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CAPÍTULO 2

OBJETIVOS 

Tienes que saber lo que 

vas a conseguir. 

Gertrude Stein 





et al et al., et al



Por lo tanto, nuestro trabajo de tesis se engloba en el desarrollo de dos proyectos: 

Desarrollar terapias combinadas diseñadas para bloquear, simultáneamente, el ciclo 
del ácido fólico y otras rutas metabólicas (síntesis de ADN, ciclo de la metionina y 
biosíntesis de purinas) o rutas de señalización mediada por hormonas o por receptores 
de tirosina quinasas. 

Desarrollar terapias a partir de compuestos de origen natural contra el melanoma.

Macrovipera lebetina et al

Macrovipera lebetina



CHAPITRE 2 

DELIMITATION DE SUJET 

Vous devez savoir ce que 

vous allez obtenir. 

Gertrude Stein 
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CAPÍTULO 3 

   El genio se hace con 1 % de 
     talento y 99 % de trabajo. 

Albert Einstein 





Figura 3. 1. Cabina flujo laminar, incubador de CO2 y depósito de nitrógeno líquido.
Cabina Cytostar de flujo laminar vertical de seguridad biológica y química de clase II de Telstar 
(panel izquierdo). Incubadores de CO2 Steri-Cult 3310 de Thermo Scientific (panel central). 
Depósito de nitrógeno líquido MVE Cryo System 4000 de Cryo Solutions LS3000 (panel 
derecho). 



plateau

Figura 3.2. La curva de crecimiento indicando las distintas fases. 



















- Cámara de Kova 



- Hemocitómetro o Cámara de Neubauer 

Figura 3.3. Imagen y esquema de la cámara de KOVA (utilizada para realizar los recuentos 
celulares, mostrando los distintos cuadrantes de los que consta). 



Contador de células automático TC10 de Bio-Rad

Figura 3.4. Imagen y esquema de la cámara de Neubauer (utilizada para realizar los 
recuentos celulares, mostrando los distintos cuadrantes de los que consta).  



Figura 3.5. Diferentes componentes de un contador de células automático.
(A) Contador de células automático TC10 junto al reactivo azul tripán y un portaobjetos 
especializado de recuento. (B) Imagen de la cámara en plástico con 10 µL de la mezcla de 
suspensión celular y azul tripán (C) Imagen de la inserción de la cámara en el contador. (D) 
Esquema del análisis de múltiples planos focales realizado por el contador TC10 durante el 
recuento. (E) Captura de pantalla de la imagen de las células en la cámara proporcionada por 
el contador. (F) Captura de la pantalla de los diferentes parámetros: concentración del inicio, 
concentración deseada y el volumen final de la muestra. (G) Captura de pantalla del histograma, 
proporcionado por el contador, indicando el número de células vivas (línea roja) y muertas (línea 
verde) frente a su diámetro en un recuento con azul tripán (H) Captura de pantalla de un 
recuento celular con azul tripán indicando el número total de las células. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.6. Esquema de los ensayos de viabilidad con MTT, junto al lector de placas 
FLUOstar Omega.



 
 

Figura 3.7. Esquema de los ensayos de viabilidad con XTT, junto al lector de placas 
FLUOstar Omega.





 

Figura 3.8.  Esquema del funcionamiento del kit de detección de apoptosis PE Annexin-V. 





Figura 3.9. Esquema del funcionamiento del kit de detección de apoptosis mediante 
ELISA de Roche. 







in vitro

in vivo





Preparación de matrices 

Preparación de la suspensión celular   

Fijación de las células y medida 



Microscopía de contraste de fases  

 

 

 

 

 

 
Figura 3.10. Diferentes tipos de microscopios invertidos.
Microscopio invertido TMS de Nikon (panel izquierdo), microscopio invertido ECLIPSE TE200-
U (panel central). microscopio LABOPHOT-2 de Nikon (panel derecho).  



Microscopía de fluorescencia 

Microscopía confocal 





 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.11. Microscopio confocal Leica TCS-SP2. 
Se utilizó esta técnica para el análisis de la incorporación y el transporte celular de compuestos 
unidos a fluorocromos en células in vivo, también para el análisis de la localización y la 
abundancia de proteínas (control y tras someter a las células a tratamientos con distintos 
compuestos, silenciamiento génico, etc). Las células fueron fijadas y procesadas previamente 
a la observación. 



Macrovipera lebetina 









Figura 3.12. El dispositivo de la electroforesis. 
(A) Esquema de la dirección de la electroforesis mostrando la fuente de tensión proporcionando 
el campo eléctrico mediante dos electrodos, uno positivo (ánodo) y uno negativo (cátodo); (B) 
Separación de las proteínas en función de su tamaño mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida. 



 

Figura 3.13. Componentes del sistema Mini Protean 3 de Bio-Rad y el Esquema de su 
montaje. (A) Componentes del sistema Mini Protean 3 de Bio-Rad Laboratories. (B) Esquema 
del montaje del sistema en la cubeta de electroforesis. 









 Figura 3.14. Componentes del sistema Mini Protean 3 de Bio-Rad Laboratories. 







Figura 3.15. Esquema del ensayo de la inmunoprecipitación. 





















in vivo
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CHAPITRE 3 

 

MATERIEL & METHODES 

Le génie se fait avec 1 % de
                                                                           Talent et 99 % de travail

 
Albert Einstein 

  



  



 

Figure 3.1. Les équipements nécessaires dans une pièce de culture cellulaire. 
Hôte Cytostar de flux laminaire verticale de sécurité biologique et chimique classe II Telstar (à 
la position gauche). Incubateurs à CO2 Steri-Cult 3310 Thermo Scientific (position centrale). 
Réservoir d'azote liquide MVE Cryo système 4000 Cryo Solutions LS3000 (à la position droite). 



Figure 3.2. Les courbes de croissance indiquant les différentes phases de la prolifération 
cellulaire. 



KOVA



Conditions de culture des différentes lignées cellulaires utilisées : 















Kova

- Cellule de KOVA 

Kova

kova



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Hémacytomètre ou Cellule de Neubauer 

Figure 3.3. Schéma de la cellule de KOVA (utilisée pour les comptages cellulaires montrant 
ses différents constituants). 



 

Compteur de cellules automatique TC10 de Bio-Rad

Figure 3.4. Schéma de la cellule de Neubauer (utilisée pour les comptages cellulaires 
montrant ses différents constituants). 



Figure 3.5. Les différentes composantes d’un compteur automatique. 
(A) compteur automatique de cellules TC10 avec le réactif bleu de trypan et la cellule de 
comptage. (B) Image de la cellule en plastique avec 10 µL du mélange de la suspension 
cellulaire et le bleu de trypan (C) Image de l’insertion de la cellule dans le compteur. (D) Analyse 
schématique réalisée par le compteur de multiples plans focaux. (E) Capture de l’écran de 
l’image des cellules dans la cellule en plastique fournie par le compteur. (F) Capture d'écran de 
différents paramètres : la concentration initiale, la concentration finale et le volume de 
l'échantillon. (G) Capture d’écran de l’histogramme indiquant le nombre de cellules vivantes 
(courbe rouge) et morte (courbe verte) par rapport à leurs diamètres dans un comptage au bleu 
de trypan (H) Capture d’écran d’un comptage cellulaire au bleu de trypan indiquant le nombre 
total de cellules. 



Figure 3.6. Schéma du test de viabilité avec le MTT, avec le lecteur de plaques FLUOstar 
Omega. 



 

Figure 3.7. Schéma du test de viabilité avec le XTT, avec le lecteur de plaques FLUOstar 
Omega. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Figure 3.8. Schéma du principe du kit de la détection d’apoptose PE Annexin-V. 





Figure 3.9. Schéma du principe du kit de détection de l’apoptose par le test d’ELISA de 
Roche. 





in vitro



- Préparation de matrices 



- Préparation de la suspension cellulaire   

- Fixation des cellules et mesure de l’absorbance 



Microscope à contraste de phase  

KOVA

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microscopie fluorescence 

Figure 3.10. Microscopes inversés. 
Microscope inversé TMS de Nikon (position à gauche), microscope inversé ECLIPSE TE200-U 
(position central). Microscope LABOPHOT-2 de Nikon (position à droite).  



Microscopie confocale 





 
 
 Figure 3.11. Microscope confocal Leica TCS-SP2. 



Macrovipera lebetina,







 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.12. Schéma du dispositif d’électrophorèse. 
(A) Schéma du dispositif d'électrophorèse montrant la source de tension générant le champ 
électrique avec deux électrodes, l'une positive (anode) et l’autre est négative (cathode) ; (B) la 
séparation des protéines en fonction de leurs tailles par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide. 



 

Figure 3.13. Schéma des composantes du système Mini Protean 3 (Bio-Rad) et du 
montage du dispositif d’électrophorèse. 
(A) Les composantes du système Mini Protean 3 de Bio-Rad Laboratories. (B) Schéma du 
montage du système du dispositif d’électrophorèse. 







Figure 3.14. Composantes du Dispositif de transfert (système Mini Protean 3 de Bio-
Rad). 
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CAPÍTULO 4/ CHAPITRE 4 

RESULTADOS/RESULTATS  
 

 

 

 

 

 

Une réalisation est toujours précédée 

 par une préparation spectaculaire. 

                                                                             Robert H. Schuller 



  



 

Lebein, a Snake Venom Disintegrin, Induces Apoptosis in Human Melanoma Cells.  

Toxins 8





Macrovipera lebetina





MACROVIPERA LEBETINA

Macrovipecetin, a C-type lectin from Macrovipera lebetina venom, inhibits proliferation, 

migration and invasion of SK-MEL-28 human melanoma cells and enhances their sensitivity to 

Cisplatin 





Macrovipera Lebetina

in silico



Macrovipera Lebetina. 

in vitro

in silico
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES Y 
PERSPECTIVAS 

Por la ignorancia nos equivocamos 

 y por las equivocaciones aprendemos 

Proverbio Romano  



  



 



in silico

En el cáncer de mama 



Aunque nuestros resultados son alentadores, nuestro estudio no tiene en cuenta el 

microambiente tumoral. El estudio del microambiente tumoral es importante y es posible que 

nuevas interacciones estén involucradas en la resistencia de los melanomas. Por lo tanto, 

sería interesante validar esta actividad antitumoral de la Lebeina y la macrovipecetina en un 

modelo de tumorigénesis in vivo en ratones atímicos "desnudos". 

Los estudios clínicos de pacientes con resistencia a la quimioterapia basada en el cisplatino 

también prometen validar la capacidad de la macrovipecetina para revertir la resistencia a este 

fármaco y para identificar a los actores en esta resistencia que probablemente serían 

marcadores predictivos de la falla terapéutica. 

 
 
 
 
  



  



CHAPITRE 5

 
CONCLUSIONS ET 

PERSPECTIVES 

Par ignorance nous nous trompons 

 Et des erreurs nous apprenons 

 

Proverbe Romain 



  



 

et 

al

et al

in vitro

Macrovipera Lebetina



a. La lebein du venin de Macrovipera lebetina induit l’apoptose dans les cellules 
de mélanome 

et al

et al

et al

et al



et al

b. La macrovipecetine, une lectine de type C du venin de Macrovipera lebetina, 
inhibe la prolifération, l’adhésion, la migration et l'invasion des cellules humaines 
de mélanome SK-MEL-28 et améliore leur sensibilité au cisplatine 



et al.,

In vitro

et al

et al

et al

et al

et al

et al



et al

et al

et al

 in silico 



 

Bien que nos résultats soient encourageants, notre étude ne prend pas en 

considération le microenvironnement tumoral. L’étude du microenvironnement des tumeurs est 

importante et il est possible que de nouvelles interactions seraient impliquées dans la 

résistance des mélanomes. Il serait donc intéressant de valider cette activité anti-tumorale de 

la Lebein et de la macrovipecetine dans un modèle de tumorigenèse in vivo sur des souris 

athymiques «nude». 

Des études cliniques sur des patients présentant une résistance à une chimiothérapie 

à base de cisplatine est également prometteuse pour valider la capacité de la macrovipecetine 

à reverser la résistance à cette drogue et identifier les acteurs de cette résistance qui 

constitueraient probablement des marqueurs prédictifs de l’échec thérapeutique. 
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