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1. INFORMACION BASICA

Macroproceso:
Proceso:

Subproceso:

MNombre del
inatructivo:

Cédigo del

instructivo:

Descripcion:

Responsable;

Marco Legal:

PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS
PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS MEDICINA LEGAL
GESTION PERICIAL TOXICOLOGIA FORENSE

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE
MISOPROSTOL, LEVONORGESTREL ¥ OTROS
MEDICAMENTOS USADOS COMO ABORTIVOS POR
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-03

PROPOSITO:

Estandarizar el melodo para la determinacion cualtativa de
Misoprostal, Levonargestrel y otros medicamentos usados como
abortivos en muestras bioldgicas y ewvidencias quimicas, por
Cromatografia de Capa Fina,

ALCANCE:

Se aplica en muestras bioldgicas (sangre, suero, contenido
nastrico, vomito, lejido placentario y visceras) ¥y muestras no
biologicas (tabletas, capsulas, pildoras, entre ofros.) enconfradas
en &l sitio del suceso

Jefe de |la gestion pericial y pentos acreditados de la Gestion de
Toxicologia Forense del Servicio Nacional de Medicina Legal v
Ciencias Forenses.

1. CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR.
= Art. 195.
La Fiscalia General del Estado
~ Art 233.
Deberes de servidores piblicos
2. CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL.
= Art 292
Alteracion de evidencias y €lementos de prueba.
= Art.448,
Organizacion y Direccian
~ Art, 449,
Atribuciones. Mumerales By 9.
= Art. 456.
Cadena de Custodia
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Lincamientos:

= Art. 458.

Preservacidn de la escena del hecha o indicios
= Art 459,

Actuaciones y Téconicas Especiales de Investigacian, Numeral
1

= Art. 463,

Cbtencion de muestras.

= Art. 498,

Medios de prueba.

= Art. 511.

Fealas Generales

. DECRETO EJECUTIVO N°759. Reglamento de Coordinacian

Interinstitucional para @ Organizacion, Direccion,
Administracion y Operacion del Sistema Especializado Integral
de Investigacion, Medicina Legal y Ciencias Forenses.

= Art13

Director General del Servicio Macional de Medicina Legal v
Ciencias Forenses, numaoral: S

= Art. 14.

Alribuciones del Semrvicio Nacional de Medicina Legal vy
Ciencias Forensas, numeral: 1, 2, 4.5,

. RESOLUCION N® 040-2014. Reglamento del Sisterna Pericial

Integral de la Funcion Judicial.
~ Capitulos: 2, 34y 5.

. RESOLUCION N®073-FGE-2014. Suplemento del Registro

Oficial 318,25-VIlI-2014.

Acapite: Manual de Quimica y Toxicolagia Forense.

-

El instructive es "RESTRINGIDO" y de uso exclusivo del
Laboratoric de Crminalisfica vy Ciencias Forenses de
Pichincha-Quito en su gestidn inferna Toxicologia Forense,

El instructivo es de "US0 OBLIGATORIO" para el personal de
la gestién interna Toxicologia. Forense,

Es responsabilidad del Jefe de |la gestion interna Toxicologia
Forense garantizar la aplicacion y el cumplimiento del presente
instructivo.

Se prohibe la reproduccion total o parcial del instructive sin
autorizacion expresa.
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2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

2.1. GLOSARIO DE TERMINOS.

Abortivos: de acuerdo con Andersan v cols citade por (Goodman, 1996),
fas define como “sustancias que inducen contracciones uterinas potentes y
también la expulsién del feto, por ejemplo la administracion de las
prastaglandinas E2 o F2o en el segundo y tercer timestres del embarazo™,

Cromatografia de Capa Fina: “método separativo v permite al mismo
ttempo un analisis cualitativo. En general se aplica a posterion de alguna
forma de pre tratamiento de la muestra, como por gjemplo, extraccidn de
analitos de la muestra con sclventes” (Fiorenza, 2007)

Levonorgestrel: “progestina sintética bioldgicamente acliva que no es
efectiva después de 72 horas; por ser estrucluraimente semejante a la
progesterona, su mecanismo de accion tiene que ver con el desempefio de
2sta hormona in viva” (Rodriguez, 2002).

Misoprostol: analogo de la Prostaglandina E1, su nombre comercial es
Cytotec, que es la 15-desoxi-16-hidroxi-16-metil-PGE1. Los estudios
clinicos indican que el Misoprostol es moderadamente eficaz para tratar las
ulceras duodenal y gastrica, tambien se ha empleado como abortifaciente y
como farmaco de maduracion cervical.

Muestra biologica: “espécimen sobre el cual se realizara el analisis
toxicologico de rutina, cuya adguisicidn, almacenamiento y transporte al
laboratorio s han documentado adecuadamente para garantizar la debida
Cadena de Custadia™ (Jickells, 2008).

Prucbas cualitativas: “reacciones quimicas onenfativas de color y
precipitacién que indican la posible presencia de la sustancia que se
pretende identificar con el analisis, estas cubren un numero importante de
drogas y olros toxicos” (Skoog, 1992)

2.2. ABREVIATURAS.

~ CCF . Cromatografia de Capa Fina
~ Conc. . Concenirado
= SMMLCF : Servicio Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses

3. DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.

3.1. FUNDAMENTO TEORICO.,

Existe una amplia vanedad de sustancias gue son utilizadas como abarfivos,
gue producen contracciones uterinas potentes v también la expulsidn del feto
estas sustancias juegan un papel importante en la toxicelogia clinica y forense

Las hormonas que se usan en anticoncepcion de emergencia producen
alleraciones en Ires niveles: inhibiendo o allerando la ovulacion, interfiriendo
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con la fecundacidn o el transporte del embridn al Utero, o inhibiendo su
implantacidn an el endometrio. (Rodriguez, 2002)
Uno de los mélodos empleados para la delerminacion de estas sustancias es la
cramatografia de capa fina la cual pusde considerarse como la separacion de
las analitos en una superficie revestida con una fase estacionana. La fase movil
s& mueve a través de la superficie plana de un borde a otro y se produce la
saparacion de |las sustancias segun su afinidad a la fase estacionana y a la
fase movil.
La visualizacion da la placa cromatografica se realiza roseando la misma can
un reactive el cual wva a interaciuar con grupos funcionales especificos
presentes en la molécula, (Fiorenza, 2007)
3.2. EQUIPOS, MATERIALES, REACTIVOS ¥ CONDICIONES AMBIENTALES.

3.2.1. EQUIPOS:
» Agitador magnético;
~ Estufa;
~ Sistema de revelado: Nebulizador y bomba de vacio,
~ Sorbona; vy,
~ Cabina de U\V.

J.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO:
~ Papel de filtro;
~ Placas cromatograficas: Especificaciones: Silica Gel, 20 x 20 cm._, F-
254 200 um;
Fapel pH:
Embudos de extraccion o efenmeyer,;
Capilares reducidos en diametro por estiramiento al calor;
Cubas cromatograficas;
Embudos de filtracian;
~ Pipetas: seroldgicas y pasteur, y,
~ \asos de precipitacian

b S

k|

3.2.3. REACTIVOS Y ESTANDARES DE REFERENCIA:

3.2.3.1. REACTIVOS;

~ Cloroformo;

~ Sulfato de sodio anhidro;

» Eluente:{Acetato de Etilo 8,5 ml: Metanol 1 ml; Amaoniacoe 0.5 mi)
iMezclar v dejar 30 minutos de zaturacian);

+» Subnitrato de Bismuto;

~ Acido acético:

» lodurg de Potazio

= Agua destilada; v,

=~ Fevelador:
v Para Misoprostol - H;304/Elanal (1:1)
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¥ Para Levonorgestrel: Dragendorff

Nota Técnica: Ja composicion y preparacion del reactivo Dragendortf
sa halla en of acapile de Anexos, comp Anexo N°6.1.

3.2.3.2. ESTANDARES/PATRON:

~ Nombre comercial: Cytotec. Prnncipio active: Misoprostol

~ MNombre comercial: Glanique. Postinor, Escapel, etc.: Principio activa
Levonorgestrel.

3.2.4. MATERIALES VARIOS:

~ Guantes desechables; y,
~ Papel absorbente,

3.2.5.CONDICIONES AMBIENTALES:

= Ver: Instructivo para el control de temperatura.
MANEJO DE INDICIOS ¥ MUESTRAS:
3.3.1. TRANSPORTE ¥ ALMACENAMIENTO:

+~ Ver: Instructivo para Transporte, Almacenamiento y Conservacion de
Indicios.

3.3.2.PREPARACION. Y MANIPULACION:

= Ver Protocolo de Toma, Conservacion y Recepcion de Muostras
Biolégicas para Analisis Toxicologicos.

PROCEDIMIENTO:

El procedimiento considerado para el desammollo de este ensayo, debe
obedecer a las siguientes fazes v estipulaciones;

3.4.1. EXAMEN FISICO DE LAS MUESTRAS:

=~ \erificar las caracteristicas organolépticas de la muestra.

Nota técnica: En el caso de hallarse material no digerido (tabletas,
capsulas, efc.) en contenido gasinco o tejido placentano, exanmnar por
separado.

3.4.2. EXTRACCION CON SOLVENTE:

»~ Tomar 10 a 50 ml o & gr de muestra.
~ Alcalbimzar la muesira con amoniace hasta pH {(10-12)
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= Anadir 20 ml de clorcformo en un recipiente extractor (embudo de
separacian o (efdenmeayear)

~ Agitar {en forma manual ¢ con agitador magnélico} v dejar en
contacto con el solvente hasta el dia siguiente

~ Separar la fase cloroférmica, filtrando por sulfato de sodio anhidro.

= Ewvaporar

~ Sembrar en |la placa cromatografica la muestra, conjuntamente con
estandares comespondientes.

3.4.3.DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO ¥ REVELADO:
~ Colocar en la cuba cromatografica con el eluente y correr con un
frente de 10 cm.
Sacar de la camara y dejar secar la placa a lemperatura ambiente.
~ Observar bajo la luz UV,
~ Revelar con el reactivo correspandiente y dejar secar.
~ En el casoe de Misoprostol, colocar la placa en la estufa a 50°C.

b

Nota Técnica: para ef revelado de la placa cromatogrifica se debe
rociar el reactivo correspondiente con fa bomba de prosidn sobre la
placa a una distancia aproximada de 15 om, de armba hacia abajo y
mmaxrmo dos veces.

3.5. METODO DE CALCULO:
MIA.

3.6. RESULTADOS Y AMNALISIS: la determinacion de resultados sera estipulada
en funcion de la siguiente tabla:

TABLA 1
COLORACION DE MISOPROSTOL ¥ LEVONORGESTREL POR
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA,

| MEDICAMENTO | REVELADOR | COLORACION

i Misoprostal H:SOu/Etancl (1:1) | \8gro en la base de la
B - siemora

i Levonargestrel Cragendorff Anaranjado

(Galichet, 2004)
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4. NORMAS DE SEGURIDAD.

Considere o estipulado en la Resolucidn N*073-FGE-2014. Suplemento del Registro
Oficial 318,25-VII-2014, acapite: Manual de Bioseguridad.

5. BIBLIOGRAFIA.

Fiorenza, G, y. (2007). Manual de Procedimientos Analiticos Toxicoldgicos para
Laboratorios de Baja Complejidad, manual. Buenos Aires, Argentina

Galichet, L. (2004). Clarke's Analisys pf Drugs ans Poision in Pharmaceuticals,
body fluid and postmortem material. Great Bratain: Pharmaceutical Press.

Goodman, A v, (1986). Las bases farmacoldgicas de la terapeutica. México:
McGraw- Hill-Interamericana.

Jickells, 5. y. (2008). Clarke's Analytical Forensic Toxicology. Londres:
Pharmaceutical Press.

Rodriguez, E, (2002). El levoncrgestrel y su mecanismo de accidn. Ars.
Médica, revista de estudios médicos humanisticos, 1-12.

Skoog, D, v (1992), Principios de Analisis Instrumental. Madrid: Mc Graw Hil

6. ANEXOS.

6.1.

Preparacidon del reactive DRAGENDORFF.

Preparacion de Solucion A:

Mezclar conjuntamente 2 g. de Subnitrato de Bismuto, 25 ml de acido acético y
caompletar con agua destilada hasta 100 mil.

Preparacion de Solucidn B:
Disolver 40 g. de loduro de Potasio en 100 ml de agua destilada.
Preparacion del reactive DRAGEMDORFF:

Mezclar 10 ml de Solucion A+ 10 ml de Solucion B+ 20 ml de acido acético v
completar hasta 100 ml con agua deshilada.
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