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1. IDENTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

Nombre de estudio: ESTUDIO DE LA REGENERACION CELULAR IN VITRO 

Director de laboratorio: Mª Pilar de Castro García 

Cliente: Chamorro Benavides SAS / INZUNAI 

Representante autorizado: José Villarreal 

Producto testado: CACAY OIL. INCI NAME: CARYODENDRON ORINOCENSE SEED OIL Referencia: 

CACAY OIL,  Lote: 10418 

2. OBJETIVO Y PRINCIPIO DEL ESTUDIO  

La firmeza y elasticidad de la piel se pierden gradualmente con la edad. El tiempo necesario 

para reparar la barrera cutánea aumenta considerablemente con la edad: el reemplazo de las 

células de la piel dura aproximadamente el doble para las personas mayores de 75 años que 

para las que tienen alrededor de 30 años Estos cambios corresponden a la capacidad de las 

células, en particular de los fibroblastos, para regenerarse a sí mismas y a las moléculas que 

componen la matriz extracelular. Un agente que aumenta la proliferación celular de 

fibroblastos en cultivo podría ser beneficioso para la renovación celular in vivo. Con el objetivo 

de investigar el efecto de una muestra sobre la renovación celular, se realiza un ensayo 

utilizando el método de incorporación de BrdU, durante la síntesis de ADN, en Fibroblastos 

Dérmicos Humanos Normales (NHDF). 

3. CENTRO INVESTIGADOR Y EQUIPO TECNICO 

El Centro Investigador responsable del estudio es: 

ZURKO RESEARCH S.L. 

Bio-incubadora de empresas del Parque Científico y Tecnológico de Albacete (PCYTA) 

C/ Almansa nº 14 

02006Albacete (España) 

Tel: (+34) 91.521.15.88 

El Equipo Técnico responsable está compuesto por: 

Director de Laboratorio: Mª Pilar de Castro García, Doctora en Biología Celular y Molecular 
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Director de Estudio: Laura Cabrera. 

Garantía de Calidad: Cristina Nieves. 

4. CALENDARIO ESTUDIO 

Fecha de entrada de la muestra: 04/06/2018 

Fecha fin de estudio: 29/06/2018 

5. PRODUCTO ANALIZADO 

La identificación del producto analizado se encuentra en la documentación proporcionada por; 

CHAMORRO BENAVIDES SAS / INZUNAI. 

PRODUCTO CACAY OIL. INCI NAME: 
CARYODENDRON ORINOCENSE SEED 
OIL 

REFERENCIA CACAY OIL 

LOTE 10418 

CÓDIGO INTERNO 07/CRT_VT_285_18_014 

FORMA COSMÉTICA Y CARACTERÍSTICAS 
ORGANOLÉPTICAS 

Líquido amarillo 

NÚMERO, FORMA Y CONTENIDO DEL ENVASE - 

El elemento ensayado se almacenó a temperatura ambiente, siguiendo las indicaciones del cliente. 

6. MATERIALES Y EQUIPOS 

Materiales 

 Normal Human Dermal Fibroblast (NHDF, Cell Applications Inc.) 

 Linear celular Fibroblastos BALB/3T3  

 Epidermal Growth Factor (EGF).  

 Bromodeoxyurdine (BrdU).  

 Medio Mínimo Esencial de Eagle (MEM) 

 Immunoassay Cell Proliferation ELISA BrdU (Roche).  

 Aceite termoestable 
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Equipos 

 Estufa de con atmósfera controlada 37ºC / 5% CO2. 

 Victor2 (PerkinElmer) 

7. METODOLOGÍA 

 El ensayo se realizó en Fibroblastos Dérmicos Humanos Normales (NHDF, Cell Applications 

Inc.). 

Se realizó un ensayo previo de citotoxicidad en una línea celular establecida de fibroblastos 

murinos BALB/3T3 para elegir el porcentaje máximo de seguridad de la muestra como punto 

de partida. La muestra se analizó a ocho concentraciones en un pocillo de triplicado. El control 

negativo es preparado con 50 μl de tampón fosfato y control positivo con 50 μl de dodecilo 

sódico sulfato (SDS) a 1 mg/ml. Las concentraciones ensayadas fueron 100%, 50%, 25%, 12,5%, 

6,25%, 3.12%, 1.56% y 0.78%. El control negativo se prepara con 50μl de tampón fosfato y el 

control positivo con 50 μl de sulfato sódico dodecilo (SDS) a 1 mg/ml. 

Después de 24 h, se observaron las placas en un microscopio invertido y se evaluó la 

monocapa celular siguiendo la escala de acuerdo con la norma ISO 10993-5. Cada pocillo fue 

tratado con 0.5 ml de tinte rojo neutro a 50 μg/ml en Minimum Essential Medium Eagle (MEM) 

durante 3 h. Luego, los pocillos fueron lavados con solución salina fosfatada (PBS) y tratados 

con solución amortiguadora (ácido acético glacial:etanol:H2O 1:50:49) y colocados en un 

agitador durante 5 minutos para homogeneizar la solución. La absorbancia a 540 nm fue 

medida por el Lector de Placas Multilabel VICTOR (PerkinElmer). 

Para el ensayo de regeneración celular, las células Normal Human Dermal Fibroblast (NHDF) se 

sembraron a una densidad de 2.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron 

durante 24 horas en atmósfera humidificada a 37ºC con un 5% de CO2. La muestra CACAY OIL. 

INCI NAME: CARYODENDRON ORINOCENSE SEED OIL se analizó en ocho concentraciones: 10%, 

5%, 2.5%, 1.25%, 0.63%, 0.31%, 0.16%, 0.08%, 0.04% and 0.02% (diluido en medio de 

cultivo), en un pocillo triplicado durante 24 h. El control celular se preparó con cultivo celular 

en Medio Mínimo Esencial de Eagle (MEM).  

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EFG) es una sustancia de naturaleza proteica que 

desempeña una importante función en la comunicación intercelular y tiene capacidad 

mitogénica sobre una amplia variedad de células epiteliales, hepatocitos y fibroblastos. Esta 

actividad es importante en la cicatrización de heridas, situación en la que los macrófagos los 
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queratinocitos y otras células inflamatorias que migran a la zona dañada segregan EFG, que se 

distribuye ampliamente en secreciones tisulares y fluidos. Produce un aumento significativo en 

la producción visto por BrdU, pero el porcentaje de aumento de la proliferación puede variar 

en función del tipo de células, de la densidad celular, etc, aunque los valores esperados van 

desde un 25% al 50%. Este factor se utiliza como referencia para determinar que las células 

son susceptibles a productos que provocan una regeneración celular. 

Las células se cultivaron durante 48 horas y se agregó BrdU (Bromodeoxiuridina) en los pozos 

de cultivo MEM durante las últimas 24 horas de incubación. A continuación, se eliminó el 

medio y se cuantificó la incorporación de BrdU mediante inmunoensayo colorimétrico 

utilizando Cell Proliferation ELISA BrdU (Roche). Posteriormente, la placa fue leída por el lector 

de placas Victor2 (PerkinElmer) a 450 nm (ya que la reacción colorimétrica se revela con TMB –

tetramethyl-bezidine- a esta longitud de onda). 

8. OBSERVACIONES  

No se ha detectado ninguna observación durante el procedimiento. 

9. RESULTADOS 

Resultados del screening de concentraciones para determinar la concentración máxima de 

seguridad: 

Muestra Concentración Grado Reactividad Notas 

Control (-)  1 Leve No se observa lisis celular 

CACAY OIL. INCI 

NAME: 

CARYODENDRON 

ORINOCENSE 

SEED OIL 

100% 4 Severa Todas las células presentan muerte celular 

50% 4 Severa Todas las células presentan muerte celular 

25% 2 Ligera 30-40% de células presentan muerte celular 

12,5% 2 Ligera 30-40% de células presentan muerte celular 

6,25% 2 Ligera Algunas células presentan muerte celular 

3,12% 1 Leve Algunas células presentan muerte celular 

1,56% 1 Leve Algunas células presentan muerte celular 

0,78% 1 Leve Algunas células presentan muerte celular 

Control (+) 1 mg/ml 4 Severa Todas las células presentan muerte celular 

 

Estos resultados mostraron que la muestra CACAY OIL. INCI NAME: CARYODENDRON 

ORINOCENSE SEED OIL debería analizarse a un máximo del 10%. 

 



Informe final: 07/CRT_VT_285_18_014 

  

 

 

 Página 7 de 9                                                   GC/17 
 

Anexo: VI 
Versión 00 
Fecha: 01.03.2018 
 

Los resultados del estudio de la regeneración celular in vitro se muestran en la siguiente tabla: 

Muestra Concentración Media ABS 

450nm 

% % SD p-valor 

Control - 0,697 100 5  

EGF 10 ng/ml 0,911 131 6 6,6E-9 

CACAY OIL. INCI 

NAME: 

CARYODENDRON 

ORINOCENSE 

SEED OIL 

10% 0.215  31  2 - 

5% 0.152 22 2 - 

2.5% 0.480 69 5 - 

1.25% 0.671 96 8 0,527 

0.63% 0.813 117 11 0,106 

0.31% 0.814 117 6 0,025 

0.16%  0.795 114 5 0,019 

0.08% 0.750 108 5 0,079 

0.04%  0.703 101 11 0,897 

0.02% 0.650 93 10 0,351 

Tabla 1. Ensayo de renovación celular (SD, desviación estándar; valor p de la prueba t del Student) 

La siguiente gráfica muestra los resultados obtenidos: 

 



Informe final: 07/CRT_VT_285_18_014 

  

 

 

 Página 8 de 9                                                   GC/17 
 

Anexo: VI 
Versión 00 
Fecha: 01.03.2018 
 

El tratamiento con CACAY OIL. INCI NAME: CARYODENDRON ORINOCENSE SEED OIL provoca 

un aumento del 17% en la proliferación de fibroblastos a la concentración 0,31%, en 

comparación con el control negativo, y un aumento del 14% a la concentración 0,16%, lo que 

es estadísticamente significativo según la prueba t de Student. Por otro lado, la disminución de 

la proliferación celular, debido a eventos de toxicidad, se muestra en un 10%, 5% y 2,5%. El 

EGF, compuesto de referencia, mostró un aumento de la proliferación celular del 31%. 

10. CONCLUSIONES 

La muestra CACAY OIL. INCI NAME: CARYODENDRON ORINOCENSE SEED OIL mostró un 

aumento de la renovación celular del 17% y el 14% en Fibroblastos Dérmicos Humanos 

primarios para las concentraciones de la muestra 0,31% y 0,16% respectivamente, según el 

ensayo In Vitro realizado siguiendo las especificaciones indicadas en este informe y siendo 

estadísticamente significativos en un intervalo de confianza del 95% (p<0,05) . Por lo tanto, se 

observa que este producto aumenta la proliferación celular de fibroblastos en cultivo, lo que 

podría ser beneficioso para la renovación celular in vivo. 

11. DESVIACIONES 

En el desarrollo del presente estudio no se han observado desviaciones con respecto al 

procedimiento seguido.  

12. ARCHIVO DE DOCUMENTACIÓN Y MUESTRAS 

La siguiente documentación relativa al estudio será almacenada en las instalaciones de Zurko 

Research: 

- Datos primarios. 

- Informe final. 07/CRT_VT_285_18_014 

- Documentación del cliente. 

La documentación se almacenará durante 5 años. A los 5 años se consultará con el promotor la 

posibilidad de prórroga debida a la comercialización del producto de ensayo. 

Una muestra del producto evaluado (cantidad suficiente para la ejecución del estudio) será 

almacenará en la muestroteca de Zurko Research hasta la fecha de caducidad del producto. 
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13. FIRMAS  

Responsable de estudios In Vitro: Laura Cabrera, licenciada en Biología. Yo, abajo firmante, 

declaro que este estudio se ha llevado a cabo bajo mi responsabilidad y los resultados aquí 

presentados reflejan de manera precisa y completa los datos brutos del estudio. Este informe 

es una presentación completa, confiable y precisa del estudio y sus resultados. 

 

Aprobado por:   

Revisado por:   
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