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1. INFORMACION BASICA

Macroproceso:

Procoso!

Subproceso:

MNombre 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 DE
ALCALOIDES ©O DROGAS ALCALINAS EN
MUESTRAS BIOLOGICA.

SNMLCF-ML-TOXICOLOGIA-D5

PROPOSITO:

Estandarizar la determinacidn de alcaloides o drogas alcalinas en
muestras bioldgicas

ALCANCE:

Se aplica en muestras biologicas (sangre, SUero sanguineo, orina
contenido gastrico, vomito v visceras) y sustancias sospechosas
de causar infoxicacion (medicamentos, bebidas, alimentos, entre
oiras) relacionados can el hecho de inferés eriminalistico.

Jefe de la gestiGn pericial y peritos acreditados de la Gestidn de
Toxicologia Forense del Servicio Macional 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 publicos.,
2. CODIGO ORGANICO INTEGRAL PENAL.
= Art 292
Alteracion de evidencias y elementos de prueba.
= Art448.
Organizacion y Direccién,
= Art. 449
Atribucionas, Numerales 8 y 9
~ Art. 456.
Cadena de Custodia.
~ Art. 458.
Freservacion de la escena del hecho o indicios
~ Art, 459,
Actuaciones v Técnicas Ezpecialez de Investigacion. Mumeral
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Lineamientos:

=~ Art. 463,

Ohfencion de muestras
~ Art. 498.

Medios de prusba

= Art. 511.

Reglas Generales.

. DECRETO EJECUTIVO N°758. Reglamento de Coordinacion

Interinstitucional  para la  Organizacion,  Direccion,
Administracidn y Operacian del Sistema Especializado Integral
de Investigacion, Medicina Legal y Ciencias Forenses.

= Art13

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

~ Art, 14,

Atribucicnes del Servicio Macional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses, numeral: 1, 2, 4,5.

RESOLUCION N° 040-2014. Reglamenta del Sistera Pericial
Integral de la Funcidn Judicial,

~ Capitulos: 2, 34y 5.

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

Oficial 318,25-VI1-2014.
Acapite: Manual de Quimica y Toxicologia Forense.

El instructive es "RESTRINGIDO" y de uso exclusivo del
Laboraterio de Criminalistica y Ciencias Forenses de
Pichincha-Quito en su gestion interna Toxicaologia Forense

El instructivo es de "USO QOBLIGATORIO" para el personal de
la gestion interna Toxicologia, Forense,

Es responsabilidad del Jefe de la gestion interna Toxicologia
Forense garantizar la aplicacian y el cumplimiento del presente
instructivo,

Se prohibe la repreduccion total o parcial del instructive sin
autorizacion expresa.

2. GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS.

2.1. GLOSARIO DE TERMINOS.

~ Alcaloide: "compuesto de origen vegetal, con uno o mas atomos de
nitrdgeno gue le confieren caracter de base organica” (Repetto M

2016)

» Drogas: "1 sustancia que cuando es absorbida por organismos pueds
modificarles una o mas de sus funciones. " "2 Témino usade para
designar medicamentos (Aménca) y sustancias de uso abusivo (drogas
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de abuso). (Repetio M. , 2016)

~ Drogas alcalinas: “sustancias quimicas en cuya estructura oxisie
predeminio de radicales o grupos alcalines” (Margas, 2001)

» Screening: ‘ensayos o andlisis simples dirigidos a delectar en una
muesira la presencia de los toxicos mas probables”. (Repetto M. | 2016)

2.2, ABREVIATURAS.

GC-MS.: Cromatografia de (Gases- Masas.

~ Rf: Factor de Retencion

~» SMNC: Sistema Merviozo Central

~ SNMLCF: Servicio Nacional de Medicina Legal y Ciencias Farensas.

.

DESCRIPCION DEL INSTRUCTIVO.
3.1. FUNDAMENTO TEORICO.

Desde tiempos inmemoernales de la histona, todas las sociedades han utilizado
dragas que actuan sobre: el humar, el pensamiento y los sentimientos. En tiempas
actuales, todas las cwilizaciones han buscado alvio en medicamentos:
analgésicos, sedantes, tranquilizantes, estimulantes, hipndticos, narcticos, etc.
La mayoria de los cuales actuan scbre el 5.M.C.. estimulando o inhibiéndolo.
iVargas, 2001)

Por otra parte, existen sustancias con caracteristicas quirmicas que al ingresar al
organismo pueden allerar la percepcion sensorial del indraduo. generando
alucinaciones e interferencia en el estado de amimo vy facultades cognitivas. Son
sustancias en su mayoria de origen vegetal, entre estos tenemos al peyote,
hongos, avahuasca, escopolamina, entre otros.

Ezlas drogas de origen natural o sintético, usadas por prescripcidon médica, como
drogas de abuso; fines autoliticos o con fines delictivos, pueden llegar a causar la
muerte de una persona pudiendo delerminarse su presencia en muestias
bioldgicas mediante meétodos como screening de drogas, cromatografia de capa
fina v otros

Los inmunoensayos han sido utilizados como métodos rutinarios para el analisis
de drogas en fluidos bioldgicos v ofras matrices. Todos los inmunoensayos estan
basados &n la interaccion de una molécula objetive (antigeno) con su
correspondiente anticuerpo, Las técnicas de inmunoensayos usan un anticuerpo
especifico para la 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
senal medible. (Jickells 5. y., 2008}

La Cromatografia de Capa Fina es un método ampliamente utilizado, zencillo v
reguiere de una infraestructura minima. Fuede ser un poderoso metodo separativo
y permite al mismo fiempo un analisis cualitativo. La CCF es la base del
procedimiento para el aislamiento e identificacion de muitiples sustancias luego de
la exiraccidn de las mismas yo metabolitos presentes con solventes adecuados
sangre, contenido estomacal, visceras, residuos en la escena, compnmidos o
formulaciones. Esta metodologia es recomendada para la identificacion de varios
compuestos ¥y puede llegar a utilizarse como lécnica semicuantitativa. {Flanagan,
1995}
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3.2. EQUIPOS, MATERIALES, REACTIVOS ¥ CONDICIONES AMBIENTALES.
3.2.1. EQUIPDS:

Sorbona;

Plancha térmica

Cenfrifuga;

Cuba cromaltografica,

Lampara UV; v,

Sistema de revelado: Mebulizador v bomba de vacio.

b S L R T T

3.2.2. MATERIAL DE LABORATORIO:

r Embudos de separacidn;

~ Efdenmeyer;

FTubos de 15 ml;

~ Vasos de precipitacidon B0 ml;

= Embudos de filtracion;

= Papel filtro; vy,

= Capilares reducidos en diametro por estiramiento al calor

3.2.3. REACTIVOS Y ESTANDARES DE REFERENCIA:
4.2.3.1. REACTIVOS.

Amoniaco;

Clorofarmao,

Sulfato de sodio anhidro;

Acetato de etilo;

Metanal,

Reactivo de Dragendorff ;

Eluente de eleccian ; vy,

Acetato de etilo: 8.5/ Metanol: 1/ Amoniaco; 0.5
Eluentes alternativos o de confirmacion:

*  Tolueno: 45 ! Acetona: 45 / Etanol: 1/ Amoniaco 3
+  Clorcformo: 8.5 /Metanol: 17 Amoniaco 25%: 0.5

v

WY Y Y

3.2.3.2. ESTANDARES/IPATRON:

= Anfetaminas;

= Metanfetaminas,

F Benzodiacepinas;

= Antidepresivos triciclicos;

= Cocaina;

= Denvados del Opio;

= Vegetales: Escopolamina, otros.; y,

= Medicamentos vanos de estructura alcaling.



T . ) INSTRUCTIVO PARA LA DETERMINACION DE  Versitn: 10
:EJ Mexticing Legal Codigo: SMMLCF-MIL- ALCALOIDES O DROGAS ALCALIMAS EN Pagoiad e 15
W yCioncias Forenses | TOXICOLOGIA-0S MUESTRAS BIOLOGICAS '

3.2.3.3. OTROS:
~ Placas de Silica gel GG0 con aditivo F 254y,
» Screening de drogas.

3.2.4. MATERIALES VARIOS:
= Guantes desechables; y,
= Papel absorbente,

3.2.5.CONDICIONES AMBIENTALES:
= Ver: Instructivo para el control de temperatura.

3.3. MANEJO DE INDICIOS ¥ MUESTRAS:
3.34.1. TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO:

» VNer  Instructiva para Transporte, Almacenamiento vy
Conservacion de Indicios.

3.3.2. PREPARACION. Y MANIPULACION:

» Ver. Protocolo de Toma, Conservacion y Recepcion de Muestras
Bicldgicas para Andlisis Toxicolégicos.

3.4. PROCEDIMIENTO:

El procedimiento considerado para el desarrollo de este ensayo. debe
obedecer a las siguientes fases y estipulaciones:

3.4.1. SCREENING INMUNOLOGICO DE DROGAS DE ABUSO.

= Merificar que la muestra biologica a investigar se encuentre a
temperatura ambiente.

* Remover el empague gue contiene el panel de drogas.

» Introducir el panel en el frasco gque contiena la muestra, de modo
que la misma suba por capilandad (tarda aproximadamente 20
segundos).

~ Esperar de 1-2 minutos para leer la coloracion presentada y
compararia con el control de modo de verificar si en la muesira
existe algin adulterante

» Esperar de 4-5 minutos y observar el aparecimiento de bandas
de color rojo.

+» Encaso

= positive confirmar por métodos cromategraficos.

3.4.1.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

3.4.1.1.1. Extraccion Liquido - Liquido
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Una vez realizado el screening de drogas de abuso si se
abtuvo un resultado preliminar de BENZODIACEPINAS
posilive, se procedera a realizar hidrolisis y
postericrmente una purificacion en medio acido de la
muestra, como se describe a continuacian:

-

Hidrélisis/purificacién (para metabolites de

benzodiacepinas).

* A 10 ml de orina, acidificar con 0.2 ml de HCI
conc

* Incubar a B.M. por 60 min.

* Extractar con 25 ml de cloroformo

« Separar y descartar la fase organica (clerofarmao)
gue contiene impurezas solubles en medio acida.

Extraccion: Este procedimiento se debe realizar
para todas las drogas alcalinas positivas y las que
previamente fueron hidrolizadas y purficadas
{penzodiacepinas), descritas en el pamrafo anterior.

« A la fase acuosa, alcalinizar con amoniaco hasta
pH 8.5 =9.0.

« Extractar en un erlenmeyer con 20 ml de
clorofarmao, por agitacién manual o mecanica.

« Separar la fase organica, Si e85 necesano
centrifugar.

+ Secar mediante fillracidn en sulfate de sodo
anhidro.

Nota Técmica: en caso de oblener un resuilado
positivo en ef screening de drogas, s se dispone
muestra suficiente, realizar dos extracciones, o
an su defeclo, separar ol filfrado en dos vasos
para su debido analisis confimatornio por GC-MS,

« Evaporar a sequedad en la plancha termica
« Re disolver el extracto en 1 ml. de cloroformo
para analisis en CCF

3.4.1.1.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF).

» ©Con el extracto obtenido en los casos
antenores, realizar la siembra en la placa
cromatografica con la ayuda de un capilar,
alternadamente sembrar estandares conocidos
para comparacion.

+ Colocar en la camara cromatografia gue
contenga el eluente de eleccién con saturacion
previa de 30 min. antes y comer Ila
cromatografia en un frente da 10 cm

+ Sacar dela camara
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» Secar bajo Sorbona.

» Qbservar bajo Luz UV y observar flucrescancia

» Revelar con reactivo de Dragendorff(las
manchas aparecen de color rojo ladrilla).

= ldentificar por comparacion con los RFs de los

estandares.
3.5, METODO DE CALCULO:
MIA,
3.6. RESULTADOS Y ANALISIS:

La determinacion de resultados sera estipulada en funcién de lo siguiente:

3.6.1. SCREENING DE DROGAS.

» En caso negativo apareceran bandas de color rojo tanto en la
zona del Control y del Testigo

» En caso positivo aparecera una banda de color rojo en la zona
del area del Contral.

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

ILUSTRACION 1
TEST SCREENING DE DROGAS

@ Druglestsrips.com———

(Royero Distribuidora, 2013)
3.6.2. RESULTADOS POR CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

Al ser pruebas de TIFO CUALITATIVD se reportara como POSITIVO
o NO DETECTADO., para lo cual se debera comparar con los Rf de
ios estandares con las muestras y a su vez, la coloracién rojo -
ladnllo observada después de su revelado.
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4. NORMAS DE SEGURIDAD

Considera lo estipulado en la Resolucidn N°073-FGE-2014, Suplemento del Registro
Oficial 318,25-VIIl-2014, acapite: Manual de Bioseguridad

5. BIBLIOGRAFIA.

= Flanagan, R. y. (19958). Manual de Procedimientos Analiticos Toxicologicos Para
Laboratorios de Baja Complejidad. Géneva, Argentina.

» Jdickells, S. (2008). Clarke’s Analytical Forensic Toxicology, Chicago:
Pharmaceutical Press.

= FRepetto, M. (2016). Experto Internacional en Toxicologia. Glosario de Términos
usados en Toxicologia. Sevilla, Espana: CD-ROM. 2016,

~ Royero Distribuidora, (2013). Obtenido de
http:hwaew . royerodistrilab. cominelsonroyero/images/nelsonroyerafab_clinico/lMA
GEN-FRUEBA-DE-ABUS0-DOATS4 jpg

» \argas, B. (2001). CATEDRA DE TOXICOLOGIA CLINICA ¥ TOXICOLOGIA I
Quito,

6. ANEXOS.
6.1. PREPARACION DEL REACTIVO DRAGENDORFF.

Preparacion de Solucion A:
Mezclar conjuntamente 2 g. de Subnitrato de Bismuto, 25 ml de acido acético y
completar con agua destilada hasta 100 ml

Proeparacién de Solucion B:
Disalver 40 g. de loduro de Potasio en 100 ml de agua destilada.

Preparacion del reactivo Dragendorff:
Mezclar 10 ml de Solucion A+ 10 ml de Solucion B+ 20 ml de acido acético y
completar hasta 100 ml con agua destilada.
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