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1. INFORMACION BASICA.

Macroproceso;
Proceso:

Subproceso:

Mombre del
instructivo:

Codigo del

instructivo:

Descripcion:

Responsable:

Marco Legal:

PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS
PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS MEDICINA LEGAL

GESTION PERICIAL TOXICOLOGIA FORENSE

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION CUALITATIVA DE
CANNABINOLES b § sUs METABOLITOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES - MASAS EN MUESTRAS
BIOLOGICAS COMO METODO CONFIRMATORIO.

SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-10

PROPOSITO:

Estandarizar la determinacion cualitativa de cannabinoles y sus
metabolitos en muestras biclogicas, mediante cromatografia de
gases-masas, como metodo confirmatorio.

ALCANCE:

Se aplica en muestras biologicas {sangre, suero sanguineo y
orina) y muestras no bioldgicas (bebidas, residuos sdlidos, etc.),
relacionados con el hecho de interés criminalistico.

Jefe de la gestion pericial y perntos acreditados de la Gestidn de
Toxicologia Forense del Servicio Nacional 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 pablicos
2. CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL.
= Art. 282,
Alteracion de evidencias y elementos de prueba
=  Art448,
Organizacian y Direccién
~ Art. 449,
Atribuciones, Numerales 8 v 9
=  Art, 4586,
Cadena de Custodia.
=~ Art. 458,
Freservacion de la escena del hecho o indicios
~ Art. 459,
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Actuaciones vy  Técnicas  Especiales de
Investigacidn, Mumeral 1
F Art. 4563,
Obtencion de muestras.
= Art. 498,
Medios de prueba.
= Art. 511,
Reglas Generales.

3. DECRETO EJECUTIVO N°759. Reglamento de Coordinacion
Interinstitucicnal  para la  Organizacion, Direccion,
Administracion y Operacién del Sistema Especializado Integral
de Investigacian, Medicina Legal y Ciencias Forenses.

- Arti3
Director General del Servicio Nacional de medicina
legal y Ciencias Forenses, numeral: 5

= Art. 14,
Atribuciones del Servicio Macional de Medicina
Legal y Ciencias Forenzes, numeral: 1, 2, 4.5

4. RESOLUCION N 040-2014. Reglamento del Sistema Pericial
Integral de la Funcidn Judicial
~ Capitulos: 2, 34y 5

5. RESOLUCION N°073-FGE-2014. Suplemento del Registro
Oficial 318, 25-VII-2014.
~ Acapite. Manual de Quimica y Toxicologia
Forense.

~ El instructivo es *RESTRINGIDO" y de uso exclusivo del
Laboratorioc de Criminalistica y Ciencias Forenses de
Pichincha-Quito en su Gestion Toxicologia Forense,

» El instructivo es de “US0 OBLIGATORIO" para el persanal

Lineamientos: de la Gestion de Toxicologia.

~ Es responsabilidad del Jefe de la Gestidn de Toxicologia
Forense garantizar la aplicacién y el cumplimiento del
presente instructivo.

» 5e prohibe reproduccion total o parcial del instructivo sin
autonzacidn expresa

2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

2.1. GLOSARIO DE TERMINDS.

~ Derivatizar: “transformacion de un compuesto quimice en uno de
estructura guimica similar, pero con propiedades quimicas diferentes’
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(TEEAUROQ, BIBLIOTECA AGRICOLA NACIONAL DE LOS ESTADOS
UNIDOS | 2013)

» Marihuana/Cannabinol: la Manhuana cuyo nombre cientifico
correspande a Cannabis Safiva es una planta que sintetiza mas de 60
Cannabinoides siendo su principal componente activo el isomero 1-delta
8-THC. (Benavidez Luis, 2011)

~ Muestra biologica: "espécimen sobre el cual se realizara el analisis
toxicologico de rutina, cuya adquisicion, almacenamiento y transporte al
l[aboratorio se han documentado adecuadamente para garantizar [a
debida Cadena de Custodia”. (Jickells 5. y., 2008)

2.2. ABREVIATURAS.

~ BSFTA N, O-bis (inmethylsily) triflucroacetamide

» CG-MS Cromatografia de gases masas

=~ COC :  Cocaina

=  SNMLCF Servicio Macional de Medicina Legal y Ciencias Forenses
~  THC : Tetrahidro Cannabinol.

3. DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.
3.1. FUNDAMENTO TEORICO.

La Marihuana cuyo nombre cientifico coresponde a Cannabis Saliva es una
planta que sintetiza mas de 60 Cannabinoides siendo su  principal
componente activo el isomero 1-delta 8-THC. (Benavidez Luis, 2011).

El THC es rapidamente mefabolizado en dos compuestos: el 11-hidroxi-THC
(11-0H-THC) y el 11-nor-9-carboxi-A8-tetrahidrocannabinol (THCCOOH)
Este ultimo es el biomarcador mas prevalente en orna v &l que se suele
utilizar para detectar el consumo de Marihuana o cannatis, Debido a que los
cannabinoides son altamente retenidos por los tejides, se pueden detectar en
orina durante dias o semanas despues de SU uUs0, segun su cantidad y
frecuencia de consumo. Esto es debido a su amplia distribucion por el
organismo y retencién en los tejidos, que liberan lentamente al THC de nuavo
a la sangre, con su consecuente metabolismo,

En consumidores ocasionales, el pico de concentracion de THCCOOH en
orina, ccurre pasadas 10-18 horas después del consumo. Pasado este
tiempo, esa concentracidn decrece rapidamente v =& puede mantenar una
concentracion baja, pero detectable por un test de drogas, durante B0-100
horas (de 3 a 5 dias)

En cambio, en consumidores diarios. el tiempo de deteccion de THCCOQOH
&n orina puede ser superior a los 30 dias, llegando incluso a detectarse a los
&7 0 83 dias (5.L, 2018).

Es por esta razan que se han desarrollado técnicas como la Cromatografia de
gases-masas para su identificacian.

La cromatografia de gases (GC) es util para los compuestos que son volatiles
en su estads patural o gue puedan convertirse con facilidad en una forma
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volatil. La GC ha sido un método ampliamente utilizado desde hace décadas
gracias a =u elevada resolucidn, bajos limites de deteccion precision vy corto
tiempo de analisis,. Su aplicacion incluye varias moléculas organicas,
incluyendo muchas drogas. (Henry, 2005)

La Cromatografia de gases masas-espectroscopia de masas (GC-MS) ha
demostrado ser ese método de referencia debide a su sensibilidad ¥y a sus
tecnicas: la cromatografia de gases y la espectroscopia de masas. En la
primera, las compuestos se calientan directamente para que pasen al estado
gaseoso o s2 derivan para hacerles mas labiles y facilitar su paso al estado
gaseoso por calentamiento. (Henry, 2005)

En la Segunda “el detector de masas, permite obtener un espectro de masas
que muestra la relacion masalcarga de la molécula, sus fragmentas y su
abundancia relativa. La ionizacion de la molécula puede llavarse a cabo
mediante impacte electronico, ionizacion guimica negativa o posiliva e
iorizacion por campo eléctrice”. (Benavidez Luis, 2011)

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

» Cromatégrafo de Gases — Masas;
~ Baro Maria; v,
~ Cahbina de Extraccian.

3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO:

~ Pipetas automaticas:

+» \/asos de precipitacian;
~ FPuntas de 100ul; y,

= \iales,

3.2.3. REACTIVOS Y ESTANDARES DE REFERENCIA:
3.2.3.1. REACTIVOS:
» Cloroformo grado P.A;
= Metanol grado P.A; v,
=~ Derivatizante BESFTA.
3.2.3.2. ESTANDARES:
~ Estandar disponible en el laboratono;
3.2.4. MATERIALES VARIODS:

~ Guantes desechables; y
+ Papal absorbente
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3.25. CONDICIONES AMBIENTALES:

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

~ Ver Instructivo para Transpore, Almacenamiento v Conservacion
de Indicios,

3.3.2. PREPARACION. Y MANIPULACION:

~ Ver. Protocolo de Toma. Conservacion y Recepcion de Muestras
Biologicas para Analisis Toxicolagicos.

PROCEDIMIENTO.

Realizar el procedimiento de extraccion segin lo describe el instructivo
denominado "DETERMINACION DE CANNABINOLES EN MUESTRAS
BIOLOGICAS MEDIANTE INMUNDENSAYO Y CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA, apartado 3.4.2.1., postenarmente:

3.4.1. FASE 1: DERIVATIZACION.
» Adicionar al residuo gue se obtuvo de la extraccion 80ul de
derivatizante BSFTA.
+~ Colocar esta mezcla en un vial y llevar a bafio maria por 20 minutos
a 80"C.

3.4.2. FASE 2: ANALISIS INSTRUMENTAL .

~ Realizar un lavado de la columna del CG-MS con metanol grado
P A esto previo al andlisis de la muestra

~ Colocar cloroformo en los viales para lavado de la aguja de
Inyeccion,

~ Llevar los viales al equipo de CG-MS e inyectar la muestra con el
metodo especifico para el anidlisis de Cannabinoles y sus
metabolitos (COC-THC).

Nota Técnica: las condiciones generales del equipo para el
desarrollo del ensayo, asi como las lustraciones onantativas
inharentes a los espectros por siustancias podran ser observadas
it ol campo de anaxos
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3.5. METODO DE CALCULO:

NIA
3.6. RESULTADOS Y ANALISIS.

Los resultados serdn estipulados de conformidad a lo siguiente:

¥ Seleccionar la muestra corrida en el equipo,

¥ Seleccionar €l icono “view" y posteriormente la opcion “Chromatogram”

¥ Observar el cromatograma de la muesira analizada

» Cotejar el cromatograma de la muestra con el cromatograma del estandar.

¥» ldentificar el "pica” de la sustancia sujeto de analisis.

» Seleccionar el “pico” a analizar y observe el espectro

*  Verificar las masas correspondientes a la sustancia sujeto de andlisis.

* Seleccionar el icono de librerla y haga una revision de las posibles
sustancias correspondientes al pico analizado.

= Verificar que el porcentaje de identificacidn de la sustancia sea mayor a

800 puntos porcentuales.
HORMAS DE SEGURIDAD.

Considere lo estipulade en la Resolucion N°073-FGE-2014. Suplemente del
Registro Oficial 318,25-VII1-2014, acapite: Manual de Bioseguridad.

BIBLIOGRAFIA.

Benavidez Luis. (2011). ESTANDARIZACION ¥ VALIDACION DE UNA
METODOLOGIA ANALITICA POR GC-MS PARA LA DETERMINACION DE
COCAINA, BENZOILECGONONA, ACIDO 11-NOR-DELTA-3-
TETRAHIDROCANNABINGL, PEREIRA: TRABAJD DE GRADO.

Henry, J. B. (2005}, El Laboratorio en el Diagnastico Clinfeo. Madrid: Marban Libros, 5.
L

Jickells, 5. (2008). Clarke s Analylical Forensic Toxicology. Londres: Pharmaceutical
Fress.

Jickells, 5.y, (2008), Clarke s Analylical Forensic Toxicology. Lendres. Pharmaceutical
Prass,

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION, (s.f.). Obtenido de
http:ifmetodofogiaecenomia2 1. blogspot. com/2011/05/investigacion-
cuantitativa html

5L, M. (20168). Affpdwww. mideloy. comdduracion-del-the-en-arina-cannabis-
manhuanas
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ANEXOS.

ILUSTRACION 1
CONDICIONES DEL CROMATOGRAFO DE GASES.
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ILUSTRACION 2
CONDICIONES DEL AUTOSAMPLER DEL CG-MS
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CONDICIONES DEL HORNO (RAMPA DE TEMPERATURAS) DEL CG-M5
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ILUSTRACION 4
CONDICIONES DEL HORNO (RAMPA DE TEMPERATURAS) DEL CG-M5
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ILUSTRACION 3

ESPECTRO DE THC EN UNA MUESTRA BIOLOGICA
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INSTRUCTIVO PARA LA DETERMIMACION
CUALITATIVA DE CANNABINOLES Y 5US
METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA DE
GASES — MASAS EN MUESTRAS BIOLOGICAS
COMO METODO COMFIRMATORIO.
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