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1. INFORMACION BASICA

Macroproceso;
Proceso:

Subproceso:

Nombre del
instructivo:

Cadigo del
instructivo:

Descripoion:

Responsahle:

Marco Legal:

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

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE
CANNABINOLES EN MUESTRAS BIOLOGICAS,
MEDIANTE INMUNOENSAYO Y CROMATOGRAFIA
DE CAPA FINA.

SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-11

PROPOSITO:

Estandarizar la deferminacién de cannabinoles en muestras
bioldgicas, mediante inmunoensayos y cromatografia de capa
fina.

ALCANCE:

Se aplica en muestras bioldgicas (sangre, suero sanguineo, erna
contenido gastrico) y sustancias sospechosas de  causar
intoxicacion (medicamentos, bebidas, alimentos, extractos de
plantas, plantas. entre otras) relacionados con el hecho de
interés criminalistico

Jefe de la gestion pencial y peritos acreditados de la Gestién de
Toxicologia Forense del Servicio Macional de Medicina Legal y
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 elementos de prusba
»  Art.448.
Chrganizacion ¥ Direccidn
= Art 449,
Afribuciones, Mumerales By 9
= Art 456.
Cadena de Custodia.
~ Art. 458.
Preservacion de la escena del hecho o indicios
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~ Art 459,
Acluaciones y  Técnicas Especiales  de
Investigacion, Numeral 1.
=~ Art. 463,
Obtencion de muestras.
=~ Art. 498,
Medios de prueba.
= Art. 511.
Reaglas Generales.

3. DECRETO EJECUTIVO N°759. Reglamento de Coordinacian
Interinstitucional para la  Organizacion,  Direccion,
Administracian y Operacion del Sistema Especializado Integral
de Investigacion, Medicina Legal y Ciencias Forenses.

~ Art13
Director General del Servicio Nacional de medicina
legal y Ciencias Forenses, numeral: 5

= Art. 14,
Atribuciones del Servicio Macional de Medicina
Legal y Ciencias Forenses, numeral: 1, 2, .5,

4. RESOLUCION N° 040-2014. Reglamenio del Sistema Pericial
Integral de la Funcidn Judicial,

~ Capitules: 2, 34y 5.

5. RESOLUCION N°073-FGE-2014. Suplemento del Registro

Oficial 318,25-VIll-2014.
~ Acapite: Manual de Quimica y Toxicologia
Forense.

~ El instructive es "RESTRINGIDOD" y de uso
exclusivoe del Laboratorioc de Crominalistica y
Ciencias Ferenses de Pichincha-Quito en su
Gestién Toxicologia Forense.

~ El instructivo es de "US0 OBLIGATORIO™ para &l
personal de la Gestion de Toxicologia.

» Es responsabilidad del Jefe de la Gestion de
Toxicologia Forense garantizar la aplicacian y el
cumplimignto del prezente instructive

~ Se prohibe reproduccién ftotal o parcial del
instructivo sin autorizacion expresa

Lincamientos:

2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

2.1. GLOSARIO DE TERMINOS,
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~ Cannabinoles: compuestc organicoe pereneciente al grupo de los

terpenofenales, activa los receplores cannabinoides en el organismo
humano. La forma plural cannabineides originaimente aludia al particular
grupo de metabolitos secundarios encontrados en la planta de cannabis,
responsable de los efectos farmacologicos caracteristicos de la planta,
{Vargas, 2001)

~ Sustancia sospechosa: “sustancia relacionada causantes de la

intaxicacion y puede ser: cigamillos, cenizas, liquidos, bebidas alcohblicas,
extractos de plantas, vegetales, etc."(Vargas, 2001)

~ Screening. “ensayos o analisis simples dirigidos a defectar en una

muestra |la presencia de los toxicos mas probables”™. (Repetto M. | 2016)

ABREVIATURAS.

~ GC-M5. : Cromatografia de Gases- Masas.

~ CCF . Cromatografia de Capa Fina

- pa. . Principio achivo

~ Rf . Factor de Retencion

= SNC . Sistema Nervioso Central

= SNMLCF : Servicio Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses
= THC . Tetrahidrocannabinol

DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.

3.1.

FUNDAMENTO TEORICO

Cesde tiempos inmemoriales de |la histona, todas las sociedades han utilizado
drogas que actuan sobre: el humor, el pensamiento v los sentimientos. En
tiempos actuales, todas las civilizaciones han  buscado alivio en
medicamentas:  analgésicos, sedantes, tranguilizantes.,  estimulantes,
hipnoticos, narcoticos, etc. La mayaria de los cuales actian sobre el SN.C
estimulando o inhibiéndalo.

For otra parte, existen sustancias con caracteristicas quimicas qgue al ingresar
al arganismo pueden alterar la percepcidn sensorial del individuo, generando
alucinaciones e interferencia en el estado de animo y facultades cognitivas.
Son sustancias en su mayoria de origen vegetal, entre estos tenemos al
peyole, hongos, ayahuasca, escopolamina, marihuana, entre ofros.

La marihuana es de origen onental, pero actualmente se encuentra difundido
por todo el mundo, su actividad farmacoldgica dependa del contenido del p.a
delta-S-tetrahidrocannabinol THC gque estda en mayor concentracion en el
exudado resinoso de las sumidades floridas de las plantas femeninas
Wargas, 2001).

Los inmunoenzayos han sido ulilizados come métodos rutinarios para el
analisis de drogas en fluidos biolégicos y olras matrices, Todos los
inmuncensayos estan basados en la interaccién de una malécula abjetivo
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{antigeno) con  su  correspondiente  anticuerpo.  Las  técnicas  de
INMmunoensayos usan un anticuerpo especifico para [a clase de droga o
farmaco que se esta ensayando, y una forma marcada de la misma droga o
una forma marcada del anticuerpo para generar una sefial medible. {Jickells
5. y., 2008),

La Cromatografia de Capa Fina es un método ampliamente utilizado, sencillo
y requiere de una infraestructura minima. Puede $er un poderoso método
separativa y permite al mismo tiempo un analisis cualitative. La CCF es |a
base del procedimiento para el aislamiento e identificacion de mdltiples
sustancias luego de la extraccidn de las mismas y/o metabolitos presentes
con solventes adecuados: sangre, contenido estomacal, visceras, residucs en
la escena, comprimides o formulaciones. Esta metodologia es recomendada
para la identificacion de varios compuestos y puede llegar a utilizarse como
tecnica semicuantitativa. (Flanagan, 1595).

3.2. EQUIPOS, MATERIALES, REACTIVOS ¥ CONDICIONES AMBIENTALES.
3.2.1. EQUIPOS:

Sorbona:

Flancha térmica;
Centrifuga;

~ Cuba cromatografica; v,
Lampara LY,

v oy

b

k)

3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO:

Embudas de separacion;

Erlenmeyer;

Vasos de precipitaciéon 80 ml.

Embudos de filtracian;

Papel filtro; v,

Capilares reducidos en didmetro por estiramienta al calor

L B |

L1

L . |

3.2.3. REACTIVOS Y ESTANDARES DE REFEREMNCIA:
3.2.3.1. REACTIVOS,

Hidroxido de sodio 10 N,

Acido clorhidnco concentrado

M- Hexano;

Acetato de etilo

Sulfato de sodio anhidro;

= Amoniaco

» Eluente de eleccién

« Acetato de elilo: 12 / Metanol: 5/ Amoniaco: 1/ Agua:
0.5

b LA L L.

%
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» Eluenies allernativos o de confirmacian
' Cloroformo: 70/ Metanaol: 30 F Amoniaco 2 &
¥ Tolueno en camara abieda

3.2.3.2. ESTANDARES/PATRON:

X

Cannabincles dizponible en el laboratorio.
Extracto de la planta de manhuana.

1

3.2.3.3. OTROS:

Placas de Silica gel G60 con aditiva F 254y,
Screening de drogas,

Papel pH

oy

-

3.2.4. MATERIALES VARIOS:
= Guantes desechables; v,
~ Papel abzorbente.

3.2.5. CONDICIONES AMBIENTALES:
= Ner Instructive para el control de temperatura,

3.3. MANEJO DE INDICIOS Y MUESTRAS:
3.2.1. TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO:

~ \er: Instructivo para Transporte, Almacenamiento y Conservacion
de Indicios.

3.3.2. PREPARACION. Y MANIPULACION:

» Ver. Protocolo de Toma, Conservacidn y Recepcidn de Muestras
Biologicas para Analisis Toxicologicos

3.4, PROCEDIMIENTO:

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

3.4.1. SCREENING INMUNOLOGICO DE DROGAS DE ABUSO.

~ Verificar gque la muestra bioclogica a investigar se encuentre a
temperatura ambiente.

~ Remaover el empaque que contigne el panel de drogas.

= Introducir el panel en el frasco gue contiena la muestra, de modo
que la misma suba por capilaridad {tarda aproximadamente 20
sequndos)
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~ Esperar de 1-2 minutos para leer la coloracion presentada y
compararla con el control de modo de verficar si en la muestra
axisie algun adulterante.

~ Esperar de 4-5 minutos y observar el aparecimiento de bandas de

color rojo.

=~ En caso positivo confirmar por métodos cromatograficos

3.4.1.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

3.4.1.1.1. Extraccion Liquido - Liquido.

Una vez realizado el screening de drogas de abuso si se
obluve un resultado preliminar de CAMMNABINOLES
positivo, se procedera a realizar hidrdlisis y posteriarments
una purificacién de la muestra, como se describe a
continuacion:

3.4.1.1.2. Hidrolisis/purificacion
~ A 20 ml. de orina o 2-5 ml. de sangre

Nota

conlenidos en un erdenmeyer de 250 ml
afiadir 2 ml. de Hidroxido de sodio 10 N,
llevar a B.M. 50 "C con agitacién ocasional
durante 20 minutos,

Enfriar v ajustar el pH a 2 con acdo clerhidrico
concentrada (verificar mediante papel pH)
Adicionar 15 ml. de solvente de extraccian (n-
hexano: acetato de etilo 7:1)

Extractar mediante agitacion mecanica por 10
min y paner tapon.

Dejar reposar al menos 24 horas.

Separar |3 capa organica (de ser necesario con
ayuda de centrifugacidn)

Fiitrar el extracto por sulfato de sadio anhidro
lavar el filtro con 5 ml. de solvente y evaporar
a sequedad a temperatura ambiente,

Reservar el extraclo obtenido para la
cromatografia

Técnica: en caso de oblenar un resultado

positive en el screening de drogas, s se dispone
muestra suficiente, realizar dos oxfracciones. o en su
defecto, separar el fifrado en dos vasos para su
debido analisis confirmatorio por GC-MS

~ Evaporar a sequedad en fa plancha térmica
» Re - disolver el extracto con 0.2 ml. de etanol

para analisis en CCF
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3.4.1.1.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF).

~ Realizar la siembra en |la placa cromatografica
con la ayuda de un capilar, aftemadamente
sembrar eztandares conacidos para
comparacicn.

~ Colocar en la camara cromatografia que

contenga el eluente de eleccidn con saturacidn

previa de 30 min. antes y comer la

cromatografia en un frente de 10 cm.

Sacar de la camara.

Secar bajo Sorbona.

Observar bajo Luz UV y observar fluorescencia

Identificar por comparacion con los RFs del

estandar.

woxN

k!

3.5. METODO DE CALCULO:
MIA

3.6. RESULTADOS Y ANALISIS:
La determinacidn de resultades serd estipulada en funcion de lo
siguiente:

3.6.1. SCREENING DE DROGAS.

~ En caso negabvo apareceran bandas de color rojo tanto en la
zona del Control y del Testigo

~ En caso positivo aparecera una banda de color rejo en la zona
del area del Control,

~ En el caso de que no aparezcan bandas de color rojo en las
zonas del Control y del Testigo, la prueba se considerara
Invalida.

ILUSTRACION 1
TEST SCREENING DE DROGAS

@ DrugTestStrips.com
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3.6.2. RESULTADOS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

Al ser pruebas de TIPO CUALITATIVO se reporara como POSITIVO o
NO DETECTADO, para lo cual se debera comparar los estandares con
las muestiras bajo Luz UV, observando su fluorescencia,

4. NORMAS DE SEGURIDAD

Considere o estipulado en la Resolucion N°073-FGE-2014. Suplemento del
Registro Oficial 318 25-VIIl-2014, acapite: Manual de Biogseguridad,

5. BIBLIOGRAFIA.

Jickells, 5. (2008}, Clarke’s Analytical Forensic Toxicology, Chicago:
Fharmaceutical Press

Repetto, M. (2016}, Experto Internacional en Toxicologia. Glesario de Términos
usados an Toxicologia. Sevilla, Espafia: CD-ROM.2016

Royera Distnbuidora. (2013). Oblenido de
hitp:/fwaww. royerodistrilab, cominelsonroyerofimages/nelsonroyero/lab_clinico/IM
AGEN-PRUEBA-DE-ABLISO-DOATS4 jpg

Vargas, B. (2001). CATEDRA DE TOXICOLOGIA CLINICA ¥ TOXICOLOGIA
1. Quito,

6. ANEXOS.

B.1.

6.2.

PREPARACION DEL REACTIVO HIDOXIDO DE SODIO 10 N.
Pesar 40 gramos de Hidroxido de sedio y diluir a 100 ml con agua destilada.

PREPARACION DEL REACTIVO DE ACIDO CLORHIDRICO 2 N.
Medir .51 ml de acido clorhidrico concentrado y diluir a 100 ml con agua
destilada
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