mi,
en comparaison avec le contrble positif (20 pug/ml). De plus, le composé 4a présente une
activité fongique remarquable contre la levure Candida albicans avec une valeur de CMI de

62.5 pg/ml, en comparaison avec le Fluconazole (40 pg/ml). Par contre, les dérivés de
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pyrazole sont moins efficaces en tant qu'agents antibactériens contre les bactéries testées, en

comparaison avec les médicaments standards.

Tableau I111.6. Activité antimicrobienne des composés synthétises 4(a-h)

Composes CMI (ug/ml)
N°. R R1 E.C. K. P. P. A S.A. C.A. S.C
4a H H 125 250 250 125 62.5 62.5
4b H Cl 250 125 250 250 125 125
4c OCHs H 250 125 250 250 125 125
4d OCHs Cl 250 125 250 250 125 125
4e Cl H 250 250 250 125 250 250
4f Cl Cl 250 125 250 250 125 62.5
49 Br H 250 250 125 125 125 250
4h Br Cl 250 125 250 250 125 125
Streptomycine 25 3.12 - 12.5 - -
Ampicilline 50 25 1.56 25
Fluconazole - - - - 40 20

VI1.2. Activité antimicrobienne des composes pyrazoliques N-alkylés (5-10)

Afin d'évaluer l'activité antimicrobienne des composés cibles 5-10 (figure 111.30) contre les
différents microbes pathogenes sélectionnés, les tests antimicrobiens in vitro ont eté réalisés
en utilisant la méthode de la microdilution [85]. Les souches bactériennes Gram positif :
Listeria innocua (CECT 4030), Staphylococcus aureus (CECT 976) et une souche bactérienne
Gram négatif Escherichia coli (K12) sont employées pour évaluer I'activité antibactérienne et
la levure Candida albicans (ATCC 10231) pour évaluer I'activité antifongique. Les souches
bactériennes ont été fournies par le Laboratoire des Ressources Naturelles et de

I'Environnement, Faculté Polydisciplinaire de Taza.

------------------------
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Figure 111.30. Les composés pyrazolique N-alkylés cibles (5-10)

Les résultats des études préliminaires ont été rapportés dans le tableau I11.7, le fluconazole (F)
et streptomycine (S) ont été ont été utilisés comme références a des fins de comparaison.
Selon les résultats obtenus [85], certains composés cibles presentent des propriétés
antimicrobiennes modérées contre les bactéries et contre la souche fongique. En particulier, le

composé 10b montre une activité inhibitrice avec des valeurs de CMI comprises entre 250 a
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1000 pg/ml contre les microorganismes testés relativement importante par rapport aux autre
composes etudiés. De plus, le composé 6¢c montre une activité antibactérienne avec des
valeurs CMI de 250 et 500 ug/ml contre les souches bactériennes E. coli et L. innocua,
respectivement. De méme, le composé 10c présente une inhibition bactérienne contre E. coli
avec la valeur de CMI de 500 pg/ml.

Les différents micro-organismes sélectionnés sont inhibés par presque la plupart des
composes avec des activités inferieurs a celles des témoins de références. Les composés 6a et
9d n'ont montré aucune activité contre les microbes testés. Lorsque la valeur de CMI observee
est supérieure a 2000 ug/ml, le composé est considéré comme inactif (signalé AA, aucune
activité).

Les composés dotés d’une activité antimicrobienne importante sont ensuite testés pour
déterminer la concentration bactéricide minimale (MBC) et la concentration fongicide
minimale (MFC). Il convient de noter d’aprés les résultats répertoriés dans le tableau 111.8,
que le composé 10b montre des effets bactéricide et fongicide contre les microorganismes
cibles, et un effet bactéricide contre E. coli pour les composes 6c¢ et 10c.

Tableau I11.7. Criblage antimicrobien en tant que CMI (ug/ml) des composés cibles (5-10)
contre les micro-organismes testés.

. CMI (pg/ml)
Composes Antibactérien Antifongique
N° R R1 R E. coli S. aureus L. innocua C. albicans
5a H CzHs H AA AA 2000 AA
5b OCHjs C:Hs H AA 2000 AA 1000
6a H (CeHs)CH H AA AA AA AA
6b OCHjs (CsHs)CH2 H 1000 2000 2000 1000
6¢c Cl (CeHs)CH2 H 250 2000 500 2000
6d CHs (CsHs)CH; H AA AA AA 1000
7a H CsHs H 1000 AA 2000 AA
7b OCHj3 CsHs H 2000 2000 2000 2000
7c Cl CsHs H 2000 1000 1000 1000
8a H CsH4 H 2000 2000 2000 2000
8b OCHjs CsH, H 1000 2000 AA 1000
9a H CHs H 2000 2000 2000 2000
9b OCH3s CHjs H 2000 NA 2000 2000
9c Cl CHs H 2000 2000 2000 2000
9d CHs CH;s H AA AA AA AA
10a H CHjs CHjs 1000 2000 2000 2000
10b OCH3 CHjs CHjs 1000 1000 500 250
10c Cl CHjs CHjs 500 1000 2000 1000
“lod CHs CHs CHs 1000 NA 1000 2000
Streptomycine 62.5 7.8 15.6 NT
Fluconazole NT NT NT 31.25
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AA : aucune activité, NT : non testé

Tableau 111.8. Les concentrations minimales bactéricides (CMB) ou fongicides (CMF) en
pug/ml des composés les plus actifs.

CMB or CMF (pg/ml)
. Antibactérien Antifongique
Composés - - :
E. coli S. aureus L. innocua C. albicans

N° R R1 R2 MBC MBC MBC MFC
6c Cl (CeHs)CH2 H 250 ND 500 ND
10b OCHs; CHs CHs 1000 1000 500 250
10c Cl CH3 CH3 500 ND ND 2000

ND : non déterminée

VI1.3. Activité antimicrobienne des pyrazoles portant la fonction amide

L'activité antimicrobienne in vitro des pyrazoles portant la fonction amide synthétisés (11a-h
et 12a-h) (figure 111.31) a été évaluée contre les micro-organismes sélectionnes pour I'étude
[87]. La méthode de dilution en milieu liquide a été utilisée pour 1’évaluation de la sensibilité
des microbes aux différents composés. Les résultats du criblage antimicrobien en termes de
valeurs des concentrations minimales inhibitrices, des composés et des médicaments

standards sont regroupés dans le tableau I11.9.

__________________
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12a-h (R =CgHy) & 1 4Br €l

Figure 111.31. Structure des molécules testés (11a-h et 12a-h)
Tableau 111.9. Activité antimicrobienne des composés synthétises

Composés CMI (ug/ml)

N° R R1 R> E.C. K. P. P. A S.A. C. A S.C
1la H H CHs 250 125 250 250 250 250
11b H Cl  CHs 250 125 250 250 125 125
11c OCH; H CHs 250 250 250 250 62,5 125
11d OCH: ClI CHs 250 125 250 250 125 125
1le Cl H CHs 250 250 250 250 250 250
11f Cl Cl  CHs 250 250 >250 250 125 62,5
11g Br H CHs 125 125 125 62,5 125 250
11h Br Cl  CHs 250 125 250 250 125 125
12a H H CeHs 125 125 125 250 125 125
12b H Cl  CeHs 250 250 250 250 125 125
12c OCH:; H  CeHs 250 125 250 250 62,5 125
12d OCH; ClI  CeHs 250 125 250 250 250 125
12e Cl H CsHs 125 250 125 125 125 62,5
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12f Cl Cl  CeHs 250 125 250 250 62,5 31,25
12¢ Br H CeHs 125 125 125 62,5 125 125
12h Br Cl  CeHs 125 125 125 62,5 125 125
Streptomycine - - - 25 3,12 - 12,5 - -
Ampicilline - - - 50 25 1,56 25 - -
Fluconazole - - - - - - - 40 20

D’aprés les résultats obtenus a partir de ces études préliminaires, il s’est avéré que
les composeés testés ont exercé une activité antimicrobienne faible a significative, avec des
valeurs de la CMI qui varient entre 250 pg/mL et 31,25 pg/mL. Parmi les deux séries, une
bonne activité antibactérienne a été observée pour les composes 11g, 12g et 12h contre la
souche bactérienne gram-positif Staphylococcus aureus (S.A.) avec une valeur de CMI de
62,5 pg/mL. En outre, ces composés ont montré une activité inhibitrice modérée contre les
bactéries gram négatif (Escherichia coli (E.C.), Klebsiella pneumoniae (K.P.) et
Pseudomonas aeruginosa (P.A.)). Par contre, les tests antifongiques ont révélé que certains
produits étudiés présentent une bonne activité inhibitrice contre les souches fongiques en
comparaison au médicament standard. Le composé 12f a montré une activité inhibitrice
significative contre les deux levures testés (Candida albicans (C.A.) et Saccharomyces
cerevisiae (S.C.)) avec des valeurs de CMI de 62,5 ug/ml et 31,25 pg/ml respectivement. Les
composés 11c et 12c ont montré une CMI de 62.5 pg/mL contre Candida albicans proches du
standard (CMI 40 pg/ml). De méme les composés 12e et 11f ont montré une activité
antifongique modérée contre Saccharomyces cerevisiae avec une valeur de CMI de 62,5
ug/ml en comparaison au témoin positif (CMI 20 pg/ml). Les autres composés des deux séries
ont montré un effet inhibiteur plus faible (125 a 250 pg/ml) contre diverses souches
microbiennes testées. Les résultats obtenus ont montré des différences au niveau de 1’activité
antimicrobiennes entre les devers composés étudiés. Cette différence est due probablement a
I’effet des substituants en position para des cycles phényles attachés au noyau pyrazolique et
du substituant de la fonction amide. Nous avons observé que le substituant 4-bromophényle
sur le cycle pyrazole a augmenté ’activit¢ inhibitrice contre la souche bactérienne gram
positif. Par contre, la présence des groupes méthoxy et chloro attaches au phenyle du cycle
pyrazole, ont exercé un bon effet inhibiteur contre les souches fongiques. Généralement, les
composés pyrazoliques portant une fonction benzamide (12a-h) sont plus actifs que ceux

contenant une fonction acétamide (11a-h).

VI1.4. Activité antimicrobienne des pyrazoles portants une fonction sulfonamide
Les composés pyrazoliques contenant la fonction sulfonamide 13(a-g) (figure 111.32) ont été

testés in vitro pour leur activité antimicrobienne contre les bactéries Gram positif, les
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bactéries Gram négatif et des levures par la méthode de sensibilité a la microdilution en
bouillon [94].

Figure 111.32

Les résultats de Il'activité antimicrobienne sont présentés dans le tableau 111.10 [94]. Les
résultats des études préliminaires montrent que les pyrazoles 13(a-g) présentent une activité
antimicrobienne in vitro faible a excellentes a des concentrations comprises entre 31,25 et 250
pg/ml contre les micro-organismes pathogénes testés. Certains composés manifestent une
activité antibactérienne et antifongique importantes, en particulier, le composé 13f montre une
remarquable activité contre Candida albicans (62,5 pg/ml) et Saccharomyces cerevisiae
(31,25 pg/ml), en comparaison au médicament standard Fluconazole. L’activité antifongique
obtenue pour le composé 13f peut étre attribuée a la présence de deux atomes de chlore (CI)
en position para sur les cycles benzéniques [105,106]. De plus, le composé 13e présente une
activité inhibitrice significative contre Saccharomyces cerevisiae avec une valeur de CMI de
62,5 pg/ml, alors qu’il manifeste une activité modérée contre Candida albicans (Valeur de
CMI comprises entre 125 pg/ml), en comparaison avec le méme medicament de référence.
L’activité antifongique observée pour ces compos€s est comparable a celle décrite dans la
littérature pour des composés analogues [90,106,107]. Cependant, pour [P’activité
antibactérienne le composé 13g présente une inhibition remarquable contre la souche gram
positif Staphylococcus aureus avec une valeur de CMI de 62,5 pg/ml, et une activité modérée
contre les autres bactéries avec des valeurs de CMI de I’ordre de 125 pg/mL. L’activité
observée pour les composés pyrazole-sulfonamide 13(a-g) en comparaison aux autres
composés pyrazoliques 4(a-h) peut étre attribué a 1’effet synergique entre le pharmacophore

pyrazole et du groupement sulfonamide [90,107].

133



Chapitre 111 : Synthése et évaluation biologiques des dérivés pyrazoliques tétrasubstitués

Tableau 111.10. Activité antimicrobienne des composés synthétisés 13(a-g)

Composés CMI (ug/ml)
N° R R1 E.C. K.P. P. A S. A C. A S.C.
13a H H 250 250 250 125 250 125
13b H Cl 250 125 250 250 125 125
13c OCHjs H 250 125 125 250 125 125
13d OCHjs Cl 250 125 125 250 125 125
13e Cl H 125 125 125 250 125 62,5
13f Cl Cl 250 125 250 250 62,5 31,25
139 Br H 125 125 125 62,5 125 125
Streptomycine 25 3,12 - 12,5 - -
Ampicilline 50 25 1,56 25
Fluconazole - - - - 40 20

VII. Activité antioxydante des composés synthétisés

Le potentiel antioxydant des composés prépares a été déterminé a l'aide de la méthode de
piégeage des radicaux libres DPPH. La détermination de la capacité de piégeage du radical
DPPH a été énormément utilisée pour étudier l'activité antioxydante des produits de synthese
organique. Cette méthode offre une approche rapide pour le criblage de I’activité antioxydante
des composés hétérocycliques. Le pouvoir antioxydant des composés de synthése est
confirmé par comparaison des valeurs de 1’ICso, la concentration de 1’échantillon efficace

pour réduire a moitié le pourcentage des radicaux DPPH en solution.

VI1.1. Activité antioxydante des pyrazoles 4(a-h) et des pyrazoles-sulfonamide 13(a-g)

La capacité antioxydante des deux séries cibles 4(a-h) et 13(a-g) (figure 111.33) a été
déterminé a l'aide de la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH. Les pourcentages
d'inhibition a différentes concentrations sont exprimés en moyenne et rassemblés dans le
tableau I11.11. Les résultats de cette étude préliminaire montrent que certains composés
présentent une capacité remarquable de piégeage des radicaux libres (DPPH) par rapport au
standard BHT. L’étude révéle que les composés 4a (Pl (%) = 41,81) et 4e (Pl (%) = 38,03)
montrent une activité antioxydante comparable a celle du BHT (Pl (%) = 43,93) a une
concentration faible (3 pg/ml). Pour les composés 4b, 4c, 13a, 13c, 13f et 13g, nous avons
remarqué que l'activité antioxydante augmente en fonction de la concentration et devient
proche de celle du standard a des concentrations élevées. L’analyse des résultats obtenus
montre que les substituants OCHs, Cl et Br n’ont aucune influence significative sur ’activité
antiradicalaire des deux séries des composés étudiés, ce qui laisse penser que cette activité est

liée au groupement amino NH et NH> dans les deux types de composes [40,108].
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Figure 111.33. Structures des pyrazoles 4(a-h) et des pyrazoles-sulfonamide 13(a-g)

Tableau I11.11. Activité antioxydante des composeés 4(a-h), 13(a-g) et de la référence BHT

Pourcentage d'inhibition (PI) de I'activité antioxydante des composés testés (%o)

N° R Ri R 3 pg/ml 15 pg/ml 31 pg/ml 62.5 ug/ml 250 ug/ml 1000 pg/ml
4da H H - 41,81+0,67 43,03+0,09 45,63+0,23  46,20+0,19  46,51+0,45 64,84+0,88
4b H Cl - 21,06+0,42 36,51+0,35 37,87+0,79  39,09+0,41  42,87+0,45 58,93+0,34
4c OCH; H - 23,18+0,56 24,84+0,45 28,03+0,27 28,48+0,45  50,15+0,3  65,75+0,66
4d OCHs; CI - 2,7+0,63 18,93+0,34 22,27£0,3 23,78+0,28 42,72+0,43  62,87+0,68
4¢ Cl H - 38,03x0,76 45+0,6 45,30+0,31  46,06£0,51  46,36x0,44  68,63+0,35
4f Cl Cl - 3,78+0,69 17,12+0,32  20,15+0,96 20,60+0,46  23,33x0,56  64,54+0,65
4q Br H - 15+0,09 18,33+0,97 19,84+0,8 20,30£0,63 22,12+0,32  63,48+0,97
4h Br Cl - 13,18+0,82  28,48+0,72 30,60+0,54 46,51+0,25 49,84+043 56,51+0,72

13a H H tosyl 25,30+0,67 25,75+0,85 29,39+0,94 35+0,54 38,63+0,22  62,27+0,37

13b H Cl tosyl 3,63+0,64 5,75+0,24  14,39+0,35 32,27+0,63 43,78+0,82  59,69+0,93

13c  OCHs; H tosyl 14,84+08 24,24+0,86 44,84+0,24 45,60+0,34 47,42+0,76  64,54+0,17

13d  OCHs; CI tosyl 9,24+0,42  10,60+0,23 15+0,32 38,33+0,92  51,21+0,35  57,27+0,43

13° Cl H tosyl 14,01+0,93 19,84+0,22 26,66+0,43 30+0,43 33,78+0,06  59,24+0,77

13f Cl Cl tosyl: 14,39+0,39 22,87+0,98  36,66+0,7 43,18+0,23 43,93+0,76  66,21+0,76

139 Br H tosyl 17,12+0,12 19,84+0,64 40,45+0,24  46,81+0,65 48,18+0,34  67,87+0,26

BHT --- --- ---  43.93+0,93 59.09+0,09 63.63+0,63 75.75+0,75 80.30+0,30  87.87+0,87

VI1.2. Activité antioxydante des pyrazoles portants une fonction amide

Le potentiel antioxydant des pyrazoles portants une fonction amide (figure Ill. 34) a été
déterminé a l'aide de la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH. L'interaction des
échantillons testés avec le radical DPPH révéle leur capacité prometteuse de piégeage des
radicaux libres. Cette activité augmente significativement avec l'augmentation de la
concentration des composés testés (tableau 111.12). Le pouvoir antioxydant des composés
testés est confirmé par comparaison des valeurs de 1’1Cso.

Les résultats des tests ont révélé que certains composés dans ces deux séries ont montré une
activité antioxydante excellente. Les composés 11c (ICso = 10,5 pg/ml) 11e (ICso = 11,01
pg/ml) ont présenté des bonnes propriétés antioxydantes supérieures a celles de la réféerence
BHT (ICso = 11,14 pg/ml). De plus, les composés 11d (ICso = 11,3 pg/ml), 11h (ICso = 12,50
pg/ml) et 11g (ICso= 14,81 pg/ml) ont montré une activité significative de piégeage des

radicaux en comparaison avec 1’antioxydant standard. Les autres composés ont montré une
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activité anti-radicalaire modérée. Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que les

substituts (R, R1 et R2) semblent étre un facteur important dans 1’activité antiradicalaire.

Geénéralement, les composés de la série 11a-h sont plus efficaces vis-a-vis des radicaux libres

que les composes de la série 12a-h. Cette différence d’activité entre les deux séries semble

trouver une interprétation dans la nature du groupement li¢ a la fonction amide et de I’effet

donneur des substituants.

Figure 111.34. Structure des molécules testées (11a-h et 12a-h)
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Tableau 111.12. Activité antioxydante des composés synthétisés et de la référence BHT.

Pourcentage d'inhibition de I'activité antioxydante des composés testés et Concentration Inhibitrice (1Cso (ug/ml))

Réf. R R1 R2 3 pg/ml 15 pg/ml 31 pg/ml 62,5 ug/ml 250 ug/ml 1000 pg/ml 1Cs0
lla H H CHs | 19,09+0,83 36,47+0,54 42,62+0,29 43,44+0,26  55,32+0,78 72,70+0,49 @ 187,55
11b H Cl CHs  43,60+0,65 4557+0,37 47,04+0,91 49,18+0,03 51,47+0,54 61,72+0,13 | 935
11c OCHs H CHs @ 49,57+0,57 61,24+0,24 68,89+0,39 73,51+0,51 78,56+0,12 78,81+0,81 10,5
11d OCHs; CI CHs | 46,39+0,34 52,04+0,91 53,93+0,44 54,18+0,03 55,73+0,77 68,85+0,24 @ 11,3
1le Cl H CHs @ 48,84+0,84 58,48+0,48 60,66+0,66 69,63+0,63 76,87+0,87 77,65+0,15 11,01
11f Cl Cl  CHs  47,37+0,70 49,67+0,21 49,91+0,80 50,81+0,96 52,21+0,31 59,34+0,42 . 438
11g Br H CHs @ 39,91+0,2 52,21+0,1 55,32+0,78 58,11+0,47 65,08+0,19 70,16+0,39 @ 14,81
11h Br Cl  CHs 47,04+091 51,47+0,54 52,70+0,49 54,26+0,22 57,13+0,11 71,88+0,52 12,50
12a H H CeHs @ 29,26+0,22 39,34+0,42 40,49+0,18 40,65+0,57 41,47+0,54 52,62+0,29 750,13
12b H Cl GCeHs 32,21+0,31 35,81+0,96 36,31+0,14 36,88+0,52  40,32+0,78 53,68+0,85 | 642,2
12c OCH; H C¢Hs @ 33,19+0,67 45,73+0,77 48,93+0,44  49,01+0,63 51,63+0,93 68,36+£0,06 @ 90,5
12d OCHs; Cl Ce¢Hs @ 24,83+0,60 31,72+0,13 31,96+0,72  33,19+0,67 34,42+0,62 36,31+0,14 -
12e Cl H C¢Hs @ 26,06£0,55 32,95+0,08 42,62+0,29 43,77+0,04  44,75+0,40 45,73+0,77 -
12f Cl Cl CeHs @ 8,19+0,67 14,26+0,22 18,36+0,06 19,09+0,83 20,73+0,77 27,37+0,70 -
129 Br H CeHs  30,49+0,18 32,70+0,49 36,31+0,14 38,52+0,45 41,06+0,55 41,96+0,72 -
12h Br Cl  CgHs = 39,75+0,40 49,18+0,03 49,18+0,03 51,22+0,95 51,88+0,52 52,29+0,50 | 46,5
BHT - - - 43,93+0,93 59,09+0,09 63,63+0,63 75,75+0,75 80,30+0,30 87,87+0,87 11,14

VIIIl. Conclusion

Lors de ce chapitre, nous avons décrit, en premier lieu, quelques généralités sur les différentes

méthodes de synthése des dérivés de pyrazole ainsi que leurs propriétés biologiques. Les

modifications structurales réalisees sur la structure de pyrazole, ont permis la préparation de

nouveaux derives susceptibles de présenter des activités biologiques améliorées. En second

lieu, nous avons développé une nouvelle méthodologie de synthése permettant d’obtenir les
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composés pyrazoliques par transformation des spiropyrazolines via une procédure efficace et
pratique avec des bons rendements. Ensuite, nous avons préparé d’autres analogues de
pyrazoles en faisant appel a des réaction de N-alkylation, d’acylation et de sulfonation des
produits d’ouverture obtenus 5-(2-aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-i) et ce dans le but d’étudier
I’effet de ces modifications sur I’activité biologique. La structure de tous les composés
obtenus a été établie par différentes techniques spectroscopiques (RMN-H, RMN-3C et IR)
et confirmée par la spectrométrie de masse a haute résolution et des études
cristallographiques. Les composés synthétisés ont été étudiés pour leur activité
antimicrobienne contre certains micro-organismes pathogénes et aussi pour leur activité
antioxydante. Les résultats obtenus montrent que I’introduction des groupements sulfonamide
et amide permet d’améliorer remarquablement 1’activité biologique. Ces résultats, nous ont
incité a réaliser d’autres modifications dans la structure des pyrazoles comme 1’insertion des
motifs hétérocycliques en substitution des fonctions amide et sulfonamide, afin de développer
de nouveaux systemes susceptibles de présenter une activité biologique améliorée. Cette étude

fait I’objet du dernier chapitre.
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Partie expérimentale

a) Synthese des 5-(2 aminobenzoyl)pyrazoles 4(a-i)

Dans un ballon de 100 ml équipé d’un réfrigérant, on dissout une mole du cycloadduit 3(a-i)
dans 40 ml d’éthanol anhydre. Puis on ajoute a cette solution quelques gouttes de 1’acide
chlorhydrique. Le mélange est porté a reflux, I’avancement et la fin de la réaction est
contrdlée par CCM. Ensuite, on ¢élimine % du solvant a 1’évaporateur rotatif et on ajoute 60
ml de I’eau. Le précipité obtenu est filtré puis lavé abondamment avec de I’eau. Le solide est

séché puis recristallisé dans 1’éthanol.

5-(2-aminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (4a): Rdt (88%); P.f.: 142-144 °C; IR (v,
cm™): 3414, 3299 (NH), 1618 (C=0), 1587 (C=N); RMN-'H (300 MHz, CDCls) (6/ppm):
6.80 (s, 2H, NH), 7.14-7.55 (m, 19H, aromatique); RMN-3C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm):124.11, 124.32, 124.43, 127.53, 128.07, 128.14, 128.36, 128.48, 128.54, 129.43,
130.24, 131.09, 132.05, 133.38, 135.28, 138.50, 139.42 (C=N), 150.06 (C-NH), 189.65
(C=0).

5-(2-aminobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-1,4-diphenyl-1H-pyrazole (4b): Rdt (80%); P.f.
176-178 °C; IR (v, cm™): 3480, 3353 (NH.), 1618 (C=0), 1545 (C=N); RMN-'H (300 MHz,
CDCls) (o/ppm): 6.30 (s, 2H, NH2), 6.37 (td, 1H, Har, J = 0.9 Hz, J= 7.05 Hz), 6.53 (d, 1H,
Har, J = 8.6 Hz), 7.12 (td, 1H, Ha, J = 1.5 Hz, J = 7.05 Hz), 7.23 (s, 5H, aromatique), 7.28-
7.32 (m, 4H , aromatique), 7.35-7.40 (m, 2H, aromatique), 7.51-7.55 (m, 4H, aromatique);
RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 115.92, 116.65, 118.13, 122.30, 123.70, 127.41,
127.87, 128.46, 128.56, 129.21, 129.71, 129.90, 131.05, 131.50, 133.74, 133.91, 135.49,
139.68, 140.00, 148.75 (C=N), 151.09 (C-NH>), 190.44 (C=0).
5-(2-aminobenzoyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (4c): Rdt (60%); P.f.:
110-112 °C; IR (v, cm™): 3470, 3343 (NH.), 1616 (C=0), 1581 (C=N); RMN-'H (300 MHz,
CDCIs) (o/ppm): 3.76 (s, 3H, OCHa), 6.29 (s, 2H, NH2) , 6.38 (t, 1H, Har, J = 7.5 Hz) , 6.55
(d, 1H, Har, J =8.1Hz) , 6.76 (d, 2H, Har, J = 8.4Hz) , 7.13-7.38 (m, 10H , aromatique) , 7.51-
7.59 (m, 4H , aromatique); RMN-2C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 55.13 (OCHs), 113.81,
115.94, 116.63, 118.32, 122.04, 123.63, 123.99, 127.59, 127.87, 128.28, 128.41, 129.11,
131.08, 132.65, 133.84, 135.37, 139.64, 139.86, 149.88 (C=N), 151.03 (C-NH), 158.73 (C-
O-CHzs), 190.91 (C=0).
5-(2-aminobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole  (4d):
Rdt (76 %); P.f.: 170-172 °C; IR (v, cm™): 3480, 3347 (NH,), 1622 (C=0), 1582 (C=N);
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RMN-!H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 3.77 (s, 3H, OCHs), 6.29 (s, 2H, NH2), 6.38 (td, 1H,
Har, J = 1.2 Hz, J = 7.2 HZz), 6.54 (dd, 1H, Ha, J = 0.9 Hz, J = 8.4 Hz), 6.76-6.79 (m, 2H,
aromatique), 7.10-7.16 (m, 3H, aromatique), 7.28-7.39 (m, 6H, aromatique), 7.51-7.54 (m,
4H, aromatique); RMN-C (75 MHz, CDCls) (é/ppm): 55.13 (OCHas), 113.95, 115.95,
116.65, 118.21, 121.99, 123.61, 123.67, 127.74, 128.52, 128.61, 129.16, 129.63, 131.05,
131.19, 133.78, 133.81, 135.44, 139.75, 139.85, 148.74 (C=N), 151.07 (C-NH,),158.8 (C-O-
CHzs), 190.67 (C=0).

5-(2-aminobenzoyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (4f): Rdt (70 %); P.f.:
156-158 °C; IR (v, cm): 3473, 3342 (NH.), 1617 (C=0), 1541 (C=N); RMN-'H (300 MHz,
CDCl3) (6/ppm): 6.31 (s, 2H, NHy), 6.38 (td, 1H, Har, J = 0.9 Hz, J = 7.1 Hz), 6.56 (d, 1H,
Har, J = 8.1 Hz), 7.13-7.27 (m, 5H, aromatique), 7.28-7.51 (m, 7H, aromatique), 7.52-7.55 (m,
4H, aromatique); RMN-2C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 116.03, 116.75, 118.07, 121.02,
123.68, 127.83, 128.14, 128.42, 128.58, 128.60, 129.18, 130.34, 131.18, 132.20, 133.18,
133.60, 135.61, 139.66, 139.84, 149.91 (C=N), 151.12 (C-NH2), 190.45 (C=0); HRMS:
masse calculée pour [C2sH20N3CIONa]* 472.1187, masse trouveée : 472.1177.
5-(2-aminobenzoyl)-3,4-bis(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole (4g): Rdt (63%); P.f.:
204-206 °C; IR (v, cm™): 3414, 3351 (NH,), 1618 (C=0), 1587 (C=N); RMN-'H (300 MHz,
CDCl3) (o/ppm): 6.31 (s, 2H, NH>), 6.38 (td, 1H, Har, J = 0.9 Hz, J = 7.2 Hz), 6.55-6.58 (dd,
1H, Ha, J = 0.6 Hz, J = 8.4 Hz), 7.13-7.24 (m, 6H , aromatique), 7.26-7.40 (m, 5H,
aromatique), 7.48-7.55 (m, 4H, aromatique); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 116.03,
116.78, 118.00, 120.95, 123.66, 127.96, 128.66, 128.74, 129.21, 129.68, 130.06, 130.74,
131.14, 133.43, 133.52, 134.12, 135.66, 139.56, 140.04, 148.75 (C=N), 151.15 (C-NH,),
190.20 (C=0).
5-(2-aminobenzoyl)-4-(4-bromophenyl)-3-(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole (4i): Rdt
(66%); P.f.: 196-198 °C; IR (v, cm™): 3492, 3352 (NH,), 1621 (C=0), 1577 (C=N); RMN-1H
(300 MHz, CDCl3) (6/ppm): 6.32 (s, 2H, NH2), 6.37 (td, 1H, Har, J = 0.9 Hz, J = 7.2 Hz),
6.53 (d, 1H, Har, J = 8.4 Hz), 7.07-7.13 (m, 2H , aromatique), 7.13-7.16 (m, 1H, aromatique),
7.23-7.40 (m, 8H, aromatique), 7.47-7.53 (m, 4H , aromatique); RMN-3C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm): 116.05, 116.81, 117.96, 120.93, 121.67, 123.52, 123.66, 127.99, 128.69, 129.24,
129.70, 129.94, 130.54, 130.71, 131.45, 131.70, 133.51, 134.14, 135.71, 139.54, 140.00,
148.73 (C=N), 151.18 (C-NH>), 190.18 (C=0).
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b) Procédure de Synthése des pyrazoles cibles 5-10

Dans un ballon, on dissout sous agitation magnétique pendant 15 min une mole de pyrazole
3(a-1) et 1,2 mole de I’hydrure de sodium NaH dans 20 ml de DMF. Puis une mole de ’agent
d’alkylation est additionnée au mélange réactionnel (cas des produits 5-9) et 2 moles de CHal
pour les composés 10a-d. 0,5 mole de tétra-nbutylammonium BTBA est ajoutée comme
catalyseur de transfert de phase liquide-solide. On maintient le mélange réactionnel sous
agitation magnétique. L’évolution de la réaction est suivie par chromatographie sur couche
mince CCM. Une fois la réaction est terminée, le solvant est évaporé et le résidu est extrait
par le dichlorométhane. La phase organique est séchée sur NaSOs, filtrée, évaporée et
purifiée par chromatographie sur colonne de gel de silice. Les composés cibles 5-10 sont

obtenus avec de bons rendements.

5-(2-ethylaminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H pyrazole (5a) : Rdt (92 %); P.f.: 160-162 °C; IR
(Vmax, cm™): 3316 (N-H), 3075, 3054 and 3032 (C-H aromatique), 2958, 2920, 2866 (C-H
aliphatique), 1613 (>C=0), 1575 (>C=N, pyrazole), 1515, 1499 (>C=C<, aromatique), 1455,
1427 (C-N<); RMN-'H (300 MHz, CDCl3) (6/ppm): 1.32 (t, 3H, -CHs, J = 7.2 Hz), 3.22-
3.31 (m, 2H, -CH>-), 6.27-6.33 (m, 1H, Ar-H), 6.61 (d, 1H, Ar-H, J = 8.7 Hz), 7.19-7.39 (m,
13H, Ar-H), 7.53-7.59 (m, 4H, Ar-H), 8.72 (t, 1H, N-H, J = 4.8 Hz); RMN-C (75 MHz,
CDCls) (6/ppm): 14.4 (CHs), 37.2 (CH), 111.3, 114.1, 117.5, 122.1, 123.6, 127.0, 127.5,
127.9, 128.2, 128.4, 129.1, 129.9, 131.9, 132.5, 134.7, 136.0, 139.8, 139.9 (>C-N<), 149.8
(>C=N-), 151.7 (>C-NH-), 190.3 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[C30H25N3O+ H]*: 444.20855, masse trouveée : 444.20888.
5-(2-ethylaminobenzoyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (6b): Rdt (84 %);
P.f.: 146-148 °C; IR (vmax, cm™): 3314 (N-H), 3060 (C-H aromatique), 2969, 2936, 2873,
2836 (C-H aliphatique), 1618 (>C=0), 1568 (>C=N, pyrazole), 1498 (>C=C<, aromatique),
1458 and 1426 (C-N<), 1245 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 1.33 (t, 3H, —
CHs, J =7.2 Hz), 3.22-3.31 (m, 2H, —-CH>-), 3.76 (s, 3H, —-OCHj3), 6.29-6.34 (m, 1H, Ar-H),
6.61 (d, 1H, Ar—H, J = 8.7 Hz), 6.76 (d, 2H, Ar-H, J = 8.7 Hz), 7.13-7.20 (m, 2H, Ar-H),
7.22-7.38 (m, 8H, Ar-H), 7.52-7.60 (m, 4H, Ar-H), 8.73 (t, 1H, N-H, J = 4.8Hz); RMN-
13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 14.4 (CHs), 37.2 (CH2), 55.1 (-OCHsa), 111.3, 113.7, 114.1,
117.5, 121.8, 123.5, 124.1, 127.5, 127.8, 128.2, 128.4, 129.1, 131.0, 132.7, 134.7, 136.0,
139.8, 139.9 (>C-N<), 149.8 (>C=N-), 151.7 (>C-NH-), 158.6 (>C-OCHz3), 190.5 (>C=0);
ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CsiH27N3O2+ H]™: 474.21785, masse trouvée :
474.21800.
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5-(2-benzylaminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (6a): Rdt (70 %); P.f.: 170-172 °C;
FT-IR (vmax, cm™): 3312 (N-H), 3083, 3056 and 3031 (C-H aromatique), 2916 and 2852 (C-H
aliphatique), 1613 (>C=0), 1569 (>C=N, pyrazole), 1515, 1496 (>C=C<, aromatique), 1428
(C-N<); RMN-tH (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 4.51 (d, 2H, -CH2>—, J = 5.7 Hz), 6.31-6.36
(m, 1H, Ar-H), 6.55 (d, 1H, Ar-H, J = 8.7 Hz), 7.14-7.41 (m, 18H, Ar-H), 7.56-7.61 (m, 4H,
Ar-H), 9.24 (t, 1H, N-H, J = 5.7 Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 46.4 (CH,),
112.0, 114.9, 118.2, 122.3, 123.7, 126.8, 127.2, 127.3, 127.8, 128.0, 128.4, 128.5, 128.7,
129.2, 129.9, 131.8, 132.5, 134.6, 136.1, 136.4, 138.2, 139.8, 140.0 (>C-N<), 149.9 (>C=N-
),151.5 (>C-NH-), 190.7 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C3sH27N3O+
H]*: 506.22281, masse trouvée : 506.22288.
5-(2-benzylaminobenzoyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (6b) : Rdt (88
%); P.f.: 188-190 °C; IR (vmax, cm™): 3313 (N-H), 3059, 3027 (C-H aromatique), 2931, 2834
(C-H aliphatique), 1621 (>C=0), 1563 (>C=N, pyrazole), 1492 (>C=C<, aromatique), 1446
(C-N<), 1236 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm) : 3.77 (s, 3H, —-OCHB3), 4.51 (d,
2H, -CH>—, J = 6 Hz), 6.32-6.38 (m, 1H, Ar-H), 6.62-6.65 (m, 2H, Ar-H), 7.08-7.28 (m, 9H,
Ar-H), 7.30-7.40 (m, 12H, Ar-H), 9.25 (t, 1H, NH, J = 5.7 Hz); RMN-C (75 MHz, CDCl5)
(6/ppm): 46.4 (CH>), 55.0 (-OCHg), 111.9, 114.8, 118.2, 123.6, 125.5, 126.8, 127.2, 128.2,
128.3, 128.4, 128.7, 128.7, 129.1, 131.0, 131.9, 136.5, 138.2, 139.8, 140.0, 140.1 (>C—N<),
149.9 (>C=N-), 151.5 (>C-NH-), 158.7 (>C-OCHj3), 190.0 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z) :
masse calculée pour [CaiH27N302H]": 536.2335, masse trouvée : 536.2342.
5-(2-benzylaminobenzoyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (6¢) : Rdt (65 %);
P.f.: 138-140 °C; IR (vmax, cm™): 3335 (N-H), 3027 (C-H aromatique), 2915 and 2855 (C-H
aliphatique), 1619 (>C=0), 1572 (>C=N, pyrazole), 1512, 1494 (>C=C<, aromatique), 1428
(C-N<), 757 (C-Cl); RMN-H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 4.52 (d, 2H, -CH2—, J = 6 Hz),
6.33-6.39 (m, 1H, Ar-H), 6.59 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz), 7.16-7.29 (m, 5H, Ar-H), 7.31-
7.41 (m, 12H, Ar—H), 7.55-7.60 (m, 4H, Ar-H), 9.25 (t, 1H, N-H, J = 5.7 Hz); RMN-13C (75
MHz, CDCl3) (6/ppm) : 46.4 (CH2), 112.1, 114.9, 118.1, 120.9, 123.6, 126.8, 127.3, 127.8,
128.1, 128.4, 128.4, 128.6, 128.7, 129.1, 131.1, 132.2, 133.1, 134.4, 136.2, 138.1, 139.7,
140.0 (>C-N<), 149.8 (>C=N-),151.6 (>C-NH-), 190.5 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z) :
masse calculée pour [C3sH26CIN3O+ H]*: 540.18507, masse trouvée : 540.18457.
5-(2-benzylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-4-(p-tolyl)-1H-pyrazole (6d) : Rdt (76 %); P.f.: 152-
154 °C; IR (vmax, cm1): 3300 (N-H), 3061 and 3028 (C-H aromatique), 2917, 2859 (C-H
aliphatique), 1617 (>C=0), 1573 (>C=N, pyrazole), 1519, 1496 (>C=C<, aromatique), 1428
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(C-N<); RMN-H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm) : 2.31 (s, 3H, —CHa), 4.51 (d, 2H, -CH»>—, J =
6 Hz), 6.34-6.35 (m, 1H, Ar—H), 6.55 (d, 1H, Ar—H, J = 8.4 Hz), 6.80-6.90 (m, 2H, Ar-H),
7.02-7.08 (m, 2H, Ar-H), 7.12-7.15 (m, 3H, Ar-H), 7.20-7.29 (m, 2H, Ar—H), 7.30-7.39 (m,
5H, Ar-H), 7.54-7.62 (m, 6H, Ar-H), 9.24 (t, 1H, N-H, J = 5.7 Hz); RMN-13C (75 MHz,
CDClIs) (o/ppm) : 21.2 (CHa), 46.3 (CH>), 111.8, 114.8, 118.3, 122.2, 123.6, 126.8, 127.2,
127.6, 127.8, 128.1, 128.2, 128.4, 128.6, 129.0, 129.1, 129.6, 132.6, 134.6, 135.9, 136.5,
136.7, 138.2, 139.9 (>C-N<), 149.8 (>C=N-),151.4 (>C-NH-), 190.9 (>C=0); ESI-QTOF-
MS (m/z): masse calculée pour [CasH2oN3O+ H]*: 520.23963, masse trouvée : 520.23941.
5-(2-allylaminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (7a) : Rdt (66 %); P.f.: 148-150 °C; IR
(Vmax, cmM™): 3292 (N-H), 3061 and 3026 (=CH vinylique et C-H aromatique), 2985, 2913,
2854 (C-H aliphatique), 1616 (>C=0), 1568 (>C=N, pyrazole), 1515, 1497 (>C=Cx<,
aromatique), 1429 (C-N<); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 3.89-3.94 (m, 2H, -CH>-),
5.18-5.25 (m, 2H, =CHz2 allylique), 5.89-5.99 (m, 1H, —-CH= allylique), 6.31-6.36 (m, 1H,
Ar-H), 6.58 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz), 7.18-7.39 (m, 13H, Ar-H), 7.53-7.60 (m, 4H, Ar—H),
8.96 (t, 1H, N-H, J = 5.7 Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 44.7 (-CH,-), 111.7,
114.5, 116.1 (=CH> allylique), 117.9, 123.6, 127.1, 127.8, 127.9, 128.3, 128.4, 128.6, 129.1,
129.9, 131.8, 132.5, 133.8, 134.6, 135.9 (-CH= allylique), 138.1, 139.8, 139.9 (>C-N<),
149.8 (>C=N-),151.6 (>C-NH-), 190.6 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[Ca1H25N30+ H]™: 456.20782, masse trouvée : 456.20812.
5-(2-allylaminobenzoyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (7b) : Rdt (73 %);
P.f.: 146-148 °C; FT-IR (vmax, cm™): 3346 (N-H), 3060 and 3026 (=CH vinylique, C-H
aromatique), 2985, 2954, 2835 (C-H aliphatique), 1614 (>C=0), 1567 (>C=N, pyrazole),
1497 (>C=C<, aromatique), 1424 (C-N<), 1242 (C-O); RMN-'H (300 MHz, CDCls)
(6/ppm): 3.77 (s, 3H, -OCHs), 3.89-3.93 (m, 2H, -CH>-), 5.17-5.26 (m, 2H, =CH:
allyligue), 5.87-5.99 (m, 1H, —-CH= allylique), 6.31-6.37 (m, 1H, Ar-H), 6.59 (d, 1H, Ar-H, J
= 8.4 Hz), 6.74-6.78 (m, 2H, Ar-H), 7.13-7.38 (m, 10H, Ar-H), 7.52-7.61 (m, 4H, Ar-H),
8.96 (t, 1H, N-H, J = 5.7 Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 44.7 (-CH2-), 55.1 (-
OCHs), 111.7, 113.8, 114.5, 116.1 (=CH> allylique), 117.9, 121.1, 121.8, 123.5, 124.0, 127.5,
127.8, 128.2, 128.4, 128.6, 129.1, 131.0, 132.6, 133.8, 134.6, 135.9 (-CH= allylique), 139.8,
139.8 (>C-N<), 149.8 (>C=N-),151.6 (>C-NH-),158.6 (>C-OCHs), 190.8 (>C=0); ESI-
QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CzH27N3O.+H]": 486.21761, masse trouvée :
486.21814.
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5-(2-allylaminobenzoyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (7c) : Rdt (69 %);
P.f.: 130-132 °C; IR (vma, cm™): 3352 (N-H), 3081, 3062, 3015 (=CH vinylique, C-H
aromatique), 2982, 2983 and 2839 (C-H aliphatique), 1613 (>C=0), 1566 (>C=N, pyrazole),
1496 (>C=C<, aromatique), 1421 (C-N<), 726 (C-Cl); RMN-'H (300 MHz, CDCl3) (6/ppm):
3.90-3.95 (m, 2H, —-CH»-), 5.19-5.27 (m, 2H, =CH2 allylique), 5.87-6.00 (m, 1H, -CH=
allylique), 6.31-6.36 (m, 1H, Ar-H), 6.61 (d, 1H, Ar—H, J = 8.7 Hz), 7.14-7.39 (m, 12H, Ar—
H), 7.52-7.57 (m, 4H, Ar-H), 8.96 (t, 1H, N-H, J = 5.7 Hz); RMN-3C (75 MHz, CDCls)
(o/ppm): 44.7 (-CH»>-), 111.8, 114.6, 116.2 (=CH: allylique), 117.7, 120.8, 123.6, 127.7,
128.1, 128.4, 128.6, 129.1, 130.4, 131.1, 132.2, 133.1, 133.7, 134.4, 136.2 (-CH= allylique),
139.7, 140.0 (>C-N<), 149.8 (>C=N-),151.7 (>C-NH-), 190.3 (>C=0); ESI-QTOF-MS
(m/z): masse calculée pour [C31H24CIN3O+ H]*: 490.16939, masse trouvée : 490.16973.
5-(2-propargylaminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (8a) : Rdt (57 %); P.f.: 178-180
°C; IR (vmax, cm™): 3329 (N-H), 3282 (=CH propargylique), 3060 (C-H aromatique), 2910,
2853 (C-H aliphatique), 1616 (>C=0), 1562 (>C=N, pyrazole), 1496 (>C=C<, aromatique),
1426 (C-N<); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 2.26 (t, 1H, -C=CH, J = 2.4Hz), 4.04
(dd, 2H, -CH>—, J = 2.4, 5.7Hz), 6.38-6.44 (m, 1H, Ar-H), 6.72 (d, 1H, Ar-H, J = 8.1Hz),
7.21-7.41 (m, 13H, Ar-H), 7.50-7.59 (m, 4H, Ar-H), 8.85 (t, 1H, N-H, J = 5.7Hz); RMN-13C
(75 MHz, CDCl3) (6/ppm): 32.2 (-CH2-), 71.5 (-C=CH), 79.7 (-C=CH), 111.5, 115.5, 118.6,
122.4, 123.7, 127.1, 127.7, 127.9, 128.2, 128.3, 128.4, 129.1, 129.9, 130.8, 131.7, 132.4,
134.6, 136.0, 139.7, 139.7 (>C-N<), 149.8 (>C=N-),150.5 (>C-NH-), 190.8 (>C=0); ESI-
QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CaiH23N3O+ H]*: 454.19237, masse trouvée :
454.19251.

4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-5-(2-propargylaminobenzoyl)-1H-pyrazole (8b) : Rdt (68
%); P.f.: 170-172 °C; IR (vmax, cm™): 3323 (N-H), 3247 (=CH propargylique), 3042 (C-H
aromatique), 2956, 2914, 2834 (C-H aliphatique), 1617 (>C=0), 1566 (>C=N, pyrazole),
1496 (>C=C<, aromatique), 1427 (C-N<), 1245 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm):
2.26 (t, 1H, -C=CH, J = 2.4Hz), 3.76 (s, 3H, —OCH3), 4.04 (dd, 2H, —-CH>—, J = 2.4, 5.7Hz),
6.04-6.45 (m, 1H, Ar-H), 6.71-6.78 (m, 3H, Ar-H), 7.12-7.16 (m, 2H, Ar-H), 7.25-7.41 (m,
8H, Ar-H), 7.51-7.57 (m, 2H, Ar-H), 7.58-7.61 (m, 2H, Ar-H), 8.86 (t, 1H, N-H, J =
5.7Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (é/ppm): 32.2 (-CH2-), 55.1 (-OCHgs), 71.5 (-C=CH),
79.7 (-C=CH), 111.6, 113.8, 115.5, 118.6, 122.1, 123.6, 123.9, 127.6, 127.7, 127.8, 128.2,
128.4, 129.1, 131.0, 132.6, 134.7, 136.0, 139.8(>C-N<), 149.8 (>C=N-), 150.5 (>C-NH-),
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158.7 (>C-OCHz3), 190.0 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C32H25N302+
H]*: 484.20195, masse trouvée : 484.20220.
5-(2-methylaminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (9a) : Rdt (83 %); P.f.: 200-202 °C;
IR (vmax, cm?): 3316 (N-H), 3051 (C-H aromatique), 2984, 2900, 2868, 2817 (C-H
aliphatique), 1618 (>C=0), 1569 (>C=N, pyrazole), 1522 and 1499 (>C=C<, aromatique),
1424 (C-N<); RMN-H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 2.92 (d, 3H, —CHs, J = 5.1 Hz), 6.30-
6.35 (m, 1H, Ar-H), 6.60 (d, 1H, Ar—H, J = 8.4 Hz), 7.20-7.39 (m, 13H, Ar-H), 7.53-7.55
(m, 4H, Ar-H), 8.81 (q, 1H, N-H, , J = 4.8 Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm):
29.3(CHa), 110.9, 114.2, 117.5, 123.7, 127.1, 127.6, 127.9, 128.3, 128.5, 129.1, 129.9,
131.8, 132.5, 134.7, 136.1, 139.8, 139.9 (>C-N<), 149.8 (>C=N-), 152.7 (>C-NH-), 190.4
(>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C2oH23N3O+ H]™: 430.19312, masse
trouvée : 430.19316.
4-(4-methoxyphenyl)-5-(2-methylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (9b) : Rdt (89
%); P.f.: 176-178 °C; IR (vmax, cm™): 3309 (N-H), 3052, 3005 (C-H aromatique), 2933, 2905,
2834 (C-H aliphatique), 1617 (>C=0), 1570 (>C=N, pyrazole), 1519 and 1497 (>C=Cx<,
aromatique), 1427 (C-N<), 1286 (C-0); RMN-!H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.92 (d, 3H, —
CHs, J = 5.1Hz), 3.77 (s, 3H, OCHz3), 6.34-6.37 (m, 1H, Ar-H), 6.61 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4
Hz), 6.76-6.79 (m, 2H, Ar—H), 7.12-7.16 (m, 2H, Ar-H), 7.27-7.38 (m, 8H, Ar-H), 7.51-7.55
(m, 4H, Ar-H), 8.80 (g, 1H, N-H, , J = 5.4Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) (6/ppm): 29.2
(CHs), 55.1 (-OCHs), 110.9, 113.9, 114.2, 117.5, 1235, 123.7, 127.6, 128.2, 128.5, 129.1,
129.6, 131.0, 131.2, 133.7, 134.6, 136.2, 139.8, 140.0 (>C-N<), 148.7 (>C=N-), 152.7 (>C-
NH-),158.8 (>C-OCHs), 190.4 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[CaoH25N302+ H]*: 460.20398, masse trouvée : 460.20405.
4-(4-chlorophenyl)-5-(2-methylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (9¢) : Rdt (76 %);
P.f.: 174-176 °C; IR (vmax, cm™): 3350 (N-H), 3073, 3056, 3027 (C-H aromatique), 2920,
2906, 2881 (C-H aliphatique), 1619 (>C=0), 1566 (>C=N, pyrazole), 1518, 1497 (>C=Cx,
aromatique), 1424 (C-N<), 725 (C-Cl); RMN-!H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.93 (d, 3H, —
CHs, J =5.1Hz), 6.32-6.37 (m, 1H, Ar-H), 6.63 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz), 7.14-7.21 (m, 4H,
Ar-H), 7.25-7.39 (m, 7H, Ar-H), 7.53-7.58 (m, 4H, Ar-H), 8.81 (g, 1H, N-H, , J = 5.7Hz);
RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 29.3 (CHs), 111.1, 114.3, 117.4, 120.7, 123.6, 127.7,
128.1,128.4, 128.4, 128.6, 129.1, 130.4, 131.1, 132.3, 133.1, 134.5, 136.3, 139.7, 140.0 (>C—
N<), 149.8 (>C=N-), 152.8 (>C-NH-),190.1 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée
pour [C29H22CIN3O+ H]™: 464.15393, masse trouvée : 464.15401.
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5-(2-methylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-4-(p-tolyl)-1H-pyrazole (9d) : Rdt (91 %); P.f.: 172-
174 °C; IR (vmax, cm™): 3318 (N-H), 3058, 3023 (C-H aromatique), 2977, 2918, 2868, 2816
(C-H aliphatique), 1618 (>C=0), 1568 (>C=N, pyrazole), 1518 and 1498 (>C=C<,
aromatique), 1423 (C-N<); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (é/ppm): 2.29 (s, 3H, -CHs), 2.92
(d, 3H, —-CHs, J = 5.1Hz), 6.31-6.37 (m, 1H, Ar-H), 6.61 (d, 1H, Ar-H, J = 8.4 Hz), 7.02 (d,
2H, Ar-H, J = 7.8 Hz), 7.12 (d, 2H, Ar-H, J = 8.1 Hz), 7.23-7.38 (m, 8H, Ar-H), 7.52-7.61
(m, 4H, Ar-H), 8.82 (q, 1H, N-H, J = 6Hz); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.2
(CHg3), 29.3 (CHa3), 110.9, 114.2, 117.6, 122.0, 123.6, 127.5, 127.8, 128.2, 128.4, 128.7,
129.0, 129.1, 129.7, 132.7, 134.7, 136.1, 136.7, 139.8, 139.9 (>C—N<), 149.9 (>C=N-), 152.7
(>C-NH-),190.6 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CzoH2N3O0+ H]*:
444.20926, masse trouvée : 444.20927.
5-(2-dimethylaminobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (10a) : Rdt (55 %); P.f.. 180-182
°C; IR (vmax, cm1): 3057 (C-H aromatique), 2995, 2926, 2880, 2808 (C-H aliphatique), 1624
(>C=0), 1596 (>C=N, pyrazole), 1544 and 1496 (>C=C<, aromatique), 1409 (C-N<); RMN-
'H (300 MHz, CDClIs) (é/ppm): 2.67 (s, 6H, CH3), 6.66-6.74 (m, 2H, Ar-H), 7.18-7.37 (m,
12H, Ar-H), 7.49-7.59 (m, 5H, Ar-H); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 43.9 (2 CHj3),
116.3, 118.1, 123.3, 124.8, 126.8, 127.3, 127.7, 127.8, 127.9, 128.1, 128.2, 128.7, 130.7,
132.0, 1325, 133.5,133.9, 139.8, 1405 (>C-N<), 1498 (>C=N-), 1524 (>C-
N(CHa)2),186.7 (>C=0); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CzoH2sN3O+ H]*:
4744.20704, masse trouvée : 444.20696.
4-(4-methoxyphenyl)-5-(2-dimethylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (10b): Rdt (67
%); P.f.: 134-136 °C; IR (vmax, cm™): 3062, 3000 (C-H aromatique), 2961, 2836 (C-H
aliphatique), 1629 (>C=0), 1597 (>C=N, pyrazole), 1544, 1497 (>C=C<, aromatique), 1420
(C-N<), 1243 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 2.67 (s, 6H, -CH3),3.78 (s, 3H, —
OCH&3), 6.67-6.77 (m, 4H, Ar-H), 7.15-7.24 (m, 2H, Ar-H), 7.26-7.35 (m, 7H, Ar-H), 7.46-
7.58 (m, 5H, Ar-H); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 44.0 (2 —CHs), 55.1 (-O-CHs),
113.4, 116.3, 118.2, 124.8, 127.7, 127.7, 128.1, 128.2, 128.7, 131.9, 133.4, 133.8, 140.0,
140.5 (>C-N<), 149.9 (>C=N-), 152.4 (>C-N(CH3)2), 158.7 (>C-OCHpg), 186.9 (>C=0);
ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CaiH27N3O2+ H]":474.21868, masse trouvée :
474.21889.

4-(4-chlorophenyl)-5-(2-dimethylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (10c) : Rdt (59
%); P.f.. 164-166 °C; IR (vmax, cm™1): 3062 (C-H aromatique), 2960, 2925, 2810 (C-H
aliphatique), 1626 (>C=0), 1595 (>C=N, pyrazole), 1544, 1497 (>C=C<, aromatique), 1414
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(C-N<), 729 (C-Cl); RMN-!H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.67 (s, 6H, -CH3), 6.67-6.76 (m,
2H, Ar—H), 7.20-7.24 (m, 4H, Ar—H), 7.25-7.34 (m, 1H, Ar-H), 7.36-7.37 (m, 6H, Ar-H),
7.48-7.53 (m, 5H, Ar-H):; RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 44.1 (2 -CHa), 116.5, 118.5,
122.1, 124.9, 126.9, 128.0, 128.0, 128.2, 128.3, 128.7, 130.6, 132.0, 132.2, 133.3,133.6,
133.6, 139.8, 140.5 (>C-N<), 149.8 (>C=N-), 152.5 (>C-N(CH3)2), 186.5 (>C=0); ESI-
QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C3oH24CIN3O+ H]*: 478.16992, masse trouvée :
478.17013.

5-(2-dimethylaminobenzoyl)-1,3-diphenyl-4-(p-tolyl)-1H-pyrazole (10d) : Rdt (67 %); P.f.:
158-160 °C; IR (vmax, cm™1): 3060 (C-H aromatique), 2923, 2808 (C-H aliphatique), 1625
(>C=0), 1595 (>C=N, pyrazole), 1545, 1496 (>C=C<, aromatique), 1419 (C-N<); RMN-'H
(300 MHz, CDCls) (o/ppm): 2.3 (s, 3H, —CH3),2.68 (s, 6H, —CH3), 6.67-6.74 (m, 2H, Ar—H),
7.01 (d, 2H, Ar-H, J = 7.8Hz), 7.12-7.15 (m, 2H, Ar-H), 7.21-7.34 (m, 7H, Ar-H), 7.47-7.59
(m, 5H, Ar-H); RMN-1C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.2 (-CHs), 44.0_(2 —-CH3), 116.2,
118.1, 123.4, 124.8, 126.8, 127.7, 127.7, 128.1, 128.1, 128.7, 128.9, 130.5, 132.6, 133.4,
134.0, 136.9, 139.9, 140.5 (>C-N<), 149.8 (>C=N-), 152.4 (>C-N(CHs),), 186.8 (>C=0);
ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C3iH27N3O2+ H]*: 458.22451, masse trouvée :
458.22503.

c) Synthese des pyrazoles portants la fonction acétamide 11(a-h)

Dans un ballon de 50 ml muni d’un réfrigérant, on introduit 5 mole du 5-(2-
aminobenzoyle)pyrazole dans 20 ml de I’anhydride acétique. Une fois la réaction est terminée
le mélange est versé dans 200 ml de 1’eau, puis extrait avec le dichlorométhane. La phase
organique est lavée 3 fois avec une solution saturée de NaHCOs et de ’eau. La solution
obtenue est séchée sur sulfate de sodium anhydre (Na:SOa4) et le solvant est éliminé a

I’évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est cristallisé dans 1’éthanol.

5-(2-acetamidobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (11a): Rdt (61 %); P.f.: 170-172 °C; IR
(v, cm™): 3266 (NH), 1698 (C=0)ami¢e, 1632 (C=0), 1577 (C=N); RMN-'H (300 MHz,
CDCl3) (6/ppm): 2.25 (s, 3H, CH3), 6.82 (t, 1H, Har, J = 8.3 Hz), 7.15-7.22 (m, 5H, Ha), 7.28-
7.42 (m, 7H, Ha), 7.47-7.57 (m, 5H, Ha),8.60 (d, 1H, Ha, J = 9.0 Hz) , 11.15 (s, 1H, NH,
échangeables avec D20); RMN-C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 25.63 (CHs), 120.26, 121.97,
122.30, 123.90, 123.95, 127.60, 128.20, 128.40, 128.51, 129.48, 129.92, 131.24, 132.01,
133.67, 136.09, 138.99, 139.50 (Ca-N), 141.31 (C=N), 150.08 (C-NH), 169.53 (C=Oamide),
192.18 (C=0Océtone); HRMS : masse calculée pour [C3oH23N302Na]* 480.1682, masse trouvée :
480.1680.
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5-(2-acetamidobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-1,4-diphenyl-1H-pyrazole (11b): Rdt (53 %);
P.f: 196-198 °C; IR (v, cm™): 3272 (NH), 1701 (C=0O)amice, 1633 (C=0), 1583 (C=N);
RMN-H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.25 (s, 3H, CHs), 6.81 (t, 1H, Har, J = 8.3 Hz), 7.13-
7.53 (m, 16H, Har), 8.59 (d, 1H, Ha,, J = 8.4 Hz), 11.13 (s, 1H, NH, échangeables avec D20);
RMN-13C (75 MHz, CDClIs) (6/ppm): 25.60 (CHs), 120.30, 121.87, 122.30, 123.79, 123.92,
127.80, 128.33, 128.63, 129.42, 129.61, 129.86, 130.54, 130.96, 133.61, 134.16, 136.07,
139.14, 139.38 (Car-N), 141.33 (C=N), 148.93 (C-NH), 169.53 (C=Oamide), 191.99 (C=Ocstone);
HRMS : masse calculée pour [C30H22N3ClO2Na]* 514.1292, masse trouvée : 514.1284.
5-(2-acetamidobenzoyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (11c): Rdt (66%);
P.f.: 184-186 °C; IR (v, cm™): 3285 (NH), 1693 (C=O)amice, 1627 (C=0), 1582 (C=N);
RMN-'H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.26 (s, 3H, CHa), 3.76 (s, 3H, OCHj3), 6.75 (d, 2H,
Har, J = 8.7 Hz), 6.82 (t, 1H, Har, J = 8.4 HZz), 7.08 (d, 2H, Har, J = 8.7 Hz), 7.28-7.58 (m, 12H,
Har), 8.60 (d, 1H, Har, J = 7.8 Hz), 11.13 (s, 1H, NH, échangeables avec D20); RMN-C (75
MHz, CDCIs) (6/ppm): 25.60 (CHa), 55.16 (OCHa), 113.99, 120.28, 122.00, 122.31, 123.36,
123.60, 123.88, 128.09, 128.35, 129.34, 131.10, 132.16, 133.6, 135.99, 138.84, 139.53 (Car-
N), 141.31 (C=N), 150.10(C-NH), 158.98 (C-O-CHz), 169.50 (C=Oamige), 192.37 (C=Ocstone);
HRMS : masse calculée pour [C31H2sN30sNa]* 510.1788, masse trouvée : 510.1774.
5-(2-acetamidobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole
(11d): Rdt (70 %); P.f.: 216-218 °C; IR (v, cm™): 3305 (NH), 1702 (C=0)amide , 1640 (C=0),
1576 (C=N); RMN-'H (300 MHz, CDCls) (é/ppm): 2.26 (s, 3H, CHs), 3.76 (s, 3H, OCHj),
6.76 (d, 2H, Har, J = 9.0 Hz), 6.82 (t, 1H, Har, J = 8.1HZ), 7.07 (d, 2H, Har, J = 9.0 Hz), 7.28-
7.53 (m, 11H, Har), 8.61 (d, 1H, Har, J = 7.8 Hz), 11.13 (s, 1H, NH, échangeables avec D>0);
RMN-2C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 25.61 (CHs), 55.18 (OCHs), 114.12, 120.30, 121.88,
122.30, 123.03, 123.51, 123.84, 128.22, 128.61, 129.38, 129.56, 130.70, 131.06, 133.66,
134.07, 136.04, 139.00, 139.57 (Ca-N), 141.38 (C=N), 148.95 (C-NH), 159.12 (C-O-CHya),
169.45 (C=Oamide), 192.18 (C=Ocstone); HRMS : masse calculée pour [CziH24N3ClOsNa]*
544.1398, masse trouvée : 544.1383.
5-(2-acetamidobenzoyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (11e): Rdt (58 %);
P.f.: 180-182 °C; IR (v, cm™): 3317 (NH), 1693 (C=0)ami¢e, 1639 (C=0), 1578 (C=N);
RMN-!H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 2.26 (s, 3H, CHs), 6.83 (t, 1H, Ha, J = 8.1 Hz), 7.11-
7.14 (m, 2H, Ha), 7.19-7.25 (m, 2H, Har), 7.32-7.56 (m, 12H, Har), 8.64 (d, 1H, Har, J = 8.4
Hz), 11.15 (s, 1H, NH, échangeables avec D20); RMN-3C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 25.60
(CHs), 120.41, 121.8,0 122.36, 122.50, 123.90, 128.30, 128.37, 128.42, 128.50, 128.81,
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129.39, 129.84, 131.23, 131.77, 133.52, 133.69, 136.24, 139.04, 139.43 (Ca-N), 141.49
(C=N), 150.16 (C-NH), 169.44 (C=Oamide), 192.00 (C=Oc¢tone); HRMS : masse calculée pour
[Ca0H22N3ClO2Na]* 544.1292, masse trouvée : 544.1279.
5-(2-acetamidobenzoyl)-3,4-bis(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole (11f): Rdt (77 %);
P.f.: 212-214 °C; IR (v, cm™): 3321 (NH), 1704 (C=0)amice, 1633 (C=0), 1577 (C=N);
RMN-H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2.26 (s, 3H, CH3), 6.83 (t, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 7.09-
7.11 (m, 2H, Ha), 7.21-7.23 (m, 2H, Ha), 7.30-7.49 (m, 11H, Ha), 8.63 (d, 1H, Har, J = 8.4
Hz), 11.11 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 25.58
(CHs), 120.43, 121.68, 122.33, 123.86, 128.42, 128.74, 128.95, 129.42, 129.53, 129.61,
130.27, 131.15, 133.46, 133.92, 134.39, 136.31, 139.01, 139.33 (Car-N), 141.53 (C=N),
149.00 (C-NH), 169.42 (C=Oamide), 191.81 (C=Octone); HRMS : masse calculée pour
[C30H21N3Cl.02Na]* 548.0903, masse trouvée : 548.0891.
5-(2-acetamidobenzoyl)-4-(4-bromophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (11g): Rdt (72 %);
P.f.: 190-192 °C; IR-FT (neat, v, cm™): 3301 (NH), 1701 (C=0)amice, 1629 (C=0), 1579
(C=N); RMN-H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 2,26 (s, 3H, CH3), 6,83 (t, 1H, Har, J = 8,4 Hz),
7,05 (d, 2H, Har, J = 8,4 Hz), 7,28-7,55 (m, 14H, Ha) , 8,63 (d, 1H, Har, J = 9,0 HZ) , 11,14 (s,
1H, NH, échangeables avec D;0); RMN-3C (75 MHz. CDCIls) (6/ppm): 25.62 (CHs),
120.40, 121.74, 121.89, 122.37, 122.47, 123.89, 128.23, 128.31, 128.38, 128.42, 128.51,
129.40, 130.28, 131.50, 131.70, 131.75, 133.52, 136.37, 138.95, 139.49 (Ca-N), 141.58
(C=N), 150.13 (C-NH), 169.50 (C=0Oamide), 191.99 (C=Oc¢tone); HRMS : masse calculée pour
[C30H22N3BrO2Na]* 558.0787, masse trouvée : 558.0777.
5-(2-acetamidobenzoyl)-4-(4-bromophenyl)-3-(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole
(11h): Rdt (81 %); P.f.: 202-204 °C; IR (v, cm™): 3319 (NH), 1705 (C=0)amige, 1630 (C=0),
1577 (C=N); RMN-'H (300 MHz, CDCls3) (6/ppm): 2.26 (s, 3H, CHz3), 6.82 (t, 1H, Ha, J =
8.1 Hz), 7.03 (d, 2H, Har, J = 8.4 Hz), 7.28-7.39 (m, 7H, Har), 7.41-7.48 (m, 6H, Har), 8.62 (d,
1H, Har, J = 9.0 Hz), 11.12 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-3C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm): 25.61 (CHs), 120.43, 121.63, 122.10, 122.36, 123.86, 128.45, 128.76, 129.44,
129.62, 129.98, 130.22, 131.43, 131.89, 133.47, 134.40, 136.35, 139.12, 139.27 (Car-N),
141.52 (C=N), 149.18 (C-NH), 169.48 (C=Oamige), 191.79 (C=Ocstone); HRMS : masse
calculée pour [C30H21N3BrClO2Na]* 592.0397, masse trouvée : 592.0387.

d) Synthese des pyrazoles portants la fonction amide 12(a-h)
Dans un erlenmeyer de 100 ml, on place sous agitation magnétique une mole de I'un

composés 4(a-h) et 2 ml de la triéthylamine dans 20 ml de chloroforme. La solution est
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refroidie a 0 °C dans un bain de glace. Aprés on ajoute 1 mole du chlorure de benzoyle par
petites portions et cela sans que la température ne dépasse 0 °C. Une fois I’addition terminée,
on maintient le melange réactionnel sous agitation magnétique pendant une nuit. Le brut
réactionnel est transféré dans une ampoule a décanter puis lavé plusieurs fois avec de 1’eau.
Le résidu obtenu est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant un mélange d’hexane et

d’éther éthylique (4/1) comme liquide vecteur.

5-(2-benzamidobenzoyl)-1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (12a): Rdt (84 %); P.f.: 162-164 °C;
IR (v, cm™): 3283 (NH), 1683 (C=0)amice, 1629 (C=0), 1578 (C=N); RMN-H (300 MHz,
CDClIs) (6/ppm): 6.88 (td, 1H, Har, 3 = 0.6 Hz, J = 7.2 HZz), 7.20 (s, 5H, Har), 7.28-7.42 (m,
6H, Har), 7.45-7.63 (M, 9H, Har), 8.06-8.01 (m, 2H, Har), 8.84 (dd, 1H, Har, J= 0.9 Hz , J = 8.1
Hz), 12.12 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-3C (75 MHz, CDCls) (6/ppm):
120.45, 122.53, 122.68, 123.82, 127.58, 127.61, 128.16, 128.20, 128.40, 128.43, 128.55,
128.93, 129.40, 129.88, 131.19, 132.04, 132.27, 133.87, 134.49, 136.21, 139.00, 139.47,
141.63 (C=N), 150.11 (C-NH), 166.05 (C=Oamide), 192.82 (C=Ocstone); HRMS : masse
calculée pour [C3sH2sN3O2Na]* 542.1839, masse trouvée : 542.1832.
5-(2-benzamidobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-1,4-diphenyl-1H-pyrazole (12b): Rdt (67 %);
P.f.: 186-188 °C; IR (v, cm™): 3284 (NH), 1683 (C=0)ami¢e, 1629 (C=0), 1577 (C=N);
RMN-H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 6.88 (td, 1H, Har, J = 1.2Hz, J = 8.1 Hz), 7.16-7.24 (m,
4H, Har), 7.28-7.42 (m, 6H, Har), 7.46-7.60 (M, 9H, Ha), 8.05-8.08 (m, 2H, Har), 8.83 (dd, 1H,
Har, J = 0.9 Hz, J = 8.4 Hz), 12.08 (s, 1H, NH, échangeables avec D20); RMN-13C (75 MHz,
CDCIs) (6/ppm): 120.49, 122,51, 123.79, 127.57, 127.81, 128.28, 128.63, 128.67, 128.92,
129.43, 129.62, 129.82, 130.57, 130.91, 132.27, 133.75, 134.17, 134.47, 136.27, 139.16,
139.36, 141.66 (C=N), 148.95 (C-NH), 166.03 (C=0Oamide), 192.61 (C=Oc¢tone); HRMS : masse
calculée pour [C3sH24N3CIO2Na]* 576.1449, masse trouvée : 576.1439.
5-(2-benzamidobenzoyl)-1,3-diphenyl-4-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrazole (12c): Rdt (59 %);
P.f.: 112-114 °C; IR (v, cm™): 3273 (NH), 1713 (C=O)amice, 1636 (C=0), 1591 (C=N);
RMN-!H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 3.76 (s, 3H, OCHs3), 6.75 (d, 2H, Ha, J = 8.7 Hz), 6.89
(td, 1H, Har, J = 1.2 Hz, J = 7.5 HZz), 7.11 (d, 2H, Ha, J = 7.7 HZz), 7.30-7.40 (m, 6H, Har),
7.48-7.61 (m, 9H, Har), 8.07 (dd, 2H, Har, J = 1.8 Hz, J = 8.4 Hz), 8.84 (d, 1H, Har, J = 0.9 Hz,
J = 8.4 Hz), 12.11 (s, 1H, NH, échangeables avec D-0); RMN-3C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm): 55.15 (CHs), 114.02, 120.47, 122.54, 122.62, 123.32, 123.77, 127.58, 128.04,
128.11, 128.36, 128.91, 129.35, 131.06, 132.23, 133.84, 134.44, 136.15, 138.84, 139.54,
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141.64 (C=N), 150.11(C-NH), 159.00 (C-O-CHs), 166.04 (C=Oamide), 193.04(C=Ocstone);
HRMS : masse calculée pour [CssH27N3OsNa]* 572.1944, masse trouvée : 572.1930.
5-(2-benzamidobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole
(12d): Rdt (60 %); P.f.: 140-142 °C; IR (v, cm™): 3282 (NH), 1683 (C=0)amice, 1629 (C=0),
1581 (C=N); RMN-'H (300 MHz, CDCls3) (6/ppm): 3.76 (s, 3H, OCHj3), 6.76 (d, 2H, Ha, J =
8.7 Hz), 6.9 (td, 1H, Har, J = 1.1 Hz, J = 7.6 Hz), 7.11 (d, 2H, Har, J = 7.7 Hz), 7.28-7.41 (m,
6H, Har), 7.46-7.60 (m, 9H, Har), 8.07 (dd, 2H, Har, J = 1.5 Hz, J = 8.1 Hz), 8.85 (dd, 1H, Har,
J=0.9 Hz, J = 8.4 Hz), 12.11 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-13C (75 MHz,
CDCl3) (6/ppm): 55.18 (CHs), 114.15, 120.50, 122.50, 122.55, 122.98, 123.43, 123.73,
127.57, 128.19, 128.61, 128.92, 129.41, 129.58, 130.72, 131.02, 132.27, 133.81, 134.08,
134.40, 136.25, 139.00, 139.43, 141.68 (C=N), 148.97 (C-NH), 159.13 (C-O-CHz3), 166.03
(C=Oamige), 192.81 (C=Ocstone); HRMS : masse calculée pour [C3sH26N3CIOsNa]* 606.1554,
masse trouvée : 606.1538.
5-(2-benzamidobenzoyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (12e): Rdt (72 %);
P.f.: 198-200 °C; IR (v, cm™): 3279 (NH), 1718 (C=0)amide, 1681 (C=0), 1582 (C=N);
RMN-!H (300 MHz, CDCIs) (6/ppm): 6.90 (t, 1H, Ha, J = 8.1 Hz), 7.13-7.23 (M, 4H, Ha),
7.28-7.41 (m, 6H, Har), 7.48-7.61 (m, 9H, Har), 8.08 (dd, 2H, Har, J = 1.5 Hz, J = 8.1 Hz), 8.87
(d, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 12.12 (s, 1H, NH, échangeables avec D-0); RMN-3C (75 MHz,
CDCls) (6/ppm): 120.68, 122.38, 122.44, 122.62, 123.80, 127.58, 128.21, 128.30, 128.44,
128.52, 128.86, 128.96, 129.44, 129.76, 129.91, 131.18, 131.75, 132.33, 133.70, 134.35,
136.47, 139.01, 139.36(Ca-N), 141.76 (C=N), 150.20(C-NH), 166.06 (C=Oamidge), 192.60
(C=Ocstone); HRMS : masse calculée pour [C3sH22aNsCIO2Na]™ 576.1449, masse trouvée :
576.1437.

5-(2-benzamidobenzoyl)-3.4-bis(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole (12f): Rdt (61 %);
P.f.: 214-216 °C; IR (v, cm™): 3280 (NH), 1683 (C=0)amide, 1629 (C=0), 1581 (C=N);
RMN-1H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 6.90 (t, 1H, Har, J = 7.5 Hz), 7.12-7.41 (m, 9H, Hay),
7.46-7.64 (m, 8H, Har), 8.07 (d, 2H, Har, J = 8.1 Hz), 8.86 (d, 1H, Har, J = 8.7 Hz), 12.08 (s,
1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 120.64, 122.30,
122.58, 123.76, 127.56, 128.41, 128.76, 128.95, 128.99, 129.46, 129.64, 130.28, 131.12,
132.33, , 133.62, 133.93, 134.33, 134.49, 136.53, 139.18, 139.26 (Ca-N), 141.81 (C=N),
149.03 (C-NH), 166.03 (C=Oamige), 192.38 (C=Ocetone); HRMS : masse calculée pour
[CasH23CI2NsO2Na] ™ 610.1059, masse trouvée : 610.1058.
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5-(2-benzamidobenzoyl)-4-(4-bromophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (12g): Rdt (55 %);
P.f.: 168-170 °C; IR (v, cm™): 3283 (NH), 1683 (C=O)amice, 1629 (C=0), 1578 (C=N);
RMN-1H (300 MHz, CDCls) (6/ppm): 6.90 (t, 1H, Har, J = 7.5 Hz), 7.08 (dd, 2H, Har, J =
1.5Hz ,J = 6.6 HZz), 7.28-7.41 (m, 7H, Ha), 7.48-7.61 (m, 9H, Har), 8.06-8.1 (m, 2H, Har), 8.87
(d, 1H, Har, J = 8.4 Hz), 12.12 (s, 1H, NH, échangeables avec D20); RMN-C (75 MHz,
CDCl3) (o/ppm): 120.66, 121.91, 122.35, 122.42, 122.64, 123.79, 127.59, 128.31, 128.41,
128.45, 128.54, 128.96, 129.45, 130.22, 131.17, 131.71, 131.80, 132.35, 133.79, 134.33,
136.51, 138.94, 139.34 (Car-N), 141.88 (C=N), 150.17(C-NH), 166.08 (C=Oamide), 192.59
(C=Octtone); HRMS : masse calculée pour [CasH24BrNsO2Na]* 620.0944, masse trouvée :
620.0931.
5-(2-benzamidobenzoyl)-4-(4-bromophenyl)-3-(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole
(12h): Rdt (70 %); P.f.: 224-226 °C; IR (v, cm™): 3282 (NH), 1729 (C=0)amice , 1680 (C=0),
1582 (C=N); RMN-'H (300 MHz, CDCls3) (6/ppm): 6.92 (t, 1H, Ha, J = 7.2 Hz), 7.07 (dd,
2H, Har, J = 1.8 Hz ,J = 6.6 Hz), 7.28-7.41 (m, 7H, Har), 7.46-7.61 (m, 9H, Har), 8.06-8.09 (m,
2H, Har), 8.87 (dd, 1H, Har, J = 1.2 Hz, J = 9.0 Hz), 12.08 (s, 1H, NH, échangeables avec
D20); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 120.64, 122.13, 122.22, 122.31, 122.46, 123.77,
127.53, 128.43, 128.77, 128.95, 129.47, 129.65, 129.94, 130.24, 131.41, 131.94, 132.34,
133.62, 134.32, 134.41, 136.56, 139.12, 139.24 (Ca-N), 141.82 (C=N), 149.00 (C-NH),
166.05 (C=Oamide), 192.37 (C=Oc¢tone); HRMS : masse calculée pour [C3sH23BrCINzO2Na]*
654.0554, masse trouvée : 654.0544.

e) Synthése des pyrazoles portants la fonction sulfonamide 13(a-g)

Dans un erlenmeyer de 100 ml, on dissout 0,019 mole de 5-(2-aminobenzoyle)pyrazole 4(a-g)
dans 2 ml de dichlorométhane et 6 ml de la pyridine. Le mélange est placé dans un bain de
glace, en maintenant la température a 0°C. 0,019 mole de chlorure de tosyle est ajouté par
portions. Une fois 1’addition est terminée le mélange est agité a température ambiante et suivi
par CCM. La solution est neutralisée par de 1’eau acidifiée (pH = 2) et extrait 3 fois avec 20
ml du dichlorométhane. La phase organique est séchée sur le sulfate de sodium, le solvant est
évaporé sous pression réduite et le résidu obtenu est cristallisé dans un mélange

d’éthanol/dichlorométhane.

5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)- 1,3,4-triphenyl-1H-pyrazole (13a): Rdt (60 %); P.f.: 180-182
°C; IR (v, cm™): 3303 (NH),1622 (C=0), 1581 (C=N). RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm):
2.45 (s, 3H, CH3), 6.68 (t, 1H, Har, J = 8.1 Hz), 6.99-7.07 (m, 4H, Ha), 7.12-7.15 (m, 1H,
Har), 7.25-7.37 (M, 9H, Har), 7.41-7.45 (m, 3H, Har), 7.52-7.55 (M, 2H, Har), 7.62 (dd, 1H, Har,
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J=0.6 Hz, J = 8.4 Hz), 7.82 (d, 2H, Ha, J = 8.4 Hz), 11.07 (s, 1H, NH, échangeables avec
D20); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.65 (CHs), 117.83, 121.77, 122.10, 124.08,
127.36, 127.4, 128.37, 128.41, 129.17, 129.31, 129.97, 130.20, 131.11, 131.13, 131.95,
131.97, 134.12, 135.43, 136.88, 136.93, 138.42, 139.44, 140.59 (Ca-N), 144.15 (C=N),
150.03 (C-NH), 192.25 (C=Ocstone); HRMS : masse calculée pour [CssH27N3OsNaS]*
592.16653, masse trouvée : 592.16635.
5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-1,4-diphenyl-1H-pyrazole (13b): Rdt (54
%); P.f.: 172-174 °C; IR (v, cm™): 3188 (NH), 1620 (C=0), 1592(C=N); RMN-'H (300
MHz, CDCl3) (6/ppm): 2.44 (s, 3H, CHa), 6.65 (t, 1H, Ha,d = 7.5 Hz), 6.70-7.08 (m, 4H, Ha),
7.12-7.18 (m, 1H, Har), 7.25-7.47 (m, 13H, Har), 7.60 (d, 1H, Har, J = 8.4 Hz), 7.81 (d, 2H,
Har, J = 8.4 Hz), 11.01 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-13C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm): 21.62 (CH3), 117.82, 121.69, 122.15, 123.95, 124.02, 127.36, 127.64, 128.30,
128.45, 128.62, 129.33, 129.65, 129.84, 129.89, 130.48, 130.83, 134.05, 135.79, 136.87,
138.58, 139.32, 140.61 (Car-N), 144.16 (C=N), 148.89 (C-NH), 191.31 (C=Oc¢tone); HRMS :
masse calculée pour [C3sH26N3CIO3NaS]*™ 626.1275, masse trouvée : 626.1272.
5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (13c): Rdt
(76 %); P.f.: 188-190 °C; IR (v, cm™): 3193 (NH),1629 (C=0), 1588 (C=N); RMN-1H (300
MHz, CDCIs) (o/ppm): 2.45 (s, 3H, CHa), 3.73 (s, 3H, OCHsa), 6.57 (d, 2H, Har, J = 8.7 H2),
6.69 (td, 1H, Har, J = 1.2 Hz, J = 8.4 Hz), 6.93 (d, 2H, Har, J = 8.7 Hz), 7.28-7.35 (m, 9H, Har),
7.40-7.44 (m, 3H, Har), 7.53-7.56 (m, 2H, Har), 7.62 (dd, 1H, Har, J = 0.6 Hz, J = 8.4 Hz), 7.82
(d, 1H, Har,, J = 1.5 Hz, J = 6.6 Hz), 11.07 (s, 1H, NH, échangeables avec D20); RMN-13C
(75 MHz, CDClz) (6/ppm): 21.62 (CHas), 55.12 (OCH3), 113.83, 117.80, 121.82, 122.18,
123.22, 123.81, 123.98, 127.42, 128.07, 128.14, 128.37, 128.38, 129.27, 129.61, 129.82,
131.14, 132.10, 134.15, 134.10, 135.68, 136.95, 138.27, 139.50, 140.57 (Ca-N), 144.12
(C=N), 150.03 (C-NH), 158.87 (C-O-CHj3), 191.69 (C=Oc¢tone); HRMS : masse calculée pour
[CasH29N304NaS]* 622.1771, masse trouvée : 622.1756.
5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)-3-(4-chlorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)-1-phenyl-
1H-pyrazole (13d): Rdt (66 %); P.f.: 182-184 °C; IR (v, cm™): 3214 (NH), 1632 (C=0),
1567 (C=N); RMN-'H (300 MHz, CDCIs) (6/ppm): 2.44 (s, 3H, CHs), 3.74 (s, 3H, OCHz),
6.59 (d, 2H, Har, J = 9.0 Hz), 6.71 (td, 1H, Har, J = 1.2 Hz, J = 8.1 Hz), 6.92 (d, 2H, Har, J =
8.7 Hz), 7.26-7.35 (m, 11H, Hay), 7.38-7.50 (M, 2H, Har), 7.61 (d, 1H, Har, J = 0.6 Hz, J = 8.4
Hz), 7.81 (d, 2H, Har, J = 1.5 Hz, J = 6.6 Hz), 11.04 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0);
RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.61 (CHs), 55.14 (OCH3), 113.96, 117.80, 121.73,
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122.16, 122.89, 123.72, 123.9, 127.35, 128.22, 128.61, 129.31, 129.60, 129.82, 130.63,
131.09, 134.08, 134.11, 135.75, 136.92, 138.43, 139.39, 140.60 (Ca-N), 144.13 (C=N),
148.19 (C-NH), 159.01 (C-O-CHa), 191.50 (C=Oc¢tone); HRMS : masse calculée pour
[C3sH28N3ClO4NaS]" 656.1381, masse trouvée : 656.1364.
5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)-4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (13e): Rdt (80
%); P.f.. 196-198 °C; IR (v, cm™): 3243 (NH), 1657 (C=0), 1594 (C=N); RMN-'H (300
MHz, CDCls) (6/ppm): 2.46 (s, 3H, CH3), 6.71 (t, 1H, Har, J = 9.0 Hz), 6.92-7.01 (m, 4H,
Har), 7.16-7.18 (m, 1H, Ha), 7.28-7.37 (m, 10H, Ha), 7.39-7.44 (m, 3H, Ha), 7.49-7.52 (m,
3H, Har), 7.66 (dd, 1H, Har, J = 0.6 Hz, J = 8.4 Hz), 7.82 (dd, 2H, Har, J = 1.8 Hz, J = 6.6 Hz),
11.01 (s, 1H, NH, échangeables avec D»0); RMN-13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.63
(CHa3), 116.02, 117.86, 121.69, 122.61, 123.98, 127.41, 128.31, 128.39, 128.42, 128.50,
128.58, 129.35, 129.65, 129.88, 131.17, 131.64, 133.45, 136.81, 138.46, 139.28, 140.69 (Car-
N), 144.29 (C=N), 150.06 (C-NH), 191.40 (C=Ocstone); HRMS : masse calculée pour
[CasH26N3ClO3NaS]* 626.1275, masse trouvée : 626.1262.
5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)-3,4-bis(4-chlorophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazole (13f): Rdt (71
%); P.f.. 208-210 °C; IR (v, cm): 3256 (NH), 1661 (C=0), 1597 (C=N); RMN-'H (300
MHz, CDClz) (6/ppm): 2.46 (s, 3H, CHa), 6.71 (t, 1H, Ha, J = 7.8 Hz), 6.92-7.03 (m, 4H,
Har), 7.28-7.46 (m, 13H, Ha), 7.65 (d, 1H, Har, J = 8.4 Hz), 7.81 (d, 2H, Har, J = 8.4 Hz),
11.05 (s, 1H, NH, échangeables avec D»0); RMN-'3C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.63
(CHs), 117.87, 121.60, 122.23, 122.52, 123.65, 123.95, 127.39, 127.97, 128.44, 128.75,
129.23, 129.36, 129.69, 129.94, 130.19, 131.13, 133.88, 134.40, 136.06, 136.79, 138.64,
139.28, 140.72 (Ca-N), 144.32 (C=N), 148.90 (C-NH), 191.22 (C=Ocetone); HRMS : masse
calculée pour [C3sH25N3sCl0O3NaS]* 660.0885, masse trouvée : 660.0869.
5-(2-tolylsulfonamidobenzoyl)-4-(4-bromophenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (13g): Rdt (74
%); P.f.. 200-202 °C; IR (v, cm™): 3230 (NH), 1665 (C=0), 1590 (C=N); RMN-'H (300
MHz, CDCls) (6/ppm): 2.47 (s, 3H, CH3), 6.71 (t, 1H, Har, J = 8.2 Hz), 6.85-6.88 (m, 2H,
Har), 7.10-7.14 (M, 2H, Har), 7.28-7.44 (m, 11H, Har), 7.48-7.53 (m, 3H, Har), 7.66 (d, 1H, Har,
J=7.8 Hz), 7.82 (d, 2H, Har, J = 8.4 Hz), 11.01 (s, 1H, NH, échangeables avec D,0); RMN-
13C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 21.66 (CHs3), 116.04, 117.83, 121.65, 122.25, 122.60, 123.67,
123.98, 127.42, 127.85, 128.44, 128.51, 129.20, 129.90, 130.11, 131.45, 131.51, 131.60,
133.69, 133.94, 135.65, 136.76, 138.40, 139.25, 140.67 (Ca-N), 144.32 (C=N), 150.01 (C-
NH), 191.38 (C=Oc¢tone); HRMS : masse calculée pour [CasH26N3BrOsNaS]*™ 670.0770, masse
trouvée : 670.0757.
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f) Diffraction des rayons X sur monocristal

Les données cristallographiques ont été collectées sur un diffractométre Bruker D8
VENTURES Super DUO équipé d'un détecteur de surface Photon 100 CMOS. La longueur
d’onde utilisée est celle du molybdéne (2 MoKa = 0,71073 A). Le programme SAINT+ 6.02 a
été utilisé pour I'extraction et I'intégration des intensités de diffraction [109] et le programme
SADABS a été réalisé pour la correction de I'effet d'absorption [110]. Les structures ont été
résolues par une meéthode directe a l'aide de SHELXTL-2014/5 [111] et affinée par la
technique des moindres carrés a matrice complete sur F2 a l'aide du logiciel SHELXL-2018/3
[112]. Les représentations Ortep des molécules et les dessins tridimensionnels de la structure
cristalline sont obtenus par utilisation des logiciels Ortep3 et Mercury, respectivement
[113,114].
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Chapitre IV : Synthese et propriétés biologiques des molécules hybrides

I. Introduction

Le traitement pathologique a 1’aide d’un seul médicament est souvent accompagné dans le cas
de long traitement de développement d'une résistance au médicament, apparition de formes
d’allergie et de faibles résultats thérapeutiques [1-3]. Pour surmonter ce probléme, certaines
approches thérapeutiques ont été congues et développées au fil des ans. Parmi celles-ci, la
thérapie combinée est apparue comme une approche prometteuse dans le traitement de
plusieurs pathologies [4]. Ce procédeé a montré des avantages préférentiels en comparaison
avec le traitement par un seul principe actif. Cependant, il présente également plusieurs
inconvénients dus aux effets secondaires de plus en plus importants qui se développent apres
I'administration de deux ou plusieurs médicaments [5]. Cela a incité les chercheurs a
concevoir une nouvelle stratégie qui permettra de créer des biomolécules a haute efficacité et
a faible toxicité [6-8]. Ce concept repose sur 1’association de deux ou plusieurs molécules
ayant des activités biologiques différentes en vue de produire de nouvelles structures hybrides
possédant a la fois les propriétés de chacune des molécules composantes [6]. Un principe actif
hybride qui agit sur plusieurs cibles est nettement plus attractif du point de vue efficacité
thérapeutique et rentabilité économique [9-15]. De plus, les médicaments hybrides pourraient
également offrir plusieurs avantages en comparaison avec la thérapie combinée traditionnelle,
notamment une toxicité plus faible et moins d'effets secondaires [16].

Ces derniéres années, I’hybridation moléculaire est devenue une approche attrayante et
constitue une voie prometteuse pour la conception et le développement de nouveaux
composés biologiquement actifs [17]. Un nombre important de composés hétérocycliques sont
connus comme principes actifs dans des médicaments utilisés comme agent unique ou en
association [12,14,15,18,19]. Plusieurs laboratoires de recherche se sont intéressés a la
synthése et au développement de molécules hybrides & base des hétérocycles dans I’enquéte
de nouveaux candidats-medicaments capables de remédier a diverses infections [20,21].
Divers hybrides a base de motifs hétérocycliques contenant les atomes d’azote et/ou
d’oxygéne ont été récemment étudiés en tant que conjugués présentant des propriétés
thérapeutiques remarquables [6]. Parmi eux, des analogues hybrides dont le squelette est
formé de pharmacophore pyrazole et d'autres azoles biologiquement actifs ont montré des
applications pharmaceutiques potentielles grace a 1’effet synergique des deux pharmacophores
[22-24]. Cependant, les conjugués a base de pyrazole liés a I'isoxazoline en tant qu'agent
antimicrobien sont peu étudiés dans le contexte de l'approche hybride. L’association de ces

deux pharmacophores dans une seule structure hybride peut donner lieu a des nouvelles
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molécules dotées d’une grande stabilité chimique et susceptibles d’interagir avec des cibles
biologiques.

Les isoxazolines ont recu une attention particuliere dans le domaine de la chimie organique
[25]. Le motif isoxazoline est un pharmacophore tres important qui entre dans la conception
de plusieurs composeés synthétiques et naturels utilisés dans divers domaines, notamment
pharmaceutique, biologique, agricole et médicinal [25-28] (figure 1V.1). Les dérivés de
I’isoxazoline continuent d'attirer avec beaucoup d'intérét 1’attention des chercheurs et
constituent une source de motivation dans I’enquéte de nouveaux agents thérapeutiques
[29,30]. Le grand nombre de recherches menées ont prouvé lI'importance pharmacologique de

ces motifs hétérocycliques [25-30].

CF3

(6] NH,
v v
(0]
CFs O~f~cr, Q
N\
9 < c'
Cl Cl Cl CF,
Acivicine
Fluxamétamide Afoxolaner gN'exGard) Anfi-tumenr
insecticide Insecticide

Figure 1V.1. Exemples d'agents thérapeutiques renfermant le noyau isoxazoline

Compte tenu des données de la littérature sur l'importance de la stratégie d’hybridation
moléculaire et de nos travaux antérieurs sur les systéemes hétérocycliques a base de pyrazole
dans le cadre de la recherche de nouveaux agents antimicrobiens puissants [31-34], il nous a
paru trés intéressant de synthétiser de nouveaux systemes hétérocycliques hybrides
incorporant des pharmacophores azoles pour explorer leur activité antimicrobienne. Dans ce
chapitre, nous nous sommes focalisés sur la synthése, la caractérisation et les applications
biologiques de nouvelles molécules hybrides formés de pyrazole conjugué aux noyaux
isoxazoline et pyrazoline. Nous montrerons dans ce qui suit a 1’aide des exemples décrits dans
la littérature, I'importance de l'approche hybridation moléculaire sur le plan synthése et

applications spécifiques en domaine thérapeutique.
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Il. Rappel bibliographique sur les molécules hybrides

I1.1. Concept molécule hybride

Les composés hybrides peuvent étre définis comme des entités chimiques avec deux ou
plusieurs fragments structurels dotés de différentes fonctions biologiques. lls combinent ainsi
deux ou plusieurs pharmacophores dans une seule molécule [8,35]. En terme simple, il s'agit
d'une approche rationnelle fondée sur la liaison covalente de deux molécules, chacune avec sa
propre activité, pour produire une seule molécule hybride a double activité. Ce concept,
également connu sous le nom de « biothérapie covalente » ou « médicaments doubles », peut
étre considéré comme une extension du concept d'une combinaison a dose fixe de deux
médicaments ou plus dans un seul comprimé. L'hybridation des molécules est un outil
puissant qui a été utilisé par plusieurs groupes de recherche pour développer des composeés
susceptibles de traiter un certain nombre de maladies telles que le cancer [15], la tuberculose
[14] et malaria [36], etc. Ces hybrides a double action ont le potentiel d'augmenter l'efficacité
biopharmaceutique, de réduire le colt, de reduire le risque d'interactions entre
médicaments et de surmonter le développement rapide des problemes de résistance [6].

Les hybrides peuvent étre classes en quelques catégories (figure 1V.2a) [8,35]: les hybrides
conjugués, ou les molécules sont constituées de divers pharmacophores qui sont liés par un
lien covalent (stable ou métabolisé pour donner des pharmacophores libres), hybrides
fusionnés, dans lesquels les liens utilisés sont plus courts de telle sorte que les
pharmacophores se touchent littéralement et les hybrides combinés, dans lesquels les
structures moléculaires sont plus simples et plus petites en fusionnant les points communs des
molécules parentales. Les molécules hybrides a activité duale s’inscrit dans le contexte du
développement de la polypharmacologie [7,8,36,37]. 1l existe trois modes d’interaction
possibles pour un principe actif hybride. Des molécules hybrides dont les deux entités
constitutives sont capables d’agir sur la méme cible (cas (i) de la figure 1V.2b), ou bien
chacun des deux pharmacophores est capable d’agir sur deux cibles indépendantes (cas (i1) de
la Figure 1b) ou le dernier cas, celui d’une molécule hybride dont les deux entités agissent sur
deux sites distincts (indépendants ou non) d’une méme macromolécule biologique (cas (iii) de

la figure 1V.2b).
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Pharmacophore-1 Pharmacophore-2

hybrides conjugés fusionné combinné

b) é /O} ? P g o

(i) méme cible (i) 2 cibles différentes (iii) 2 cibles connectées

Figure 1V.2. a) Catégories d'hybrides. b) représentation schématique de trois modes
d’interaction possibles pour les hybrides

11.2. Les molécules hybrides a base de pyrazole

La synthese de molécules hybrides et leur évaluation en tant qu'agents pharmacologiques et
en tant que médicaments puissants ont connu une progression constante au cours des deux
derniéres décennies [6,9-15]. La construction de molécules hétérocycliques hybrides avec
deux ou plusieurs unités hétérocycliques dans un seul squelette a partir de précurseurs de
départ simples et facilement accessibles est I'un des objectifs principaux dans ce contexte.
Dans ce cadre, un nombre impressionnant d’investigations qui impliquent le couplage des
entités hétérocycliques entre elles tels que les unités pyrazole, isoxazole, pyrazoline, triazole
et d’autres ont été réalisées et ont montré des propriétés pharmacologiques remarquables
[12,14,15,18,19].

En raison des larges domaines d’applicabilité des dérivés du pyrazole qui présentent un grand
interét, diverses molécules hybrides a base de cette famille d’hétérocycles ont été synthétisées
et étudiées en tant que candidats prometteurs. Certaines investigations les plus courantes
seront discutées briévement ci-apres :

Encouragés par les activités biologiques des noyaux pyrazole et triazole, Ashok et al. [38] ont
préparé une série de molécules hybrides comportant ces deux motifs pour améliorer 1’activité
thérapeutique. L’approche de synthése adoptée pour obtenir les composés cibles est décrite
dans le schéma IV.1. Elle est composée de trois étapes : la premiére est la réaction de
substitution nucléophile de la 2,4-dihydroxyacétophénone avec le bromure de propargyle qui
conduit aux intermédiaires mono-propargylés. La condensation de Claisen Schmidt de

I’hydroxyacétophénone o-propargylé en position 4 avec les pyrazole-4-carboxaldéhydes
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substitués conduit dans la deuxieme étape aux pyrazoles portant un alcyne terminal. Ces
derniers par une réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 avec des azides aromatiques donnent
des composeés hybrides. Les auteurs ont évalué I’activité antimicrobienne des hybrides
préparés. Les résultats montrent qu’elles sont dotées d’un effet inhibiteur prometteur sur des

souches bactériennes et fongiques.

OH
HO OH ﬂ\ K2CO3 Anhydre 4 /@
+ —»
Br Acetone/ A \CKH/ d \ 4 l}l
o) =N
Ar1

Ar-N3 Cul ou
CuS0Q,, 5H,0

Ascorbate Na
DMF/H,0

(CH3 CeH, \©

-(Cl)CgHy , 4-(CF3)CgHy4 , 4-(OCH3)CgHy, 4-(CH3)CgHy, 2-

Schéma IV.1

Ar1 = 4-(C|)CGH4
Ar2 = CGH5, 4-(C|)CGH4

(OCH3)CgHy4 , (CH3)CgH5

Dans le méme contexte, Madhavilatha et al. [39] ont synthétisé de nouveaux hybrides a base
de pyrazole liés aux noyaux isoxazole et triazole en utilisant les réactions de la N-alkylation et
de la cycloaddition dipolaire-1,3. Les composés hybrides synthétisés ont été évalués contre
MCF7, HEPG2, IMR32 et HELA. Les

résultats obtenus montrent que certains d’entre eux possedent une cytotoxicité remarquable

quatre lignées cellulaires tumorales humaines :

contre les lignées cellulaires tumorales testées (schéma I1V.2).

N-N
N
—
N3 Ary f
P —— o]
Vi CuS0,,5H,0
Ascorbate Na = R
BuOH:H,0 (1:1) N7
R /=0 R PH o ta AN
mCPBA, CHCl, Il NaH, R a.
7\ 60-70 °C, 2 h N/ \ . THF/DMF (1:1) \ N__Ar
N. —————— N. N N
N NayCO3 (10%) N 0°C-ta., 2h N o=
Ar Ar Ar
o]
Archo
R = H, CgHs, p-(Cl)CeHy, p-(CH3)CsH,4 ————— [ MR
Ar = CgHs, p-(F)CeHa, p-(CHs)CeHa NaOCL DEM, 0°C N\

Ar1 Ar

Arz =

CeHs, 0-(Cl)CgHy, 0-(Br)CgHy, 0-(F)CgH4, m-(Cl)CgHa4, p-(NO2)CgHa, p-(OCH3)CgHy
p-(F)CgHy4, p-(OCH3)CgHy, 3,4,5-(OCH3)3CgH4

Schéma IV.2

Une autre série d'hybrides pyrazolo-triazole a été congue et synthétisée en combinant les
pharmacophores pyrazole et triazole selon la procédure de synthése décrite dans le schéma

IV.3 [15]. Les composés synthétises ont été testés pour leur activité anticancéreuse contre
R —————————
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certaines lignées cellulaires tumorales, a savoir les cellules HT-29 (colon), PC-3 (prostate) et
A549 (poumon). Les résultats ont révélé que la plupart des composés testés ont montré une
inhibition modérée a puissante de la croissance cellulaire sur différentes cellules cancéreuses.
Quelques composés ont montré une cytotoxicité prometteuse contre ces lignées cellulaires

avec des valeurs de 1’1Csp dans la gamme de 0,86-3,72 uM.

0 NHNH,
. , . N
R 50-60 °C, 3 h R HN@ 50-60 °C, 5 h N
——MgBr
THF, 0°C-t.a.
8-9 h

tBUOH/H,0 (1:2)

R Y N; CuSO0,, 5H,0 Q—}t OH
i ascorbate de sodium  N_ DMSO, ta, 5h / \
N:

ta., 8h
@ R = H, 4-F, 4-Cl, 4-OMe, 3,4,5-OMe
R = 4-F, 4-Cl, 4-CF3, 4-OMe,3,4-OMe, 3,4,5-OMe,

Schéma IV.3

Nayak et al. [12] ont rapporté la synthése d’une série de nouveaux composés hybrides a base
de pharmacophores pyrazole et triazole en tant que agents antituberculeux. La synthése de ces
composés hybrides a été réalisée en diverses étapes, comme présentées dans le schéma
IV.4. Le protocole impligue la condensation de Claisen des acétophénones substituées avec de
I'oxalate de diéthyle suivie par la cyclisation classique des dicétoesters obtenus avec les
arylhydrazines pour aboutir aux pyrazoles portants une fonction ester. Les pyrazoles
propargylés ont été préparés par la réduction de la fonction ester en alcool suivie par la
réaction d’alkylation avec le bromure de propargyle. Dans la derniere étape, les pyrazoles
propargylés ont ensuite été soumis a une réaction de cycloaddition azide-alcyne catalysée par
le cuivre (1) pour donner des hybrides pyrazole-triazole. Les composés synthétisés ont montré
une activité antituberculeuse significative contre la souche Mycobacterium tuberculosis avec
une concentration minimale inhibitrice (CMI) < 6,25 pg/ml. De méme, les composés testés se
sont avérés non toxiques contre les cellules normales avec un indice de sélectivité élevé

(>37). De plus, les composés hybrides ont également été évalués pour leur activité
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antibactérienne in vitro et ont montré une activité inhibitrice prometteuse contre les souches

testées.
(@) O
O
o~ O\/ NaOEt EtOH | o PhNHNH,, HOAc
"
o 0°C-ta., 24 h ONa 105 °C, 3 h
R
R
Ry NN LiAlHy4, (CoH5),0
1 l}l% \\\ 0°C-ta, 1h
N:N o (0] HO
CUSO4, 5H20
/ R1Br, NaN3 2 P 7
N\N ! ascorbate de sodium NN I Br_Z NN /
PEG/HZO (21) NaH, THF, 1 h
50 °C,12h
R
R = CI, OCHg, Br
Ry = 4-F—CgH4~CHy, 4-CN—CgHs—CHy, 4-OCH3~CgHs—CHy, 4-NOy—CgHy—CHy, CgHs—CHy, 2-F—CgH4~CHa,
Cyclohexyl, Cyclopentyl

Schéma IV.4

Récemment, une nouvelle méthodologie simple pour la synthese de nouveaux hybrides

pyrazole-isoxazoline bioactifs a été développée par Sankar et al. [40]. La procédure utilisée

pour la synthése de ces nouveaux matériaux hybrides est illustrée dans le schéma.lV.5. Cette

méthode basée généralement sur [’utilisation des réactions de condensation et de

cycloaddition. Les études biologiques réalisées sur les molécules hybrides issues de cette

association montrent que ces derniéres possedent des bonnes activités antibactérienne et

antifongique.

R = CgHs, 3-Br—CgHy,
2-naphthyl, 3-CN-CgH,4

\

N~

EtOH, NEt; — _POCl;, DMF_ SN \

0°C T00°C cl KOH DMF %
HONH,-HCl

EtOH, NaOH, t.a.

/
"{\ RO ° N~N
| N %
\
N

| EtOH, chloramine T

R-O

2-CH3—CgHj, 2-CH3,4-NO,—CgH,, 4-CHO-CgH,, 4-OMe—CgHy, 2,5-(CH3),—CgHa,

Schéma IV.5

Dans une autre étude, Marella et al. [41] ont rapporté la synthése de nouveaux matériaux

hybrides par I’association de noyau pyrazolique avec un motif pyrazolinique et I’évaluation
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de leur activité antipaludique (schéma 1V.6). Les étapes de la synthése comprennent la
formation de pyrazoles portants un aldéhyde par la réaction de Vilsmeier-Haack, suivie d'une
condensation de Claisen-Schmidt avec des acétophénones. Les chalcones résultantes, apres
traitement avec du thiosemicarbazide ont fourni les hybrides pyrazole-pyrazoline avec des
bons rendements. Les hybrides synthétisés ont montré une activité antipaludique in vitro
significative contre la souche de P. falciparum dont certains composés actifs ont une valeur de
1’1Cso comprise entre 1,13 et 4,20 uM.

o PhNHNH, 07 N=
_MeOH,A _DMF, POCI; _ < N@
/ N N

R R
0
S NaOH, MeOH
>»NH2 /@ reflux
S
J NH,
H,N" N
- H
EtOH, reflux
R = H, 4-Cl, 4-CHs, 4-OCHj
R4 = H, 4-Cl, 4-CHj, 4-OCHs, 4-NH,
Schéma V.6

L’étude bibliographique réalisée montre I’intérét d’avoir recours a la synthése des systémes
hétérocycliques hybrides. L'hybridation moléculaire peut étre considérée comme une

approche prometteuse pour la conception de nouvelles molécules biologiquement actives.

Il. Synthése de molécules hybrides a base de pyrazole

Afin d'améliorer le profil pharmacologique des dérivés du pyrazole préalablement synthétisés
et examinés [31,32,34], et vu I’intérét biologique que peuvent avoir les hybrides associant
plusieurs pharmacophores dans une seule structure, nous avons opté pour la synthése de
nouveaux systémes hétérocycliques hybrides par le couplage du motif pyrazole avec des
entites hétérocycliques de structures diverses a savoir la pyrazoline et 1’isoxazoline,

susceptibles de présenter des applications pharmacologiques potentielles (schéma IV.7).
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Ph N Ary N
N-pn o
)C\l\ i X-SNH O  pn cl

NH O Ph  pr” N Ph N,  Ar—C=N-OH NH O Ph

\ N/‘N NEts, CHCls, t.a. A W NEtz, CHCI,, t.a. \N/‘N

A o AT bn

15a-d 7a-e 14a-m
Schéma IV.7

I11.1. Synthese de molécule hybride pyrazole-isoxazoline

Les produits pyrazoliques allylés 7 issus de la réaction de la N-alkylation avec le bromure
d’allyle sont ensuite engagés comme dipolarophiles dans la réaction de cycloaddition
dipolaire-1,3 avec les dipdles-1,3 de type oxydes de nitriles pour la synthése des nouveaux
composés hétérocycliques hybrides 14a-m [33]. Les arylnitriloxydes sont générés in situ a
partir des aldoximes chlorés par l'action de la triéthylamine dans le chloroforme. Les
chlorures d'arylhydroxamoyle en tant que précurseurs d'arylnitriloxydes ont été préparés selon
la méthodologie indiquée dans la littérature [42-44]. La réaction de cycloaddition aboutit a la
formation de nouvelles molécules hybrides 14a-m dont le squelette est formé des deux
noyaux isoxazolinique et pyrazolique liées par un linker méthylaminobenzoyl (schéma 1V.8).
Les produits hybrides synthétisés sont purifiés par chromatographie sur colonne et
recristallisés. L'élucidation compléte de la structure des nouveaux hétérocycles hybrides
synthétisés est effectuée par IR, RMN *H, RMN 3C, COSY (*H-'H) et HMQC (*H-'3C) et

confirmée par la spectroscopie de masse a haute résolution.
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Ar1
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\
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\L > | N
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NH O Ph 14a-m Ph
N ¢l N
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Ph
7a-d NH O Ph
1
N\N
|,
Ar
14'a-m Ph
Ar = p-(Cl)CgHy, p-(OCH3)CgHy, p-(CH3)CeHy, p-(Br)CeHy
Arq = p-(CH3)CgHy, p-(Cl)CeHy, p-(NO2)CgHy, p-(Br)CeHs, m-(Cl)CeHy, p-(OCH3)CeHy

Schéma 1V.8. Procédé de synthese de molécules hybrides pyrazole-isoxazoline 14a-m

L’analyse des données spectrales des produits obtenus révele que toutes les réactions de
cycloaddition dipolaire-1,3 entre les pyrazoles allylés et les oxydes de nitrile, ont abouti a un
seul régioisomére 14 en 1’absence de toute trace de produit 14’ (schéma 1V.8). Ce résultat est
en parfait accord avec les données de la littérature sur la régiochimie de la cycloaddition des
oxydes de nitrile avec des composés allyliques similaires utilisés comme dipolarophiles
[29,45-47]. La régiochimie des isoxazolines 14a-m obtenues est établie sur la base des
déplacements chimiques des protons (Hs et Hs) et des carbones (Cs et Cs) du cycle
isoxazolinique par référence aux composes analogues.

Les résultats RMN du composé hybride 14a ont été discutés ici en tant que composé
représentatif de cette étude. En effet, le spectre RMN du proton du composé hybride 14a
réalisé dans le CDClIs (figure 1V.3), montre en particulier I'existence d'un multiplet entre 4,98
et 5,07 ppm correspondant au proton du groupe méthine Hs du centre stéréogénique du noyau
isoxazolinique. Cette valeur de déplacement chimique obtenue est cohérente avec le
déplacement chimique du proton Hs du régoisomeére isoxazoline 3,5-disubstitué [29,45-47].
Les deux hydrogénes diastéréotopiques attachés aux groupes méthyléne voisins du centre
stéréogenique de I'isoxazoline CsHaHwm résonnent a 3,15 ppm (J(HaHwm) = 7,3 ; 16,69 Hz) et
3,43 ppm (J(HaHwm) = 10,47 ; 16,69 Hz), et apparaissent comme deux doublets dédoublés
sous forme des systemes AB en raison du couplage proton-proton géminal et vicinal. La
valeur du déplacement chimique des protons Hs et Hs du cycle isoxazoline est en bon accord

avec celle trouvée dans la littérature et confirme la formation d'un seul régioisomére a savoir
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I'isoxazoline 3,5-disubstituée [29,45-47]. Le spectre montre également la présence d'un signal

multiplet attribuable aux deux protons méthyléniques liés a I'atome d'azote qui apparaissent

entre 3,50 et 3,57 ppm, et un signal triplet situé a 8,99 ppm correspondant au proton du

groupe -NH de I'amine secondaire.
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Figure 1V.3. Spectre de RMN *H (CDCls, 300 MHz) du composé 14a

L’analyse du spectre RMN C du méme composé enregistré dans le chloroforme (figure

IV.4), montre en outre des signaux attribuables aux protons aromatiques, 1’existence d’un

signal situé a 38 ppm attribuable au carbone méthyléne de 1’isoxazoline Cs et le carbone

méthine asymeétrique Cs de 1’isoxazoline a 79 ppm, en plus d’un signal & 45 ppm relatif au

carbone méthyléne 1ié a I’atome d’azote. On observe aussi un signal situé a 190 ppm

correspondant au carbone cétonique.
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Figure 1V.4. Spectre RMN *C (CDCls, 75 MHz) du composé 14a

Le déplacement chimique du carbone asymétrique de I’isoxazoline (79 ppm) est en bon
accord avec la régiochimie proposée et en parfait accord avec la littérature [29,45-47]. Cette
valeur de déplacement chimique largement déblindée pour un carbone aliphatique ne peut étre
que celle d’un carbone li¢ a un hétéroatome. Ce qui implique que le régioisomere obtenu au
cours de cette réaction est un dérivé de 1’isoxazoline 3,5-disubstitué (régioisomere 14). En
revanche, le carbone stéréogénique de 1’isoxazoline 3,4-disubstitué (régioisomere 14°) devrait
avoir une valeur de déplacement chimique plus faible puisqu'il serait éloigné de l'atome
d'oxygeéne (figure 1V.6). Ces données spectrales (figure 1V.5) sont en faveur du régioisomere
14 et confirment la régiosélectivité de I'action des arylnitriloxydes sur les pyrazoles allylés
utilisés comme dipolarophiles. Ce processus de régio-contrble peut étre expliqué par le
contrdle stérique de I'approche de I’oxyde d’arylnitrile sur les deux cotés du dipolarophile 7a

telle que décrite dans la figure 1V.6.
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Figure 1V.6. Le contrble stérique de la régiosélectivité de la réaction de CD-1,3 du
dipolarophile 7a et I’oxyde de nitrile.

Pour confirmer d’avantage la régiosélectivité¢ de la réaction de cycloaddition et 1’attribution
des signaux faite sur la base des spectres RMN-1D, nous avons procédé a une étude spectrale
en RMN 2D avec les techniques COSY (corrélation *H-H) et HMQC (corrélation *H-3C).
Sur le spectre RMN-2D homonucléaire (figure 1V.7), on observe une bonne corrélation entre
les protons méthyléne et méthine du noyau isoxazoline, aussi la corrélation entre le proton
méthine et les protons méthylénes liés a I’atome d’azote. Ceci confirme les constations
précédentes. De plus, sur le spectre de la RMN 2D hetéronucléaire (figure 1V.8), on remarque
que les deux protons méthylénes de 1’isoxazoline qui résonnent a 3,15 et 3,43 ppm sont
corrélés avec le carbone du méme groupe (Cs). Ceci confirme d’avantage les valeurs des
déplacements chimiques attribuées a ces deux protons qui ne sont pas chimiguement

équivalents.
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Figure 1V.7. Spectre RMN-2D Homonucléaire COSY (corrélation *H-*H) du composé 14a
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Figure 1V.8. Spectre RMN-2D Hétéronucléaire HSQC (corrélation *H-*C) du composé 14a

Le spectre infrarouge (IR) du composé hybride 14a indique I'existence de deux bandes

d'absorption caracteristiques aux vibrations des liaisons C-O et C=N du noyau isoxazoline et

apparaissent & 1222 et 1573 cm™, respectivement. De méme, il fait apparaitre la présence de

deux bandes d'absorption supplémentaires a 1622 et 3290 cm™ attribuables aux vibrations des
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liaisons C=0 et NH du groupe carbonyle et de I'amine secondaire, respectivement (tableau
IV.1).

Les spectres de masse de tous les nouveaux hybrides synthétisés pyrazole-isoxazoline ont mis
en évidence la présence d'un pic d'ion moléculaire [M+H]", qui correspond a la masse exacte
d'une seule molécule en parfaite cohérence avec la formule chimique des structures proposées
(tableau 1V. 1). A titre d'exemple, le spectre de masse de I'hybride 14a présente un pic de I'ion
moléculaire protoné [M+H]+ a m/z : 623,22079, confirmant la formule moléculaire de la

structure suggéréee [CaoH31CIN4O2] (figure 1V.9).
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Figure 1V.9. Spectre de masse de I'hybride 14a

Tableau 1V.1. Données de caractérisation physique et spectroscopique des composés
synthétisés 14a-m.

1 RMN 23C 1
oF RMN-'H (ppm) (ppm) IR (cm™) HRMS
N° Ar Ari °C) N-CH: N-CH: NH (m/z)
CH2 CH: C=0 [M+H]+
CH CH
3,47-3,62 (m, 2H) 45,66 3290
1l4a p-CHs(CsHa) p-Cl(CsHa) 164-166 3,15 (dd, 1H); 3,42 (dd, 1H) 38,12 1622 623,22079
4,97-5,07 (m, 1H) 79,53
3,48-3,62 (m, 2H) 45,70 3301
14b p-OCHs(CeHa) p-Cl(CsHq) 144-146 : 3,15 (dd, 1H); 3,42 (dd, 1H) 38,15 1618 639,21677
4,98-5,07 (m, 1H) 79,49
3,49-3,60 (m, 2H) 45,72 3300
14c p-Br(CeHa) p-Cl(CsHq) 152-154 | 3,15 (dd, 1H); 3,45 (dd, 1H) 38,10 1620 687,11621
4,98-5,08 (m, 1H) 79,46
3,51-3,63 (m, 2H) 45,07 3300
14d p-Cl(CsHa) p-Cl(CsHa) 166-168 | 3,16 (dd, 1H); 3,46 (dd, 1H) 38,12 1616 643,16649
5,00-5,09 (m, 1H) 79,43
3,55-3,65 (m, 2H) 45,69 3315
14e p-Br(CeHa) p-NO2(CeHa) 184-186 | 3,21 (dd, 1H); 3,51(dd, 1H) 37,64 1614 698,14121
5,07-5,17 (m, 1H) 80,30
3,45-3,64 (m, 3H) 45,75 3315
14f p-CHs(CsHa) p-NO2(CeHa) 180-182 3,22 (dd, 1H) 37,68 1614 634,24529
5,06-5,16 (m, 1H) 80,31
3,44-3,63 (m, 3H) 45,73 3300
149 p-OCHs(CeHa) p-NO2(CeHa) 170-172 3,22 (dd, 1H) 37,67 1620 650,24097
5,06-5,16 (m, 1H) 80,30
3,48-3,61 (m, 2H) 4577 3319
14h p-Br(CeHa) p-OCH3(CsHa) 136-138 | 3,14 (dd, 1H); 3,43 (dd, 1H) 38,27 1616 683,1661
4,97-5,07 (m, 1H) 79,17
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3,40-3,49 (m, 2H) 4583 335
p-OCH3(CsHa) = p-OCH3(CeHa) | 172-174 3,16 (dd, 1H); 3,57 (dd, 1H) 38,62 Te10 635,26591
4,93-5,03 (m, 1H) 78,86
3,40-3,52 (m, 2H) 45,79 3208
p-CHs(CeHa) p-CHa(CeHs) | 150-152 3,17 (dd, 1H); 3,58 (dd, 1H) = 38,45 1620 603,27545
4,94-5,04 (m, 1H) 79,00
3,40-3,52 (m, 2H) 4571 2300
14k p-OCHs(CeHa) p-Br(CeHa) 152-154 | 3,16 (dd, 1H); 3,44 (dd, 1H) = 38,08 1e18 683,16602
4,94-5,04 (m, 1H) 79,51
3,41-3,58 (m, 3H) 4585 3305
p-OCHs(CeHa) p-CH3(CsHs) = 162-164 3,17 (dd, 1H) 38,48 Te1s 619,27075
4,95-5,04 (m, 1H) 78,55
3,49-3,59 (m, 2H) 45,64 3305
14m p-CI(CsHa) 0-CI(CsHa) 180-190 3,36 (dd, 1H); 3,65 (dd, 1H) 40,68 1620 643,16668
5,02-5,11 (m, 1H) 79,70

I11.2. Synthése de molécule hybride pyrazole-pyrazoline

Toujours avec le méme objectif de préparer de nouvelles molécules susceptibles de présenter
des propriétés biologiques accrues, nous nous sommes intéressés a la synthése d'autres
molécules hybrides en combinant des dérivés de pyrazole a la fraction pyrazoline dans un seul
squelette moléculaire.

Pour la synthése des molecules cibles, nous avons utilisé la réaction de cycloaddition
dipolaire-1,3 des pyrazoles N-allylés précédemment préparés en tant que dipolarophiles avec
les nitrilimines dans le chloroforme a température ambiante. Les nitrilimines sont générés in
situ par la déshydrohalogénation des chlorures hydrazonoyles correspondants sous 1’action de
la triéthylamine [48]. Cette réaction nous a permis de préparer une nouvelle série de
molécules hybrides possédant le motif pyrazole lié a une entité pyrazolinique séparés par un
espaceur méthylaminobenzoyle (schéma 1V.9). Les produits finaux sont obtenus avec des
bons rendements apres purification sur colonne de gel de silice. Ces composés ont été
analysés par les méthodes spectroscopiques usuelles (RMN H et RMN 3C), ce qui a permis

leur parfaite caractérisation.
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Schéma 1V.9. Procédure de synthése des molécules hybrides pyrazole-pyrazoline

L’analyse spectroscopique par RMN-'H du produit purifié de la réaction de cycloaddition
révéle la formation d’un seul régioisomeére de structure 15. Nous donnons dans la figure
IV.10 le spectre RMN-'H du composé 15a enregistré dans le chloroforme deutéré (CDCls)
comme exemple représentatif. Ce spectre fait apparaitre un signal multiplet entre 4,70 et 4,79
ppm attribuable au proton Hs du régioisomere 15a. Le déblindage observé du proton Hs
semble trouver une interprétation par 1’effet électronégatif de 1’atome d'azote pyrazolinique
(régioisomére 15a). Tandis que, dans le cas de la structure 15’a on devrait s’attendre a des
valeurs plus faibles pour le proton Ha. On reléve sur le spectre aussi 1’existence de deux
doublets dédoublés sous formes des systémes AB centrés a 3,20 ppm (J=4,5, 17,1 Hz) et 3,50
ppm (J= 11,1;17,1 Hz), respectivement, intégrant les deux protons méthyléne CH:
caractéristiques du cycle pyrazoline. Les deux autres signaux multiplets attribuables aux deux
protons méthyléne (CH>) liés a 1I’atome d’azote de I’amine apparaissent dans les intervalles
[3,28-3,37] ppm et [3,64-3,72] ppm, respectivement. Le signal triplet situé a 8,97 ppm
correspond au proton de I’amine secondaire NH. En outre, I’attribution des signaux faites sur
la base du spectre RMN-1D de proton a été confirmeé davantage par le spectre RMN-2D
homonucléaire (*H-'H) du méme composé hybride 15a qui montre une parfaite corrélation

entre les protons voisins (figure 1V.11).

181



Chapitre IV : Synthese et propriétés biologiques des molécules hybrides

Spectre 1H de MCH 73 (CDC13) EL YAZRIDI

NT S fE3RSEZs
NN e NN @ WA T Oy I e .
D i O - AR T W@ n LR ﬁ::;“n‘m“"'
I | | ||l| | | 73 11 e S ] O T Y e e EROCHD
L] 1
N QU TITT STV e
Data_ 2

Tima

0 (¢]] IHSTROM
PROBED 5 mm FA
EULEROG
™
SOLVENT
= NS
oS
Ph—N ] £

FIDRES o

T T T
.7 3.6 3.5 3.4 3.3 L CHANNEL
4 .80 4.75 ppm PE IFOL 00.

Fl
PLNL 19.0

FZ - Processing

ar
JI\ 8F 300.
WOR
h 38B o
LE

GE o
PC

T T
11 10 9 8 7 6 4 3 ppm
\

g ke é\ﬁf el
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Figure 1V.11. Spectre RMN 2D homonucléaire du composé 15a

Les données de la RMN-C confirment davantage les propositions précédentes sur la

régiochimie de I’hybride 15a par les déplacements chimiques observés pour les carbones

by

méthine Cs et méthyléne Cs du noyau pyrazolinique a 58,93 ppm et a 37,07 ppm,
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respectivement. De méme, le spectre de RMN *C met en évidence deux autres signaux
caractéristiques a savoir les signaux des carbones méthylénique et cétonique qui résonnent a
43,22 ppm et 190,48 ppm, respectivement. A titre d’illustration nous donnons dans la figure
IV.12. Le spectre RMN-3C du composé 15a pris dans le chloroforme deutéré (CDCls).
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IV. Activité antimicrobienne et étude de la relation structure-activité

La nouvelle classe des composés hétérocycliques hybrides pyrazole-isoxazoline synthétisée
(14a-m) a éte evaluée pour son activité antibactérienne contre deux bactéries Gram positifs :
Staphylococcus aureus (CECT 976) et Bacillus subtilis (DSM 6633) et une bactérie Gram
négatif : Escherichia coli (K12), nous avons également étudié son efficacité antifongique
contre un champignon Candida albicans (ATCC 10231). Ceci est dans 1’objectif d’évaluer la
sensibilit¢ des microbes aux différents composés hybrides synthétisés, ainsi que d’étudier
I’impact des substituants couplé a I’incorporation du pharmacophore isoxazoline sur I’activité
biologique des composés hybrides tout en comparant les résultats obtenus avec nos travaux
antérieurs. Le dépistage antimicrobien in vitro des composés cibles a été réalisé a 1’aide de la
méthode de diffusion sur disque [49-52] et la technique de la micro-dilution en bouillon afin
de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) [31,32]. Les résultats obtenus sont

comparés a ceux des antibiotiques utilisés comme témoins positifs contre les especes
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bactériennes, a savoir I’Ampicilline et la Streptomycine. Le Fluconazole a été choisi comme
médicament standard pour 1’activité antifongique.

Les résultats obtenus a partir du dépistage antimicrobien préliminaire de tous les hybrides
synthétisés en utilisant la méthode de diffusion sur disque sont exposés dans le tableau IV.2.
Ils sont enregistrés pour chaque composé testé comme le diamétre moyen des zones
d'inhibition en mm pour la croissance bactérienne ou fongique autour des disques.

Tableau 1V.2. Activité antimicrobienne in vitro des composes hybrides (14a-m) et des
médicaments standards contre les microbes testés par la méthode de diffusion sur disque.

Zone d’inhibition en mm (1 mg/ml) (moyenne + DS)*

Composeés Microorganismes testés

E. coli (-ve) B. subtilis (+ve) C. albicans S. aureus (+ve)
N AT Al ZI (mm) (!)2‘) Z1 (mm) (!)2‘) Z1 (mm) (!)2‘) ZI (mm) (:2)
14a | p-( CHs3)CsH4 p-(Cl)CeHa 12,540,5 52 8+00 50 10,5101 50 | 10,5+0,5 | 45,6
14b | p-(OCHs3)CsH4 p-(Cl)CeHa 14+01 58 AE - 10,25+0,75 | 48,8 | 10+01 | 434
14c p-(Br)CesHa p-(CI)CeHa 12,540,5 52 145+15 | 90,6 | 12,25+1,87 | 58,3 | 12400 | 52,1
14d p-(C)CeH4 p-(Cl)CeHa 13,5+1,5 56 10+¢00 | 62,5| 11,5+0,5 | 54,7 | 18+01 | 78,6
14e | p-(Br)CsHqs p-(NO2)CeHs | 9,5+0,5 39 AE - 12+01 57,1 | 10+01 | 434
14f | p-(CH3)CgHa4 p-(NO2)CeH4 12+01 50 8,5¢1,5 | 53,1 | 11,75+1,25 | 55,9 | 10,5+0,5 | 45,6
149 | p-(OCH3)CsHa | p-(NO2)CsHa 15+01 62,5 AE - 11,2540,75 | 53,5 | 12402 | 52,1
14h p-(Br)CsHs | p-(OCH3)CsH,4 13+01 54,1 15401 | 93,7 | 12,25+2,12 | 58,3 | 12+01 | 52,1
14i | p-(OCH3)CsHs | p-(OCH3)CeHs | 10,515 | 43,7 9+01 56,2 | 10,5%0,5 50 | 11,5+0,5 | 50
14] | p-(CH3)CgHa p-(CHs)CeHa 13+02 54,1 8,5¢0,5 | 53,1 | 10,5%0,5 50 | 13,5+3,5 | 58,6
14k | p-(OCH3)CeHs | p-( Br)CsHa 13,5£1,5 56 12400 75 11401 52,3 | 1102 | 47,8
141 | p-(OCH3)CeHs | p-(CH3)CsHs 13+03 54,1 9,5¢0,5 | 59,3 | 11,25+1,25 | 53,5 | 7,5+0,5 | 32,6
14m p-(C)CeH4 0-(Cl)CsH4 14+00 58 70,5 43,7 | 115+0,3 | 54,7 | 11402 | 478
Ampicilline NT - 16+0,3 100 NT - 23+0,5 100

Fluconazole NT - NT - 21+01 100 NT -

Streptomycine 2415 100 NT - NT - NT -

DMF 6 (PZI) - 6 (PZI) - 6 (PZI) - 6 (PZI) -

Disque de papier filtre 6 (PZI) - 6 (PZ1) - 6 (PZ1) - 6 (PZI) -

* Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + déviation standard de deux
experiences pour les bactéries et de quatre expériences pour la levure. PZl = Pas de zone
d'inhibition ; le diametre du disque de papier filtre est de 6 mm ; NT : Non testé ; AE : Ce
composé n'a aucun effet ou un effet négligeable sur cette souche ; IA : Indice d'activite.

Selon les résultats obtenus, les composés hybrides cibles 14(a-m) manifestent une activité
antimicrobienne variable vis-a-vis des micro-organismes pathogénes testés bien que leurs
structures soient similaires. La différence observée au niveau de I'activité inhibitrice entre les

divers composés hybrides étudiés 14(a-m) peut étre liée a I’effet et la nature des groupements
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portés par les cycles phényles (Ar et Ari) des noyaux pyrazole et 1’isoxazoline. Ceci est
cohérent avec des rapports de la littérature qui ont montré que les substituants donneurs et
attracteurs d'électrons comme le chlore, le brome, le méthyle, le méthoxy et le groupement
nitro affectent I’activité biologique [53-55]. Comme I’indiquent les résultats obtenus certains
composés portant des substituants spéecifiques se sont révélés plus actifs. Parmi les hybrides
testés, le composé 14d (Ar= p-CI(CeHs), Ari= p-CI(CsHs)) montre une excellente activité
antibactérienne contre S. aureus avec une zone d’inhibition de (18+01) mm et un pourcentage
d’inhibition de 78,6%, en comparaison avec le médicament standard, I’ampicilline (23+0,5)
mm (figure 1V.13 et 14). Cette puissante activité inhibitrice obtenue pour le composé 14d est
due probablement a ’existence de deux atomes de chlore (CI) en position para sur les cycles
aromatiques (Ar et Ari1). Cependant, la modification de la position de I’atome de chlore du
groupement Arl a entrainé une diminution importante de 1’effet antibactérien du composé
14m (Ar= p-CI(CsHa), Ari= 0-Cl(CsHa4)) contre la méme souche (S. aureus). La diminution de
la bio-activité du composé 14m en comparaison avec celle de 1’hybride 14d peut étre liée a
des interactions défavorables du chlore en position ortho-phényle qui empéche sa capacité
pour inhiber la souche S. aureus. De plus, la substitution du chlore par d’autres groupes en
position para des cycles aromatiques (Ar et Arp) entraine une diminution de 1’efficacité

antimicrobienne des hybrides cibles.
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Figure 1V.13. Effet antibactérien des hybrides examinés et I’ampicilline (Amp) contre souche
S. aureus

185



Chapitre 1V : Synthése et propriétés biologiques des molécules hybrides

S. Aureus

Figure 1V.14. Photos montrant I'effet des composés hybrides sur la souche S. aureus.

La bactérie a Gram positif B. subtilis (DSM 6633) quant-a-elle a montré une sensibilité
remarquable envers les composés hybrides 14h (Ar= p-Br(CeHa), Ari= p-OCH3(CsHa)) et 14c
(Ar=p-Br(CeHas), Ari= p-Cl(CsHa)) avec une zone d’inhibition de 1501 mm et 14,5+1,5 mm
et des taux d'inhibition de 93,7 et 90,6 %, respectivement, en comparaison avec le
médicament de référence, Ampicilline (16+0,3mm) (figure 1V.15). La légére diminution
observée pour le composé 14c, peut étre attribuée a 1’atome de chlore en tant que groupement
attracteur d'électron qui affecte négativement cette activité. Ceci a été confirmé lors de
I’introduction du groupe fortement attracteur d’électron NO2 dans le composé 14e (Ar= p-
Br(CeHas), Ari= p-NO2(CsHa4)). La substitution du brome par le groupement OCHs dans le
composé 14k (Ar= p-OCH3(CsHa), Ari= p-Br(CeHs)) a montré une 1égére chute de I’activité
en comparaison avec le composé 14h (Ar= p-Br(CsHa), Ari= p-OCH3(CsH4)), ce qui suggeére
que I’atome de brome sur le substituant Ar est meilleur pour inhiber la croissance de la
bactérie B. subtilis. Résultat similaire a ceux décrits dans la littérature pour des composés

portant les mémes substituants [56].
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Figure 1V.15. Effet antibactérien des hybrides examinés et 1’ampicilline contre souche B.
subtilis

D’autre part, la bactérie Gram négatif E. coli est inhibée par presque la plupart des composés
hétérocycles hybrides testés avec un effet antibactérien modéré a bon en comparaison avec le
témoin. Parmi les composés hybrides testés, le composé 14g (Ar= p-OCH3(CsHa), Ari= p-
NO2(CeHa4)) est le plus actif contre E. coli avec une zone d’inhibition de 1501 mm et un taux
d’inhibition de 62,5% en comparaison avec la streptomycine (24+1,5 mm) (figure 1V.16 et
17). La substitution du groupe méthoxy OCHz par le brome ou le méthyle dans les composés
14e (Ar= p-Br(CsHs), Ari= p-NO2(CsHa)) et 14f (Ar= p-CHz(CeHa4), Ari= p-NO2(CesHa4))
entraine une diminution de I’efficacité¢ antibactérienne. De méme, le remplacement du
substituant NO par le chlore ou le brome dans les composés hybrides 14b (Ar= p-
OCH3(CsHa), Ari= p-Cl(CsHa)) et 14k (Ar= p-OCH3(CsHa), Ari= p-Br(C¢Ha4)) a également
entrainé une légere diminution de I'effet antibactérien. Ces résultats suggérent que la présence
a la fois des groupements OCH3z dans Ar et NO> dans Ary est le plus efficace pour inhiber la
croissance de la bactérie Gram négatif E. coli, ce qui est cohérent avec ceux rapportés dans
des travaux précédents [56,57]. Globalement, les hétérocycles hybrides 14a-m testés ont
présenté un indice d’activité inhibitrice élevé contre les bactéries Gram positif que la bactérie
Gram négatif en comparaison avec les médicaments standards, ce qui corroborent les données

de la littérature [56,58].
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Figure 1V.16. Activité antibactérienne des hybrides testés (14a-m) et la Streptomycine (Str)
contre la souche E. coli

E. Coli

Figure 1V.17. Photos illustrant I'effet des composés hybrides sur la souche E. coli.

Pour P’activité antifongique, la souche fongique C. albicans a présenté une sensibilité
moyenne envers presque la plupart des hétérocycles hybrides testés. Parmi eux, les composes
14c (Ar= p-Br(CeHa), Ari= p-CI(CsHa)), 14h (Ar= p-Br(CeHa), Ari= p-OCH3(Ce¢H.)) et 14e
(Ar= p-Br(CeHa), Ari= p-NO2(CeHa4)) présentent une capacité antifongique modérée avec des
zones d'inhibition de 12,25+1,87 mm (58,3%), 12,25+2,12 mm (58,3%) et 12+01 mm
(57,1%), en comparaison avec le Fluconazole (21+01 mm). D’apres ces résultats on remarque
que le substituant attracteur d’électrons NO2 a provoqué une légére diminution de 1’effet

antifongique. Le méme phénomene est observé lors de la substitution du brome par un chlore

B ———————————————
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dans le groupement Ar des composés hybrides 14d (Ar= p-CI(CesHs), Ari= p-CI(CsHa4)) et
14m (Ar= p-CI(CeHa), Ari= 0-CI(CsHa)), ces derniers présentent une inhibition de croissance
de 54,7% (11,5 mm) contre C. albicans. Les résultats obtenus montrent 1’importance de
I’atome du brome dans le groupement Ar pour 1’activité antifongique, ce qui est en contraste
avec notre précedent travail dans lequel on a montré que le remplacement du brome par un
halogene plus électronégatif comme le chlore entraine une amélioration de D’activité
antifongique contre la souche C. albicans pour des dérivés pyrazoliques [31].

En outre, la méthode de dilution en série double a été utilisée afin de déterminer les valeurs de
concentration minimale inhibitrice (CMI) (exprimées en ug/ml) pour les composés testes. Les
résultats des CMI pour les composés hétérocycliques hybrides étudiés sont rassemblés dans le
tableau 1V.3. lls indiquent que parmi les hybrides testés, les composés 14d (Ar= p-CI(CeHa),
Ari= p-CI(CeHa4)), 14m (Ar= p-CI(CeH4), Ari= 0-Cl(CsHa)) et 149 (Ar= p-OCH3s(Ce¢Ha), Ar1=
p-NO2(CsHa)) se sont avérés les plus actifs contre S. aureus avec des valeurs de CMI de 11,7
pg/ml, 23,43 pg/ml et 31,25 pg/ml proches du standard 1’ampicilline (3,9 pg/ml). Le composé
14c¢ (Ar= p-Br(CsHa), Ari= p-CI(CsHa4)) montre une excellente activité contre B. subtilis et C.
albicans avec de CMI de 23,43 pg/ml et 62,5 pg/ml, respectivement. De plus, les composés
149 (Ar= p-OCH3(CeHs), Ari= p-NO2(CeHs)) et 14i (Ar= p-OCHs(CeHs), Ari= p-
OCHj3(CeHa4)) présentent une activité antibactérienne potentielle contre la bactérie Gram-
négatif E. coli avec des valeurs de CMI de 31,25 pg/ml, en comparaison avec la
streptomycine (7.8 pg/ml). Globalement, les résultats de la bio-activité observée pour les
composés hybrides pyrazole-isoxazoline (14a-m) sont prometteurs et nettement supérieurs a
ceux obtenus avec les dérivés de pyrazole décrits dans nos précédents travaux [31,32]. Ces
résultats peuvent étre attribué I’effet synergique entre les pharmacophores pyrazole et
isoxazoline, ce qui est cohérents au concept d'hybridation moléculaire [7,59].

Tableau IV.3. Concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des hybrides synthétisés contre
les bactéries et le champignon pathogenes testés.

CMIin pg/ml (n = 2)*
Composés Microorganismes testés

N° Ar; Ar; E. coli B. subtilis C. albicans S. aureus
14a | p-CHs(CeHa) p-CI(CsHa) 125 375 125 125
14b | p-OCHs(CeHa) p-CI(CeHa) 62,5 125 250
14c p-Br(CsHa) p-CI(CsHa) 62,5 23,43 62,5 187,5
14d p-CI(CsHa) p-CI(CsHa) 62,5 125 187,5 11,7
14e p-Br(CsHa) p-NO2(CsHa) 250 125 250
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14f p-CHs(CsHa) p-NO2(CeHa) 62,5 500 125 375
14q p-OCH3(CsHa) p-NO2(CsHa) 31,25 - 62,5 31,25
14h p-Br(CeHa) p-OCHs(CsHa) 250 46,87 62,5 187,5
14i p-OCH3(CsHa) p-OCHs(CsHa) 31,25 375 187,5 250
14j p-CHs(CsHa) p-CHs(CeHa) 250 250 62,5 187,5
14k p-OCHz3(CsHa) p-Br(CeHa) 46,87 62,5 93,7 125
141 p-OCH3(CsHa) p-CHs(CsHa) 46,87 250 62,5 250
14m p-CI(CeHa) 0-CI(CeH4) 125 375 125 23,43
Ampicilline NT 7,81 NT 3,9
Fluconazole NT NT 15,62 NT
Streptomycine 7,81 NT NT NT

* Les valeurs sont représentées en tant que moyenne de deux expériences.

V. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons préparé de nouveaux systemes hétérocycliques
originaux renfermant dans leur squelette le motif pyrazole couplé a 1’isoxazoline 14 d’une
part et la pyrazoline 15 d’autre part via la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 des
pyrazoles N-allylés en tant que dipolarophiles avec les dipoles-1,3 de type nitriles oxydes et
nitrilimines. Les réactions entreprises s’effectuent correctement dans la plupart des cas, et
donnent les produits souhaités d’une maniére hautement régiosélective et avec des bons
rendements en produits purs. Les structures de tous les produits préparés ont été établies par
les méthodes spectroscopiques usuelles (IR, RMN-'H, RMN-3C) et confirmées par la
spectrométrie de masse. Les nouveaux composés hybrides pyrazole-isoxazoline ont été testés
pour leur activité antimicrobienne. Les résultats obtenus montrent que I’introduction des
isoxazolines permet d’accéder a une nouvelle classe de famille de composés dont la plupart
ont montré des activités antimicrobiennes intéressantes. De plus, les molécules hybrides a
base de pyrazole ont présenté une efficacité plus intéressante que celles des pyrazoles

fonctionnalisés par les sulfonamides et les groupements amides.
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Partie expérimentale

a) Mode opératoire général de synthése des hybrides pyrazole-isoxazoline 14a-m

Dans un ballon de 100 ml équipé d’un réfrigérant et d’un tube de garde a CaClz, 1 mole de
dipolarophile 7a-d et 1,2 mole de chlorure d'arylhydroxamoyle sont dissous dans 20 ml de
chloroforme. Ensuite, 1,2 mole de triethylamine anhydre sont ajoutés lentement sous agitation
magnétique a ce mélange. Apreés I'addition, I'agitation est maintenue a température ambiante
pendant le temps approprié, et la progression de la réaction est suivie par CCM. Une fois la
réaction est terminée, le melange réactionnel est transféré dans une ampoule a décanter et
extrait avec du chloroforme, puis laveé trois fois avec de I'eau. La phase organique est séchée
sur sulfate de sodium anhydre. Apres filtration, le solvant est éliminé dans I'évaporateur
rotatif. Le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (éluant :
hexane/éther (4/1)), le produit obtenu est recristallisé dans I'éthanol.

5-(2-(3-(4-chlorophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-4-(p-
tolyl)-1H-pyrazole (14a) : Rdt (73 %); P.f.: 164-166 °C; FT-IR (vmax, cm™): 3290 (N-H),
3066 (Ar-H), 2929, 2854 (C-H aliphatique), 1622 (C=0), 1595, 1573 (2 C=N), 1519, 1498,
1458, 1427 (C=C), 1222 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 81 2.28 (s, 3H, CH3),
3.15 (dd, 1H, J = 16.6, 7.3 Hz, CHaisoxazoline), 3.42 (dd, 1H, J = 16.6, 10.4 Hz, CHoaisoxazoline),
3.47-3.62 (m, 2H, N-CHy), 4.97-5.07 (m, 1H, CHisoxazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ar—H),
6.71-6.75 (m, 3H, Ar-H), 7.09-7.13 (m, 2H, Ar-H), 7.22-7.35 (m, 8H, Ar-H), 7.37-7.42 (m,
2H, Ar-H), 7.49-7.52 (m, 2H, Ar-H), 7.56-7.61 (m, 4H, Ar-H), 9.01 (t, 1H, NH, J = 5.9 Hz,
échangeable avec D-20); RMN-3C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 8¢ 21.22 (CHs), 38.12
(CHaisoxazoline), 45.66 (N-CH2), 79.53 (CHisoxazoline), 111.34, 115.28, 118.46, 122.31, 123.62,
127.59, 127.84, 127.91, 128.00, 128.27, 128.45, 128.67, 129.05, 129.08, 129.75, 132.61,
134.80, 136.13, 136.25, 136.79, 139.66, 139.84, 149.92 (C=Npyrazole), 151.45 (C-NH>),
155.54 (C=Nisoxazoline), 190.97 (C=Ocetone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[CagH31CIN4O2+H]* 623.22084, masse trouveée : 623.22079.
5-(2-(3-(4-chlorophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)methylamino)benzoyl)-4-(4-
methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14b) : Rdt (67 %); P.f.. 144-146 °C; FT-IR
(vmax, cm™): 3301 (N-H), 3064 (Ar-H), 2929, 2866 (C-H aliphatique), 1618 (C=0), 1595,
1571 (2 C=N), 1514, 1500, 1454, 1434 (C=C), 1222 (C-0O); RMN-!H (300 MHz, CDCls)
(6/ppm): dn 3.15 (dd, 1H, J = 16.5, 7.2 Hz, CHaisoxazoline), 3.42 (dd, 1H, J = 16.6, 10.5 Hz,
CHoisoxazoline), 3.48-3.62 (m, 2H, N-CH), 3.75 (s, 3H, OCHs), 4.98-5.07 (m, 1H,
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CHisoxazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H), 6.71-6.75 (m, 3H, Ar—H), 7.09-7.13 (m, 2H, Ar—
H), 7.22-7.35 (m, 8H, Ar—H), 7.37-7.42 (m, 2H, Ar-H), 7.49-7.52 (m, 2H, Ar—H), 7.56-7.61
(m, 4H, Ar-H), 8.99 (t, 1H, NH, J = 6 Hz, échangeable avec D;0); RMN-3C (75 MHz,
CDCl3) (o/ppm): dc 38.15 (CHoaisoxazoline), 45.70 (N-CHy>), 55.12 (OCHz3) 79.49 (CHisoxazoline),
111.35, 113.80, 115.28, 118.42, 122.04, 123.59, 123.98, 127.57, 127.83, 127.89, 127.99,
128.28, 128.40, 129.08, 131.07, 132.61, 134.80, 136.15, 136.25, 139.61, 139.85, 149.87
(C=Npyrazole), 151.44 (C—NH2), 155.54 (C=Nisoxazoline), 158.73 (C-OCHs), 190.98 (C=0Océtone);
ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C39H31CIN4O3+H]* 639.21677, masse trouvée :
639.21682.

4-(4-bromophenyl)-5-(2-(3-(4-chlorophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14c) : Rdt (81 %); P.f.: 152-154 °C;
FT-IR (vmax, cm™): 3300 (N-H), 3068 (Ar-H), 2927, 2869 (C-H aliphatique), 1620 (C=0),
1596, 1571 (2 C=N), 1519, 1496, 1458, 1427 (C=C), 1220 (C-O); RMN-H (300 MHz,
CDCIs) (6/ppm): 81 3.15 (dd, 1H, J = 16.8, 7.5 Hz, CHoaisoxazaline), 3.45 (dd, 1H, J = 16.8,
10.8 Hz, CHoaisoxazoline), 3.49-3.60 (m, 2H, N-CH>), 4.98-5.08 (m, 1H, CHisoxazoline), 6.39 (td,
1H,J =7.2,0.9 Hz, Ar-H), 6.73 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ar-H), 7.06 (t, 2H, J = 1.8 Hz, Ar-H),
7.24-7.33 (m, 10H, Ar-H), 7.34-7.35 (m, 2H, Ar—H), 7.40-7.56 (m, 4H, Ar-H), 7.61-7.64 (m,
2H, Ar-H), 9.01 (t, 1H, NH, J = 6 Hz, échangeable avec D,0); RMN-13C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm): &8¢ 38.10 (CHoaisoxazoline), 45.72 (N-CH>), 79.46 (CHisoxazoline), 111.52, 115.36,
118.20, 120.97, 121.42, 123.63, 127.81, 127.99, 128.17, 128.43, 128.47, 129.11, 129.15,
130.84, 131.50, 132.17, 134.54, 136.29, 136.40, 139.66, 139.79, 149.87 (C=Npyrazole), 151.56
(C-NHg), 155.54 (C=Nisoxazoline), 190.45 (C=Ocetone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée
pour [CzsH2sBrCINsO2+H]* 687.11650, masse trouvée : 687.11621.
4-(4-chlorophenyl)-5-(2-(3-(4-chlorophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14d): Rdt (74 %); P.f.. 166-168 °C;
FT-IR (vmax, cm™): 3300 (N-H), 3062 (Ar-H), 2920, 2850 (C-H aliphatique), 1616 (C=0),
1595, 1569 (2 C=N), 1519, 1496, 1427 (C=C), 1217 (C-O); RMN-'H (300 MHz, CDClIs)
(6/ppm): 6w 3.16 (dd, 1H, J = 16.5, 6.9 Hz, CHaisoxazoline), 3.46 (dd, 1H, J = 16.5, 10.5 Hz,
CHoaisoxazoline), 3.51-3.63 (m, 2H, N-CH>), 5.00-5.09 (m, 1H, CHisoxazoline), 6.38 (td, 1H, J =
7.2,0.9 Hz, Ar-H), 7.13 (d, 1H, J = 2.7 Hz, Ar-H), 7.27-7.35 (m, 4H, Ar—H), 7.40-7.54 (m,
16H, Ar-H), 7.59 (td, 2H, J = 6.6, 2.1 Hz, Ar—H), 9.01 (t, 1H, NH, J = 6.1 Hz, échangeable
avec D20); RMN-2C (75 MHz, CDClIs) (6/ppm): 8¢ 38.12 (CHoaisoxazoline), 45.07 (N-CHy>),
79.43 (CHisoxazoline), 111.48, 115.35, 118.14, 120.99, 127.75, 127.81, 127.99, 128.15, 128.43,
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128.46, 128.58, 129.11, 129.16, 130.33, 131.16, 132.15, 133.15, 134.58, 136.31, 136.40,
139.63, 139.78, 149.90 (C=Npyrazole), 151.55 (C-NH:), 155.54 (C=Nisoxazoline), 190.46
(C=0Oc¢tone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CsgH2sCloN4O2+H]" 643.16666,
masse trouvée : 643.16649.
4-(4-bromophenyl)-5-(2-(3-(4-nitrophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)methylamino)benzoyl)-
1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14e) : Rdt (83 %); P.f.: 184-186 °C; FT-IR (vmax, cm™): 3315 (N-
H), 3084 (Ar-H), 2918, 2856 (C-H aliphatique), 1614 (C=0), 1596, 1573 (2 C=N), 1519,
1498, 1433 (C=C), 1215 (C-0O); RMN-H (300 MHz, CDClIs) (6/ppm): 8n 3.21 (dd, 1H, J =
16.8, 7.5 Hz, CHaisoxazotine), 3.51 (dd, 1H, J = 16.5, 10.5 Hz, CHoaisoxazoline), 3.55-3.65 (m, 2H,
N-CHz2), 5.07-5.17 (m, 1H, CHisoxazoline), 6.40 (td, 1H, J =7.8, 0.9 Hz, Ar-H), 6.74 (d, 1H, J =
8.4 Hz, Ar-H), 7.05 (dt, 2H, J = 9, 2.1 Hz, Ar—H), 7.25-7.36 (m, 10H, Ar—H), 7.47-7.55 (m,
4H, Ar—H), 7.84 (dt, 2H, J = 9.3, 2.4 Hz, Ar-H), 8.28 (dt, 2H, J = 9, 2.1 Hz, Ar—H), 9.00 (t,
1H, NH, J = 6 Hz, échangeable avec D,0); RMN-3C (75 MHz, CDCls) (6/ppm): 6c 37.64
(CHazisoxazoline), 45.69 (N-CH2), 80.30 (CHisoxazoline), 111.46, 115.54, 118.27, 121.02, 121.42,
123.62, 124.08, 127.47, 127.80, 128.20, 128.45, 129.15, 130.82, 131.49, 132.09, 134.61,
135.31, 136.45, 139.64, 139.70, 148.59 (C-NO2), 149.89 (C=Npyrazote), 151.45 (C-NH>),
155.00 (C=Nisoxazoline), 190.55 (C=Oc¢tone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[CagH2sBrNsOs+H] " 698.14172, masse trouvée : 698.14121.
5-(2-(3-(4-nitrophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl--4-(p-
tolyl)-1H-pyrazole (14f) : Rdt (72 %); P.f.: 180-182 °C; FT-IR (vmax, cm™): 3315 (N-H),
3085 (Ar-H), 2926, 2850 (C-H aliphatique), 1614 (C=0), 1598, 1573 (2 C=N), 1517, 1498,
1433 (C=C), 1215 (C-0); RMN-H (300 MHz, CDClz+ D20) (é/ppm): 6n 2.29 (s, 3H, CHs3),
3.22 (dd, 1H, J = 16.8, 7.5 Hz, CHoaisoxazoline), 3.45-3.64 (m, 3H, 2H of N-CH: and 1H of
CHoaisoxazoline), 5.06-5.16 (M, 1H, CHisoxazoline), 6.40 (t, 1H, J = ...Hz, Ar-H), 6.73 (d, 1H, J =
8.4 Hz, Ar-H), 6.97 (d, 2H, J = 7.8 Hz, Ar-H), 7.07 (dd, 2H, J = 6.3, 1.8 Hz, Ar-H), 7.23-
7.39 (m, 8H, Ar-H), 7.47-7.51 (m, 2H, Ar-H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.84 (d, 2H, J =9
Hz, Ar-H), 8.28 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar—H); RMN-13C (75 MHz, CDCls+ D20) (6/ppm): 8¢
21.2 (CHs), 37.68 (CHaisoxazoline), 45.75 (N-CHy), 80.31 (CHisoxazoline), 111.41, 115.60, 118.57,
122.37, 123.66, 124.06, 127.49, 127.65, 127.99, 128.29, 128.45, 128.57, 129.05, 129.09,
129.74, 132.42, 134.85, 135.35, 136.20, 136.85, 139.57, 139.72, 148.56 (C-NO2), 149.91
(C=Npyrazole), 151.19 (C—NH2), 155.00 (C=Nisoxazoline), 190.97 (C=Ocstone); ESI-QTOF-MS
(m/z): masse calculée pour [C3gH3z1NsO4s+H]" 634.24591, masse trouvée : 634.24529.
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4-(4-methoxyphenyl)-5-(2-(3-(4-nitrophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14g): Rdt (58 %); P.f.: 170-172 °C;
FT-IR (vmax, cm™): 3300 (N-H), 3070 (Ar-H), 2927, 2854 (C-H aliphatique), 1620 (C=0),
1596, 1571 (2 C=N), 1515, 1502, 1458, 1431 (C=C), 1222 (C-0); RMN-H (300 MHz,
CDCls+ D20) (o/ppm): én 3.22 (dd, 1H, J = 16.8, 7.5 Hz, CHaisoxazoline), 3.44-3.63 (m, 3H,
2H of N-CHz and 1H of CHoaisoxazoline), 3.75 (S, 3H, OCHzs), 5.06-5.16 (m, 1H, CHisoxazoline),
6.41 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Ar-H), 6.69-6.74 (m, 3H, Ar—H), 7.10 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ar-H),
7.24-7.39 (m, 8H, Ar—H), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar—H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.84 (d, 2H, J
=9 Hz, Ar-H), 8.28 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar-H); RMN-13C (75 MHz, CDCl3+ D20) (J/ppm): 8¢
37.67 (CHoaisoxazoline), 45.73 (N-CHy), 55.12 (s, 3H, OCHj3), 80.30 (CHisoxazoline), 111.39,
113.79, 115.56, 118.51, 122.08, 123.61, 123.89, 124.05, 127.48, 127.61, 127.97, 128.31,
128.40, 129.10, 131.05, 132.45, 134.86, 135.33, 136.22, 139.53, 139.75, 148.56 (C-NO,),
149.87 (C=Npyrazole), 151.24 (C-NH2), 155.00 (C=Nisoxazotine), 158.73 (C-OCHz), 190.00
(C=0c¢tone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [C3gH31NsOs+H]* 650.24170, masse
trouvée : 650.24097.

4-(4-bromophenyl)-5-(2-(3-(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14h): Rdt (86 %); P.f.: 136-138 °C;
FT-IR (vmax, cm™): 3319 (N-H), 3064 (Ar-H), 2929, 2842 (C-H aliphatique), 1616 (C=0),
1602, 1573 (2 C=N), 1523, 1500, 1431 (C=C), 1215 (C-O); RMN-'H (300 MHz, CDCls+
D20) (o/ppm): 6n 3.14 (dd, 1H, J = 16.8, 7.2 Hz, CHaisoxazoline), 3.43 (dd, 1H, J = 16.5, 10.5
Hz, CHoisoxazoline), 3.48-3.61 (m, 2H, N-CH. ), 3.75 (s, 3H, OCHz), 4.97-5.07 (m, 1H,
CHisoxazoline), 6.41 (t, 1H, J = 7.8 Hz, Ar—H), 6.69-6.74 (m, 3H, Ar-H), 7.10 (d, 2H, J =8.7
Hz, Ar—H), 7.24-7.39 (m, 8H, Ar-H), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar-H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar—H),
7.84 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar—H), 8.28 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar—-H); RMN-13C (75 MHz, CDCls)
(6/ppm): dc 38.27 (CHzisoxazoline), 45.77 (N-CH2), 56.30 (s, 3H, OCHBa), 79.17 (CHlisoxazoline),
111.64, 111.98, 115.44, 118.20, 120.95, 122.66, 123.00, 123.67, 126.46, 127.86, 128.17,
128.43, 128.48, 128.64, 129.16, 130.78, 131.49, 131.52, 132.09, 134.53, 136.41, 139.58,
139.77, 149.84 (C=Npyrazole), 151.45 (C—NH2), 155.11 (C=Nisoxazoline), 156.49 (C—OCHj3),
190.40 (C=Oc¢tone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CzgH3z1BrN4Os+H]*
683.1656, masse trouvee : 683.1661.
4-(4-methoxyphenyl)-5-(2-(3-(4-methoxyphenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14i) : Rdt (77 %); P.f.: 172-174 °C; FT-
IR (vmax, cm™): 3325 (N-H), 3076 (Ar-H), 2933, 2835 (C-H aliphatique), 1610 (C=0), 1568
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(C=N), 1514, 1498, 1456, 1429 (C=C), 1218 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDCls+ D20)
(6/ppm): o 3.16 (dd, 1H, J = 16.5, 6.9 Hz, CHaisoxazoline), 3.40-3.49 (m, 2H, N-CH2), 3.57
(dd, 1H, J = 13.8, 5.7 Hz, CHaisoxazoline), 3.75 (s, 3H, OCHs3), 3.86 (s, 3H, OCHs), 4.93-5.03
(M, 1H, CHisoxazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ar—H), 6.73 (d, 3H, J = 8.7 Hz, Ar—H), 6.95 (d,
2H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.11-7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.21-7.49 (m, 8H, Ar-H), 7.48-7.51 (m,
2H, Ar-H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.84 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar-H); RMN-*3C (75 MHz,
CDCls+ D20) (o/ppm): 6¢ 38.62 (CHoaisoxazoline), 45.83 (N-CHy), 55.13 (s, 3H, OCHjs), 55.40
(s, 3H, OCHza), 78.86 (CHisoxazoline), 111.53, 113.82, 114.21, 115.27, 118.39, 121.84, 122.02,
123.62, 123.94, 127.61, 127.91, 128.30, 128.33, 128.42, 129.12, 131.07, 132.58, 134.75,
136.16, 139.66, 139.79, 149.83 (C=Npyrazole), 151.41 (C—NH>), 156.01 (C=Nisoxazoline), 158.72
(C-OCHzs), 161.21 (C-OCHs), 190.87 (C=Ocstone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculee
pour [CaoH3sN4O4+H]* 635.26611, masse trouvée : 635.26591.
1,3-diphenyl-4-(p-tolyl)-5-(2-(3-(p-tolyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)methylamino)benzoyl)-
1H-pyrazole (14j) : Rdt (83 %); P.f.: 150-152 °C; FT-IR (vmax, cm™): 3298 (N-H), 3064 (Ar-
H), 2920, 2856 (C-H aliphatique), 1620 (C=0), 1596, 1573 (2 C=N), 1517, 1500, 1456, 1425
(C=C), 1222 (C-0); RMN-'H (300 MHz, CDCl3z+ D20) (6/ppm): &1 2.28 (s, 3H, CH3), 2.41
(s, 3H, CH3), 3.17 (dd, 1H, J = 16.5, 7.2 Hz, CHaisoxazoline), 3.40-3.52 (m, 2H, N-CH2), 3.58
(dd, 1H, J = 13.8, 5.7 Hz, CHoaisoxazoline), 4.94-5.04 (m, 1H, CHisoxazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.5
Hz, Ar—H), 6.73 (d, 3H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 6.95 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.11-7.14 (m, 2H,
Ar-H), 7.21-7.49 (m, 8H, Ar-H), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar-H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.84
(d, 2H, J = 9 Hz, Ar-H); RMN-13C (75 MHz, CDCls+ D20) (6/ppm): 8c 21.24 (s, 3H, CHs),
21.51 (s, 3H, CHsa), 38.45 (CHoaisoxazaline), 45.79 (N-CHz2), 79.00 (CHisoxazoline), 111.53, 115.31,
118.46, 122.30, 123.66, 126.48, 126.74, 127.64, 127.93, 128.28, 128.47, 128.63, 129.07,
129.11, 1295, 129.75, 132.57, 134.75, 136.14, 136.8, 139.72, 139.77, 140.57, 149.87
(C=Npyrazole), 151.39 (C-NH2), 156.40 (C=Nisoxazoline), 190.87 (C=Ocetone); ESI-QTOF-MS
(m/z): masse calculée pour [CsoH3sN4O2+H]* 603.27622, masse trouvée : 603.27545.
5-(2-(3-(4-bromophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-yl)methylamino)benzoyl)-4-(4-
methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14k): Rdt (88 %); P.f.. 152-154 °C; FT-IR
(vmax, cm™): 3300 (N-H), 3062 (Ar-H), 2927, 2852 (C-H aliphatique), 1618 (C=0), 1595,
1571 (C=N), 1517, 1500, 1456, 1434 (C=C), 1220 (C-O); RMN-'H (300 MHz, CDCls+
D20) (o/ppm): 8n 3.16 (dd, 1H, J = 16.8, 7.2 Hz, CHoaisoxazoline), 3.40-3.52 (m, 2H, N-CH2),
3.44 (dd, 1H, J = 13.8, 5.7 Hz, CHoaisoxazoline), 3.75 (s, 3H, OCHs), 4.94-5.04 (m, 1H,
CHisoxazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ar—H), 6.73 (d, 3H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 6.95 (d, 2H, J =
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8.7 Hz, Ar-H), 7.11-7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.21-7.49 (m, 8H, Ar-H), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar—
H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.84 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar-H); RMN-13C (75 MHz, CDCls+
D20) (o/ppm): 6c 38.08 (CHoaisoxazoline), 45.71 (N-CH), 55.13 (s, 3H, OCHzg), 79.51
(CHisoxazoline), 111.38, 113.80, 115.32, 118.39, 122.04, 123.60, 123.95, 124.58, 127.60,
127.91, 128.21, 128.30, 128.41, 129.10, 131.07, 132.03, 132.57, 134.81, 136.18, 139.59,
139.81, 149.86 (C=Npyrazole), 151.41 (C-NH2), 155.64 (C=Nisoxazoline), 158.71 (C-OCHa),
190.96 (C=Octone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour [CzsH31BrN4Oz+H]"
683.16608, masse trouvée : 683.16602.
4-(4-methoxyphenyl)-1,3-diphenyl-5-(2-(3-(p-tolyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1H-pyrazole (14l) : Rdt (84 %); P.f.: 162-164 °C; FT-IR (vmax, CM"
1: 3305 (N-H), 3058 (Ar-H), 2927, 2854 (C-H aliphatique), 1618 (C=0), 1593, 1571 (2
C=N), 1519, 1500, 1454, 1429 (C=C), 1220 (C-O); RMN-H (300 MHz, CDClIs+ D20)
(6/ppm): 8n 2.41 (s, 3H, CH3), 3.17 (dd, 1H, J = 16.8, 7.2 Hz, CHaisoxazoline), 3.41-3.58 (m,
3H, 2H of N-CHz and 1H of CHuisoxazoline), 3.74 (5, 3H, OCHs), 4.95-5.04 (m, 1H,
CHisoxazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H), 6.73 (d, 3H, J = 8.7 Hz, Ar—H), 6.95 (d, 2H, J =
8.7 Hz, Ar-H), 7.11-7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.21-7.49 (m, 8H, Ar-H), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar—
H), 7.55-7.58 (m, 2H, Ar-H), 7.84 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar-H); RMN-13C (75 MHz, CDCls+
D20) (o/ppm): 6¢c 21.50 (s, 3H, CHs3), 38.48 (CHaisoxazoline), 45.85 (N-CH>), 55.12 (s, 3H,
OCHpa), 78.55 (CHlisoxazoline), 111.55, 113.82, 115.32, 118.41, 122.03, 123.63, 123.93, 126.47,
126.73, 127.62, 127.92, 128.30, 128.42, 129.11, 129.50, 131.07, 132.56, 134.75, 136.16,
139.66, 139.77, 140.58, 149.82 (C=Npyrazole), 151.37 (C—NH2), 156.40 (C=Nisoxazoline), 158.73
(C-OCHs), 190.86 (C=Ocstone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[Ca0H34N4O3+H]" 619.27105, masse trouvée : 619.27075.
4-(4-chlorophenyl)-5-(2-(3-(2-chlorophenyl)-4,5-dihydroisoxazol-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-1H-pyrazole (14m): Rdt (76 %); P.f.: 180-190 °C;
FT-IR (vmax, cm™): 3305 (N-H), 3058 (Ar-H), 2918, 2854S (C-H aliphatique), 1620 (C=0),
1595, 1569 (2 C=N), 1517, 1496, 1452, 1429 (C=C), 1220 (C-0); RMN-'H (300 MHz,
CDCl3z+ D20) (o/ppm): 61 3.36 (dd, 1H, J =17.1, 6.9 Hz, CHoaisoxazoline), 3.49-3.59 (m, 2H, N—
CHy), 3.65 (dd, 1H, J = 17.1, 10.5 Hz, CHoaisoxazoline), 5.02-5.11 (m, 1H, CHisoxazoline), 6.38 (t,
1H,J =7.5Hz, Ar-H), 6.73 (d, 3H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 6.95 (d, 2H, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.11-
7.14 (m, 2H, Ar-H), 7.21-7.49 (m, 8H, Ar—H), 7.48-7.51 (m, 2H, Ar-H), 7.55-7.58 (m, 2H,
Ar-H), 7.84 (d, 2H, J = 9 Hz, Ar—H); RMN-13C (75 MHz, CDCls+ D20) (6/ppm): &c 40.68
(CHazisoxazoline), 45.64 (N-CH2), 79.70 (CHisoxazoline), 111.63, 115.33, 118.22, 120.97, 123.66,
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127.12, 127.83, 128.15, 128.60, 128.78, 130.32, 130.57, 130.70, 131.07, 132.17, 132.87,
133.16, 134.53, 136.36, 139.63, 139.85, 149.88 (C=Npyrazole), 151.53 (C—NH), 156.49
(C=Nisoxazotine), 190.39 (C=Ocstone); ESI-QTOF-MS (m/z): masse calculée pour
[C3sH28CloNsO2+H]" 643.16704, masse trouvée : 643.16668.

b) Mode opératoire général de synthése des hybrides pyrazole-pyrazoline 15a-c

Dans un ballon de 100 ml équipé d’un réfrigérant et d’un tube de garde a CaClz, 1 mole de
dipolarophile 7a-c et 1,2 mole de chlorure d’hydrazonoyle sont dissous dans 20 ml de
chloroforme. Ensuite, 1,2 mole de triethylamine anhydre sont ajoutés lentement sous agitation
magnétique a ce mélange. Aprés l'addition, I'agitation est maintenue a température ambiante
pendant le temps approprié, et la progression de la réaction est suivie par CCM. Une fois la
réaction est terminée, le melange réactionnel est transféré dans une ampoule a décanter et
extrait avec du dichlorométhane, puis lavé trois fois avec de I'eau. La phase organique est
séchee sur sulfate de sodium anhydre (Na:SOs), et filtré. Le solvant est éliminé par
I'évaporateur rotatif, et le résidu obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de gel de
silice (éluant : hexane/éther (4/1)), le produit obtenu est recristallisé dans I'éthanol.

4-(4-chlorophenyl)-1,3-diphenyl-5-(2-((1,3-diphenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazolin-5-
yl)methylamino)benzoyl)-1H-pyrazole (15a) : Rdt (74%); P.f.: 206-208 °C; RMN-'H (300
MHz, CDCls) (6/ppm): 8n 3.20 (dd, 1H, J = 4.5, 17.1 Hz, CHapyrazoline), 3.28-3.37 (m, 1H, N—
CH?>), 3,50 (dd, 1H, J = 11.1, 17.1 Hz, CHzpyrazoline), 3.64-3.72 (m, 1H, N-CHy), 4.70-4.79 (m,
1H, CHpyrazoline), 6.37 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Ar-H), 6.63 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Ar—H), 6.92 (t, 1H, J
= 7.4 Hz, Ar-H), 7.13-7.29 (m, 3H, Ar-H), 7.31-7.57 (m, 20H, Ar-H), 7.76-7.79 (dd, 2H, J
= 8.1, 1.2 Hz, Ar-H), 8.97 (t, 1H, NH, J = 6.5 Hz, échangeable avec D,0); RMN-C (75
MHz, CDCI3) (6/ppm): d¢c 37.07 (CHz2 pyrazoline), 43.22 (N-CHz2), 58.93 (CH pyrazoline), 111.46,
113.62, 115.25, 118.06, 119.66, 120.97, 123.65, 127.83, 128.17, 128.44, 128.48, 128.60,
128.88, 129.17, 129.38, 130.34, 131.16, 132.17, 132.59, 133.17, 134.60, 136.46, 139.66,
139.80, 144.32, 147.80 (C=N), 149.92 (C=N), 151.74 (C—NH>), 190.48 (C=0Ocstone).

1,3,4-triphenyl-5-(2-((1,3-diphenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazolin-5-

yl)methylamino)benzoyl)-1H-pyrazole (15b) : Rdt (82%); P.f.: 2012-2014 °C; RMN-'H
(300 MHz, CDCIs) (o/ppm): 8w 3.20 (dd, 1H, J = 4.2, 16.8 Hz, CHapyrazoline), 3.26-3.31 (m,
1H, N-CHy), 3,47 (dd, 1H, J = 11.1, 16.8 Hz, CH2pyrazoline), 3.66-3.75 (m, 1H, N-CH>), 4.67-
4.76 (M, 1H, CHpyrazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.1 Hz, Ar—H), 6.63 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ar—H), 6.92
(t, 1H, J = 7.3 Hz, Ar—H), 7.20-7.44 (m, 21H, Ar—H), 7.52-7.61 (m, 4H, Ar-H), 7.76-7.78
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(dd, 2H, J =8.2, 1.5 Hz, Ar—H), 8.95 (t, 1H, NH, J = 5.7 Hz, échangeable avec D20); RMN-
13C (75 MHz, CDCl3) (6/ppm): 8¢ 37.06 (CH2 pyrazotine), 43.19 (N-CHz), 58.99 (CH pyrazoline),
111.33, 113.34, 113.63, 115.19, 118.36, 119.46, 122.37, 123.71, 125.86, 127.20, 127.71,
127.99, 128.31, 128.47, 128.60, 128.84, 129.13, 129.36, 129.94, 131.2, 132.49, 132.64,
134.81, 136.24, 139.81, 144.35, 147.79 (C=N), 149.91 (C=N), 151.61 (C-NH>), 190.80
(C=0Oc¢tone).

5-(2-((1,3-diphenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazolin-5-yl)methylamino)benzoyl)-1,3-diphenyl-

4-(p-tolyl)-1H-pyrazole : Rdt (66 %); P.f.. 200-202 °C; RMN-'H (300 MHz, CDCls)
(o/ppm): 8H 2.28 (s, 3H, CH3), 3.20 (dd, 1H, J = 4.2, 17.1 Hz, CHazpyrazoline), 3.26-3.31 (m, 1H,
N-CH.), 3,47 (dd, 1H, J = 11.1, 16.8 Hz, CHazpyrazoline), 3.67-3.76 (m, 1H, N-CH>), 4.67-4.76
(m, 1H, CHpyrazoline), 6.38 (t, 1H, J = 7.1 Hz, Ar—H), 6.63 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ar-H), 6.92 (t,
1H, J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.20-7.44 (m, 21H, Ar-H), 7.52-7.61 (m, 4H, Ar-H), 7.76-7.78 (dd,
2H, J = 8.2, 1.5 Hz, Ar-H), 8.95 (t, 1H, NH, J = 5.7 Hz, échangeable avec D,0); RMN-13C
(75 MHz, CDClz) (6/ppm): 8¢ 21.23 (CHs), 37.05 (CH2 pyrazoline), 43.219(N-CH>), 58.98 (CH
pyrazoline), 111.40, 113.61, 115.30, 118.47, 119.63, 122.33, 123.68, 125.85, 127.66, 127.94,
128.28, 128.46, 128.59, 128.83, 129.06, 129.10, 129.35, 129.73, 132.52, 132.62, 134.84,
136.20, 136.83, 139.67, 139.77, 144.32, 147.81 (C=N), 151.49 (C-NH>), 190.97 (C=Oc¢tone).
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Conclusion générale et perspectives

Le présent travail est effectué au sien de laboratoire d’ingénieric des matériaux
organométalliques, moléculaires et de 1I’environnement (LIMOME). L’objectif recherché a
travers cette thése s’intégre dans le cadre de la continuité et du développement des axes de
recherches développés dans notre laboratoire relatif a la mise au point de méthodologies
adéquates et appropriées dans la synthese de composés hétérocycliques originaux a visée

thérapeutique, et a I’évaluation de leur activité biologique.

Nous avons procédé en premier lieu a la préparation d’un certain nombre de dérivés de 1’aza-
aurone (les 2-arylidene-indolin-3(2H)-ones) en utilisant une stratégie de synthése constituee
de trois étapes : une substitution nucléophile, suivie d’une cyclisation intramoléculaire dite de
Réssing et une condensation de Knoevenagel avec les aldéhydes aromatiques sous courant
d’azote. Les méthodes d’analyses utilisées et les données de la littérature montrent que les

aza-aurones synthétisées adoptent une configuration Z.

Vu la richesse exceptionnelle de la chimie des aza-aurones, en particulier leur utilisation
comme excellents précurseurs de synthese de plusieurs composés spirohétérocycliques, et
leurs applications dans le domaine biologique, nous avons étudié dans un second lieu la
réactivité des dérivés de 1’aza-aurone préparées vis-a-vis des dipoles-1,3 de type nitrilimines.
La réaction de cycloaddition dipolaire-1,3 conduit d’une fagon hautement régiosélective a de
nouveaux spiropyrazoline-oxindoles avec des bons rendements. Nous avons également étudié
les activités antimicrobienne et antioxydante in-vitro de produits spiraniques préparés dont
certains d’entre eux ont donné une capacité inhibitrice significative contre les souches testées

et de piégeage des radicaux libres.

Ensuite, nous avons soumis les cycloadduits spiranniques obtenus a 1’action de 1’acide
chlorhydrique a chaud dans un milieu alcoolique en vue d’étudier leur stabilité dans le milieu
agressif. Nous avons remarqué que les spiropyrazoline-indolinones se transforment en leur
analogues pyrazoliques portant un motif 2-aminobenzoyl, et cela aprés ouverture du cycle
indolin-3(2H)-one au niveau de I’atome d’azote. Les produits d’ouverture ainsi obtenus ont
été engagés dans des réactions de la N-alkylation, de N-acylation et de N- sulfonation pour
préparer une chimiotheque de nouveaux dérivés du pyrazole, et cela dans le but d’étudier
I’effet de ces modifications sur 1’activité biologique. Tous les composés pyrazoliques
synthétisés ont subi des tests biologiques afin de mettre en exergue leurs propriétés
antimicrobienne et antioxydante. Les résultats obtenus montrent que la fonctionnalisation du

pyrazole permet d’améliorer remarquablement 1’activité biologique.
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Dans le prolongement de nos études rapportées dans la stratégie de synthese de composes
hétérocycliques a visée thérapeutique, nous avons envisagé aussi de synthétiser de nouveaux
systémes hybrides par le couplage du pyrazole avec d’autres entités a savoir la pyrazoline et
I’isoxazoline afin d’améliorer 1’activité biologique. Les nouveaux composés hybrides
pyrazole-isoxazolines ont été testés pour leur activité antimicrobienne. Les résultats obtenus
montrent que ’introduction de motif isoxazoline conduit a des activités antimicrobiennes

intéressantes que celles obtenus avec des pyrazoles fonctionnalisés.

Les structures de tous les produits synthétises ont été établies par les méthodes
spectroscopiques usuelles (IR, RMN-H et RMN-'3C) et par la spectrométrie de masse & haute
résolution (HRMS). Certains d’entre eux ont ¢été analysés par d’autres analyses
complémentaires a savoir 1’analyse ¢lémentaire et la diffraction des rayons X sur monocristal
pour corroborer davantage les structures proposées. Les données obtenues sont en parfait

accord avec les structures proposées.

L’objectif de notre travail au départ était de concevoir et de synthétiser plusieurs familles de
composés hétérocycliques azotés a bases du pharmacophore pyrazole. Les différentes
évaluations biologiques réalisées et 1’étude de la relation structure-activité nous a permis de
conclure que les modifications structurales effectuées sur la structure de pyrazole ont donné
des résultats prometteurs. Ce qui ouvre de nombreuses perspectives tant sur le plan de la

syntheése et propriétés chimiques que sur le volet propriétés biologiques.

L’ensemble des résultats trés encourageants obtenus laissent entrevoir de nombreuses
perspectives. Nous envisageons de poursuivre ce travail d’une part par 1’étude de la toxicité
des composés synthétisés et d’évaluer leurs propriétés biologiques sur d’autres cibles
biologiques, ainsi que I’activité inhibitrice de la corrosion. Sur le plan chimique, ces
composés contiennent plusieurs sites de coordination capable de complexer des métaux de

transition pour synthétiser de nouveaux matériaux hybrides.

D’autre part, nous envisagerons d’effectuer d’autres modifications et d’insérer d’autres motifs

hétérocycliques comme le tétrazole et le triazole et autres et de tester leur activité biologique.
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