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1. INFORMACION BASICA
Macroproceso:  PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS

Proceso: PERICIAS TECNICO CIENTIFICAS MEDICINA LEGAL
Subproceso: GESTION PERICIAL TOXICOLOGIA FORENSE

INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA

NMombre del
et B, DE CARBOXIHEMOGLOBINA POR ESPECTROMETRIA UV-
instructivo:
VIS,
Cadigo del .
instructivo: SHMLCF-ML-TOXICOLOGIA-D2
PROPOSITO:
Estandarizar la determinaciaon cuantitativa de carboxihemoaglobina
por espectrofotometria UV-VIS, lanto en muestras de pacientes
como en muesiras puﬁl-m ortem.
Descripcion:

ALCANCE:

Este protocolo aplica en muestras de sangre, tanto en pacientes
VIVDS COmMo en muestras post-mortem.

Jefe de la gestidn pericial y peritos acreditados de la Gestidn de

Responsable: Toxicologia Forense del Servicio Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenzes,

1. CONSTITUCION DE LA REPUBLICA DEL ECUADOR.
= Art. 195.
La Fiscalia General del Estado.
= Art. 233.
Deberes de servidores plblicos.
2, CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL.

=~ Art. 292,
Alteracion de evidencias y elementos de prueba.
= Art.448,
Marco Legal: Organizacion y Direccion.
= Art. 449,
Atribuciones. Numerales 8 y 9.
~ Art. 456.
Cadena de Custodia,
= Art. 458,
Preservacion de la escena del hecho o indicios
= Art. 459,

Actuaciones y Técnicas Especiales de Investigacion. Mumeral
1
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2.

4,

= Art 463.

Obtencion de muestras.
= Art. 498.

Medios de prueba.

~ Art. 511.

Reglas Generales,

DECRETO EJECUTIVO N*759. Reglamento de Coordinacion
Interinstitucional para la  Organizacion, Direccion,
Administracion y Operacion del Sistema Especializado Integral
de Investigacion, Medicina Legal y Ciencias Foranses.

= Art13

Director General del Servicio MNacicnal de Medicina Legal y
Ciencias Forenses, numeral: 5

=~ Art 14.

Atribuciones del Servicio Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses, numeral: 1, 2, 4.5,

RESOLUCION N° 040-2014. Reglamento del Sistema Pencial
Integral de la Funcidn Judicial.

= Capitulos: 2, 34y 5

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

Oficial 318,25-VIII-2014.

Acapite: Manual de Quimica y Toxicologia Farense,

b

El instructive es "RESTRINGIDO® y de uso exclusivo del
Laboratorio de Crminalistica y Ciencias Forenses de
Pichincha-Quito en su gestién interma Toxicologia Forense.

El instructivo es de “US0 OBLIGATORIO® para el personal de
la gestion interna Toxicologia. Forense.

Es responsabilidad del Jefe de la gestion intema Toxicologia
Forense garantizar la aplicacion v el cumplimiento del prasente
instructiva,

Se prohibe la reproduccion total o parcial del instructivo sin
autorizacion expresa.

2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

2.1. GLOSARIO DE TERMINOS.

~ Carboxihemoglobina (COHB): ‘“compuesto formado cuando la
hemaglebina entra en contacto con el monoxida de carbono, la afinidad de
la hemoglobina por &l monoxido de carbono es 218 veces mayor que su
afinidad por el oxigena, y no se madifica” (Miale, 1985)

~ Espectrofotometria: analisis cuantitativo, que se basa en la capacidad de
las sustancias de absorber la luz, a una longitud de onda (&) determinada
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en proporcion directa a 1a cantidad de materia presenie. Mediante el
espectrofotometro se obtiene una medida del valor de la absorbancia de
una muestra a determinada longitud de onda. (Quesada, 2007)

2.2. ABREVIATURAS.
~ GOHB: Carboxihemoglobina.
= NIA: No aplica.
= SNMLCF: Servicio Macional de Medicina Legal y Ciencias Forenses,
# UV-VIS: Ultravioleta visible

3. DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.

3.1. FUNDAMENTO TEORICO.

La carboxihemoglobina es una forma alterada de la hemoglobina, una proteina
presente en los glébulos rojos que transporia el oxigeno y el didxido de carbono
entre los pulmones v los tejidos corporales. La transformacién de oxihemoglobina
(Hb.Fe.O:) en carboxihemoglobina (Hb.Fe.CQ), son reacciones reversibles y
dependen prncipalmente de la presion parcial de los gases y del pH sanguinea,
{Alvarez, S/F)

El monoxido de carbono se determina facimente en la sangre a partir de la
carboxihemoglobina coloreada que se forma con la hemoglobina, usando
espectrofotometria de abzorcién en disolucion. El procedimiento consiste en la
medicion de [as absorbancias a detemminadas longitudes de onda de una muestra
de sangre. Con los calculos apropiados, puede obtenerse una conversion en
porcantaje para la carboxinemeoglobina. (Miale, 1985)

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

= Balanza analitica;
» Pipetas automaticas v semiautomaticas de diferentes volumenes, v,
» Espectrofotometro UV-VIS.

+.2.2.MATERIAL DE LABORATORIO:

Tubeos de ensayo;

Tubos con anticoagulante ‘Heparina de sodio o EDTA (personas
Vivos),

Tuba sin presarvante{post- mortem);

Celdas para espectrofotometria;

Vasos de preciptacion;

Balones aforados; v,

Pipetas serologicas.

k!

k!

v R SR VRS R
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3.2.3.REACTIVOS Y ESTANDARES DE REFERENCIA:

F Ditioruto de Sodio;
~ Fosfato de Potasio Dibasico K:HPO, y,
* Fosfato de Potasio Monobasico KH:PO,.

3.24. MATERIALES VARIOS:
= Algodan;
= Guantes desechables;
= Papel absorbente; y,
= Gradilia.

3.2.5. CONDICIONES AMBIENTALES:
= Veor Instructiva para el control de temperatura.
3.3. MANEJO DE INDICIOS ¥ MUESTRAS:
3.3.1. TRANSPORTE ¥ ALMACEMNAMIENTO:

~ Mer: Instructivo para Transporte, Almacenamiento y Canservacion de
Indicios.

3.3.2. PREPARACION. Y MANIPULACION:

= \er Protocolo de Toma, Conservacion y Recepcion de Muestras
Bioldgicas para Analisis Toxicolégicos.

3.4. PROCEDIMIENTO:
El procedimiento considerado para el desamcllo de este ensayo, debe
obedecer a las siguientes estipulaciones:

~ Medir 12ml de la solucién hemolizante en un tubo de ensayo y
agregar 100ul de la muestra de sangre, homogenizar,

# Dejar en reposo a temperatura ambiente por 10 minutos

= Medir 2.3ml de solucién diluyente de COHB en un tubo de ensayo y
adicionarle 100ul del hemolzado, mezclar,

= Dejar a temperatura ambiente por 10 minulos,

» Leer las absorbancias a 420 y 432Znm, utilizar como blanco la

salucion diluyente de COHE

Nota Técnica: la composicion y preparacion de las soluciones
hemalizante y dinyente de COHB, se hallan en el acapite de Anexos,
camao Anexo N°G, T
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METODO DE CALCULO:

S5a debera aplicar la siguiente ecuacion para calcular la fraccion de COHE:

1-{Apx Fy)

S *100
Ap(Fa=Fy)= F3+1

Y%CO0HE =

En donde:

Ar es el radio AszefAas: del hemolizado en selucion diluyente de COHB,
F:=1.3330;

F:= 04787

F1=1.939; v,

Las constantes Fy Fz Fason calculadas de las absorbancias molares de la
COHE a 420 v 432nm.

Nota Técnica: la malriz da cdlculo automdlico de fa fraccidn de COHE = halia
an e acdpite de Anexos como Anaxo N°6.2, en modo hipervinculo para su
visiralizacidn en medio digital.

RESULTADOS Y ANALISIS: la determinacion de resultados sera estipulada
en funcian de la siguiente tabla:

TAEBLA
VYALORES REFERENCIALES DE COHE

VALOR COHEB INTERPRETACION CLIMICA
<2% Mo fumadores, pobladores de areas rurales
T2-4% Fumadores pasivos
2=10% Fumadores
12-20% Intoxicacion leve a moderada, cefaleas, eic.
20-30%  |Intoxicacion aguda T——
50-70%  |Coma i
=70% y mas Muerte rapida = ==

{(Repetto, 2009)

4. NORMAS DE SEGURIDAD.
Considere lo estipulado en la Resolucion N°073-FGE-2014, Suplemento del
Registro Oficial 318,25-\111-2014, acapite: Manual de Bioseguridad
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6. ANEXOS.
6.1. Preparacion de reactivos:

~ Buffer: Preparar una solucidn 0. 1molf | Kz:HPO. § KH:PO. pH= 685,
pesando 5.40gr de K:HPO, y 9.3Bgr de KH:PQ, en 1 litro de agua

desionizada.).
= Solucion hemolizanta: Diluir el Buffer 1:10 con agua desionizada.
= Solucion diluyente de COHB: Agregar 25 mg de Ditionito de Sodio en 20mL

del Buffer justo antes de usar

6.2. Tabla de calculo para la concentracion de Carboxibemoglobina.
Visualizacion digital. Ver Hipervinculo
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