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RESUMEN

En las instalaciones del laboratorio de Quimica Forense del
departamento de criminalistica de la policia judicial de Chimborazo se
ha realizado este trabajo de tesina, cuyo tema a desarrollar es;
"DETERMINACION DE BENZODIACEPINAS EN MUESTRAS DE

ORINA, MEDIANTE EL METODO DE CROMATOGRAFIA EN CAPA
FINA QUE INGRESAN DE LAS DIFERENTES CASAS ASISTENCIALES
DE SALUD DE LA PROVINCIA DE CHIMBORAZO AL LABORATORIO
DE QUIMICA FORENSE DEL DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA
DE LA POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO DURANTE EL PERIODO
JUNIO - SEPTIEMBRE DEL 2012 ”. Como un medio o instrumento en
beneficio y ayuda dirigido al servicio de los bioanalistas clinicos vy
pacientes en general. Que realizan las pruebas como ayuda en el
diagnostico médico. Seran beneficiarios todos aquellos pacientes que
son atendidos en esta unidad de Salud, para lo cual se ha realizado una
investigacion completa, exhaustiva y experimental que nos permite
afirmar sobre la utilizacion de los diversos métodos de separacion de
metabolitos y confirmacion de dichos tdxicos presentes en las muestras
analizadas que se realizan en dicho laboratorio. Esta investigacion se
estudio en un periodo de 6 meses, que va desde Junio a Septiembre del
afo 2012. Para esta investigacion se trabajé con diversos métodos los
cuales son las mas utilizados para la determinacion de la presencia de
metabolitos en las muestras de orina. Para garantizar la efectividad del
estudio se ha seguido correctamente un protocolo, asi como las
respectivas normas de bioseguridad y control de calidad que nos
permitan asegurar en lo personal y en lo cientifico que se ha investigado

el andlisis planteado.
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INTRODUCCION

La presente investigacion se pretende realizar en el Laboratorio de
Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de la Policia Judicial
de Chimborazo, con la finalidad de conocer el indice de intoxicaciones por
causa de los compuestos benzodiacepinicos en muestras de orina de
pacientes que han sido tratados en las diferentes Casas Asistenciales de
Salud, mediante el empleo de métodos técnico cientificos como es la
purificacion o separacion del toxico por extraccion y su determinacion a
través la cromatografia en capa fina, ya que existe un sinnimero de casos
a causa de este tipo de toxicos utilizados ya sea con fines para el
tratamiento de los desordenes de la ansiedad y el insomnio, debido a esto
las benzodiacepinas son una de las clases de medicamentos mas
prescritos en el mundo, aunque la mayoria de los pacientes reciben los
mismos por periodos cortos de tiempo (menos de tres meses) hay un
porcentaje importante entre el 1 y 3% de la poblaciéon mundial utiliza estos

farmacos por periodos prolongados.

El uso prolongado de las benzodiacepinas causa preocupacion debido a
la poca evidencia existente de eficacia prolongada, los trastornos de
memoria y el riesgo de accidentes que se asocian a su uso Yy el posible
abuso y dependencia que pueden causar. El uso crénico de las
benzodiacepinas ha llevado a causar la impresibn de que estas
sustancias tienen un alto potencial de abuso, cuando en realidad la
incidencia de abuso es pequefia en comparacién a sus legitimos usos

médicos.

Las benzodiacepinas producen una serie de efectos farmacoldgicos
activando receptores muy especificos en el cerebro, receptores que
forman parte del principal sistema receptor / neurotransmisor que es

inhibidor en el sistema nervioso central, el acido aminobutirico (GABA).



Por todo lo expuesto anteriormente, ademas es de suma importancia el
trabajo de investigacion, debido a que existen personas que se dedican al
mal uso de estos farmacos, ya sea por el parcial o total desconocimiento
de su uso que conlleva a las intoxicaciones comunes en el medio, como
también con fines delictivos en violaciones, robos, asaltos, y fines suicidas

u homicidas.
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CAPITULO |
1. PROBLEMATIZACION
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Uno de los motivos que nos ha llevado a la realizacion de esta
investigacién es por la experiencia que se ha obtenido durante nuestras
practicas hospitalarias en los diferentes hospitales del pais y de la
provincia, mediante la presente investigacion se pretende dar a conocer
tanto al paciente como al profesional la presencia o ausencia de

benzodiacepinas en el organismo.

Otra problematica que se presenta comunmente en nuestro medio es el
mal manejo de estas sustancias por no tener conocimiento alguno para la
utilizacion adecuada, dando lugar a las intoxicaciones accidentales y
posteriormente la muerte a causa de los mismos, cabe indicar que
también son utilizados no solo en el tratamiento de las personas que
presentan algun tipo de enfermedad a nivel del sistema nervioso central,
sino con la finalidad de ocasionar dafos al ser vivo ya sea en robos,
violaciones, homicidios, debido a que son sustancias que son utilizadas
como hipnaticos, sedantes o tranquilizantes. Cabe indicar que existe gran
cantidad de personas que han utilizado estas sustancias para auto-
eliminarse (suicidios), ya sea por causa de problemas de indole
economico, sentimental, social u otros, siendo cada una de ellas razones

para realizar esta investigacion.

Siendo el laboratorio de Quimica Forense del Departamento de
Criminalistica de la Policia judicial de Chimborazo el lugar donde se
realiza dicha prueba, es de suma importancia hacer hincapié en la
correcta utilizacion de la técnica de cromatografia de capa fina en tal

razon la formulacion del problema es de la siguiente manera:



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

Determinar la presencia de benzodiacepinas en muestras de orina,
mediante el método de cromatografia en capa fina que ingresan de las
diferentes casas Asistenciales de Salud de la Provincia de Chimborazo al
laboratorio de quimica forense del departamento de Criminalistica de la
Policia Judicial de Chimborazo durante el periodo Junio- Septiembre del
2012

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinarla presencia de benzodiacepinas en muestras de orina,
mediante el método de cromatografia en capa fina, que ingresan de las
diferentes Casas Asistenciales de Salud de la provincia de Chimborazo al
Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de la

Policia Judicial de Chimborazo.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar documentacion bibliografica e informacion tecnolégica vy
electrénica relacionada con la toxico-cinética, absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecibn o eliminacion de los compuestos

benzodiacepinicos.

e Realizar la purificacibn de los compuestos benzodiacepinicos en
muestra de orina mediante el método de extraccion liquido — liquido, con

el propdsito de separar de la muestra el téxico y obtener su maxima



pureza, para realizar el analisis cualitativo sin la presencia de sustancias

inadecuadas que interfieran en el proceso.

¢ Determinar la presencia o ausencia de benzodiacepinas a partir de
muestras de orina purificadas, por medio del método de cromatografia

de capa fina, a través de sus respectivos factores de retencion.

e Tabular los datos estadisticos obtenidos en el tiempo de prueba en la
determinacion de compuestos benzodiacepinicos en muestra de orina
gue ingresan al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de

Criminalistica de la Policia Judicial de Chimborazo.

1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Las benzodiacepinas son medicamentos psicotropicos que actlan sobre
el Sistema Nervioso Central, aunque estas sustancias en clinica ejercen
efectos cualitativamente semejantes, las diferencias cuantitativas
importantes en sus espectros farmacodinamicos y sus propiedades
farmacocinéticas han dado por resultado diversos patrones de aplicacion
terapéutica, como efectos sedantes e hipnéticos, ansioliticos,
anticonvulsivos, amnésicos y miorrelajantes. Son usados en medicina
para la terapia de la ansiedad, insomnio y otros estados afectivos, asi

como las epilepsias, abstinencia alcohdlica y espasmos musculares.

Se usan y abusan recreacionalmente en la activaciéon de las vias de
gratificacion dopaminérgicas del Sistema Nervioso Central y las cuales
desarrollan un alto grado de tolerancia, asi como subidas de las dosis en
niveles muy elevados. El uso de largos periodos de tiempo tiene el
potencial de crear dependencia fisica y psicolégica y afiade un riesgo de
serios sintomas de abstinencia, la tolerancia y la dependencia se crea con

rapidez entre los usuarios de estos medicamentos, demostrando sintomas
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de abstinencia de las benzodiacepinas en tan solo 3 semanas de uso

continuo.

Esta investigacion se lleva a cabo por el alto indice de mortalidad que se
presenta debido a este toxico, ya sea por su mal manejo, manipulacién o
por la falta de informacién acerca del uso o abuso de este tipo de
sustancias independientemente del caso en el cual se utiliza. Ademas se
ha realizado las indagaciones correspondientes para comprobar que no
existen investigaciones de este tipo a nivel de la Universidad Nacional de
Chimborazo, ni publicaciones en alguna Instituciéon a nivel Provincial o
Nacional, al igual que en el lugar donde se va a participar con la
investigacion, dejando asi un alto prestigio a la Institucién y asi brindar un

mejor servicio a la sociedad y comunidad en general.



CAPITULO I
MARCO TEGRICO




CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. POSICIONAMIENTO PERSONAL

Se ha realizado las indagaciones correspondientes para comprobar que
no existen investigaciones de este tipo a nivel de la UNACH, ni
publicaciones en alguna institucion, al igual que en el lugar donde se va a
participar con la investigacion, asi que es de gran relevancia servir a la

comunidad con el presente trabajo.

Con conocimiento de los grandes y mdltiples problemas que acarrea un
producto de deficiente calidad al momento de realizar nuestro trabajo
como personal de laboratorio ha propuesto plantear la presente

investigacion para poder dar una solucion a la problematica de la misma.

2.2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1. LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DEL DEPARTAMENTO
DE CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO

GRAFICO 2.1
POLICIA NACIONAL CRIMINALISTICA

FUENTE: FOTOGRAFIA: DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE
CIMBORAZO
ELABORADO: Fonseca Daniel



2.2.1.1. DEFINICION

LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DEL DEPARTAMENTO DE
CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO. - Es
una Institucion Publica que presta sus servicios en el campo de la Salud a
través de andlisis periciales toxicoldgicos, sustancias psicotropicas y
estupefacientes, biologicos, insumos quimicos y otros, destinado a la
ciudadania a nivel Distrital, atendiendo sus necesidades buscando
mejorar el estilo de vida de los pacientes y el esclarecimiento de casos
investigacion legal, como también fomentar el desarrollo de los futuros

profesionales que alli se forman.

2.2.2. TOXICOLOGIA

La toxicologia es una ciencia que identifica, estudia y describe, la dosis, la
naturaleza, la incidencia, la severidad, la reversibilidad y, generalmente,
los mecanismos de los efectos tdxicos que producen los xenobioticos. La
toxicologia también estudia los efectos nocivos de los agentes quimicos,
biolégicos y de los agentes fisicos en los sistemas biolégicos y que
establece, ademas, la magnitud del dafio en funcién de la exposicion de
los organismos vivos a previos agentes, buscando a su vez identificar,

prevenir y tratar las patologias derivadas de dichos efectos.

Actualmente la toxicologia también estudia, el mecanismo de los
componentes enddgenos, como los radicales libres de oxigeno y otros
intermediarios reactivos, generados por xenobioticos y endobioticos. En el
altimo siglo la toxicologia se ha expandido, asimilando conocimientos de

varias ramas como la biologia, la quimica, la fisica y las mateméticas.

Las vias de ingreso al organismo de estas sustancias xenobidticas son:
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Respiratoria: Es la mas comun y la mayor, los contaminantes llegan
rapidamente al organismo a través de los pulmones y luego al resto del
cuerpo por medio del torrente sanguineo. Debemos tener presente que no
solo una sustancia en estado gaseoso puede ser inhalada, también
pueden ser liquidos (aerosoles) y solidos (polvo en suspension), para
evitar el ingreso de este agente al organismo se deben utilizar protectores

respiratorios con un filtro adecuado al agente contaminante.

Digestiva: Podemos ser afectados no solo por ingerir directamente el
producto sino por otros elementos contaminados los cuales llevamos a la

boca y nariz.

Cutanea: Se produce en el momento que ingresan los contaminantes por
los poros y estos a su vez llegan al torrente sanguineo. Los efectos no
necesariamente se presentaran de forma inmediata (Estado de Latencia),
se debe tener especial cuidado cuando se produce una lesién con algun
elemento contaminado ya que de esta forma el agente tiene acceso

directo a nuestro organismo, la piel deja de ser nuestra capa protectora.

2.2.3. INTOXICACION
GRAFICO 2.2.
PICTOGRAMA TOXICO ALTAMENTE LETAL

FUENTE. www.texca.com/simbolos.htm
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Una intoxicacion se produce por exposicion, ingestion, inyeccion o
inhalacion de una sustancia téxica. Las intoxicaciones accidentales o
voluntarias debidas al consumo de medicamentos son las mas frecuentes.
Otros tbéxicos son: productos industriales, domésticos, de jardineria,
drogas, monoxido de carbono y alcohol en un uso excesivo. La gravedad
de la intoxicacién depende de la toxicidad del producto, del modo de

introduccién, de la dosis ingerida y de la edad de la victima.

2.2.4. BENZODIACEPINAS

GRAFICO 2.3.
PSICOFARMACOS CONTROLADOS

FUENTE: es.wikipedia.org/wiki/Psicofarmacologia.

2.24.1. GENERALIDADES:

Las benzodiacepinas son medicamentos psicotropicos que actian sobre
el sistema nervioso central, con efectos sedantes, hipnoéticos, ansioliticos,
anticonvulsivos, amnésicos y miorrelajantes (relajantes musculares). Por
ello se usan las benzodiacepinas en medicina para la terapia de la
ansiedad, insomnio y otros estados afectivos, asi como las epilepsias,
abstinencia alcohodlica y espasmos musculares. Los individuos que
abusan de drogas estimulantes con frecuencia se administran

benzodiacepinas para calmar su estado animico. A menudo se usan
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benzodiacepinas para tratar los estados de panico causados en las

intoxicaciones por alucindégenos.

Mas de cincuenta de éstos se ponen actualmente para el uso clinico en el

mundo entero.

Aparecen principalmente como capsulas y tabletas, no obstante algunos

se ponen en otras formas farmacéuticas tales como soluciones

inyectables. (Benzodiacepinas (en linea) disponible en: http://es.wikipedia.org/wiki/intoxicaci%c3%hb3n)

Tabla 2.1

Benzodiacepinas bajo control internacional

HsCYN\N

Br =N
Y et
o N :
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Alprazolam Bromazepam Brotizolam
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‘ ij_cm ﬁ"’ °
i =N Ji:(
\o Ci N o
Camazepam Chlordiazepoxide Clobazam
C19H18C|N3O C16H14CIN3O C16H13C|N202

13



http://es.wikipedia.org/wiki/Alucin%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/intoxicaci%c3%b3n

@)

4 0
N\g
cl

Ci

e o

s

Ct

Cloxazolam Delorazepam Diazepam
C15H10CIbN,O
C17H14CILN-0O2 1511101212 C16H13CIN3O
y H o

=

Fo O

=N
Estazolam Ethyl loflazepate Fludiazepam
C16H11C|N4 C18H14CIFN203 C16H12C|FN20
s,

Flunftrazepam
C16H12FN3O3

Flurazepam
C21H23CIFN3O

L

oS

Cl

Halazepam
C17H1,CIF3N,O

14




AT N\
N N-C
e
N
N\g
O2N
1

Hy

)
e °J
L) i
HeC
Haloxazolam Ketazolam Loprazolam
C20H17CIN;O C23H21CINeOs
C17H14BYFN203 201117 23
H 0 R o 7
N N
ol OS5
c =N Ct =N
Cl I ‘Cl
Lorazepam Lormetazepam Madazepam
C15H10Cl12N202 C16H12CIoN,0, C15H1sCIN,
H;C\r% Ch o H o
@. N ,Cg
Midazolam Nimetazepam
C1gH13CIFN; C16H15CIN303 Nitrazepam
C15H11N3O3

15




H 0
N‘g H O H (o]
N

Cli =N i—m \g

Cl N Ct N
OQ

CHy

Nordazepam Oxazepam Oxazolam
C1sH11CIN2O C15H11CIN2O> C1gH17CIN,O,
jH &y o

o (B
o)
N OH
) <] A
ci
C! N
. Temazepam
Pinazepam Cpﬁze&?\lmo C16H13CIN2O>
C18H13C|N20 19t117 2
FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES. NEW YORK, 1997
2.2.4.2. CARACTERISTICAS FiSICAS Y QUIMICAS

Las benzodiacepinas clasicas se basan en una estructura de 5
benzodiacepinas del arilo 1.4 en la cual el anillo de benceno esté rundido
al enlace 6 - 7 del diazepine 1.4. El sustituto aril en el halophenyl 5 es
generalmente fenilo (e.g. oxazepam o medazepam) o 2 de las posiciones
(e.g. el fluorophenyl 2 cloro fenilo para el lorazepam o 2 para el
flurazepam). Las benzodiacepinas introducidas incluyen cuanto mas
recientemente variaciones tales como un anillo del imidazol (1, el diazole
3) fundido al enlace 1 - 2 del 1, 4 el diazepine, es decir las
benzodiacepinas del imidazo, e.g. midazolam o loprazolam. Similar pero
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diferentes son distintamente los triazolobenzodiazepines que tienen un
1,2, anillo de 4 triazoles en vez del imidazol. Los ejemplos de estos
compuestos son alprazolam, estazolam y triazolam. Otras modificaciones
estructurales incluyen el annelation de anillos heterociclicos en los 4 — 5
en enlace (e.g. haloxazolam, ketazolam y oxazolam) o el reemplazo del
anillo de benceno por un anillo del thienyl (clotiazepam). Muchas
benzodiacepinas hidrolizaran en soluciones acidas para formar la
benzofenona correspondiente que se puede capitalizar encendido para
los propésitos analiticos. En la forma acida baja libre, las benzodiacepinas
son generalmente solubles en la mayoria de los solventes organicos tales
como éter de etilo, acetato de etilo, cloroformo y metanol, pero la mayoria

son insolubles en agua. (MANUAL NACIONES UNIDAS. New York, 1997)

2.243. FARMACOLOGIA

El renombre de continuacibn de las benzodiacepinas es debido
principalmente a su indice terapéutico amplio, reacciones adversas serias
minimas y a la ausencia de efectos secundarios nerviosos autonomicos
indeseables, especialmente en comparacibn con los agentes
psicotropicos usados antes, por ejemplo, el meprobamate o los

barbitdricos.

2.24.4. APLICACIONES ACTUALES DE BENZODIACEPINAS

Las aplicaciones actuales incluyen:

e Como las personas hipnotizadas y sedativos - e.g. triazolam,
flunitrazepam, oxazepam;

e Como los anxioliticos y tranquilizantes de menor importancia - e.g.
diazepan, temazepam, alprazolam;

¢ Como antidepresivos - e.g. alprazolam;
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e Como relajantes de musculo - e.g. diazepan y tetrazepam;
e Como anticonvulsivos - e.g. diazepan, clobazam y clonazepam;

e Como anestésicos intravenosos - e.g. midazolam.

2.2.4.5. EFECTOS DE LAS BENZODIACEPINAS

Todos los derivados de la benzodiacepina en uso clinico poseen
caracteristicas del relajante del ansiolitico, del sedativo, de la persona
hipnotizada, el tranquilizing, del anticonvulsivo y de musculo dentro de sus
espectros farmacodindmicos. El predominio de estas caracteristicas, sin
embargo, varia perceptiblemente entre los compuestos. Por lo tanto, las
drogas individuales se seleccionan para el uso adentro Terapia en base
de su potencia relativa en cada uno de estas categorias asi como de las

necesidades del paciente.

La acciébn de benzodiacepinas se basa en atar a los receptores
especificos de la benzodiacepina situados principalmente en el sistema
limbico mediado por Y - acido aminobutirico (GABA) y un ciclico y plantas
en ng/ml bajo) de las concentraciones, que pueden acumular en temas

con la debiltacion hepéatica (ejm. encefalopatia hepética).

(BENZODIACEPINAS:http://med.unne.edu.ar/catedras/farmacologia/temas_farma/volumen5/2_benzodiaz.pdf)

2.2.4.6. DESARROLLO DE LA TOLERANCIA Y DE LA
DEPENDENCIA, POTENCIAL PARA EL ABUSO

Las benzodiacepinas se abusan con frecuencia. La tolerancia puede
convertirse con el uso repetido que lleva a una progresion a dosis mas
altas. En estas dosis de las situaciones usadas pueden estar muchas
veces ésos recomendados para el uso terapéutico. Por lo tanto, las
concentraciones de la sangre pueden exceder ésos considerados

normalmente en literatura terapéutica de la supervision de la droga.
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Aunque el metabolismo no se sepa para ser inducido por el uso de largo
plazo de benzodiacepinas, dependencia  fisica de las
benzodiacepinas.Puede llevar a los sintomas de retiro incluyendo
hiperactividad, ansiedad, delirio, alucinaciones, asimiento y contracciones
nerviosas musculares. Las benzodiacepinas mas largas del periodo
causan a menudo sintomas de retiro mas pronunciados en la
discontinuacion del uso, que puede desarrollar varios dias tales como

narcotico o alcohol. Esto afectara inevitable a la severidad de la toxicidad.

El uso concomitante de benzodiacepinas y del alcohol tan bien como el
uso de dosis elevadas de benzodiacepinas puede producir cambios del
comportamiento marcados, incluyendo la agresion, la disociacion y la
desinhibicion. Los efectos de la resaca de benzodiacepinas, similares a
eésos experimentados después de uso del alcohol son comunes. La
amnesia Anterograda es también uso posterior comun de altas dosis y

después de la administracion intravenosa. (MANUAL NACIONES UNIDAS. New York,
1997))

2.24.7. DISPOSICION
2.24.7.1. RUTAS DEL METABOLISMO

GRAFICO 2.4.
RUTAS DE METABOLISMO DE LAS BENZODIACEPINAS
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FUENTE: www.monografias.com/metabolismo/benzodiacepinas
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Las benzodiacepinas se metabolizan con una variedad hidroxilacién
(alifatica y aromatica), desidroxilacion, reacciones de la reduccion (fase I)
seguidas en muchos casos por la conjugacion al acido glucuroénico (fase
II) antes de la excrecidon. En la mayoria de los casos los metabolitos de la
fase | tienen cierta actividad biolégica que pueda ser mayor o menos que
el del padre, mientras que las conjugaciones no pasan ninguna actividad
significativa. Varias benzodiacepinas se pueden considerar los

profarmacos.

Figure IIl.1 ilustracion de los caminos metabdlicos comunes para 1.4 - las
benzodiacepinas. Nordazepam y el oxazepam son metabolitos comunes
para estas drogas. El periodo del nordazepam es muy largo considerado
long-acting. Prazepam y el halazepam se metabolizan tan rapidamente al
nordazepam y a los 3 metabolitos hidroxis respectivos que no son
perceptibles en orina de la sangre. Semejantemente, el medazepam se
metaboliza rapidamente al normedazepam. Clorazepato se convierte al

nordazepam ya en el estbmago.

Figure 111.2 ilustracion de los caminos metabolicos comunes para el
triazolo- y los imidazobanzodiazepinas que implican sobre todo la
hidroxilacion en las posiciones 1 y 4 asi como hendidura del anillo en el
caso del alprazolam para formar el methylaminobenzophenone

correspondiente.

La figura III.3 ilustra los caminos metabdlicos comunes para 7
nitrobenzodiazepines, es decir flumitrazepam, nitrazepam, nimertazepam
y clonazepam. El metabolismo implica la reduccién del nitro-grupo y de la
acetilaciéon subsecuente. Por ejemplo, el flumitrazepam se reduce a 7
amino-flunitrazepam y después se acetiliza para formar el

acetamidoflunitrazepam 7.
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Ademés, el flunitrazepam también experimenta N-demethylation. El
metabolismo del nimetazepam es similar al del flumitrazepam. En
contraste con flumitrazepam, el nitrazepam experimenta ademas

hendidura del anillo al aminobenzophenone correspondiente.

Figuras 111.4-6 ilustracion de los caminos metabdlicos para las otras
benzodiacepinas. Flurazepam y el loflazepate de etilo se transforman tan
rapidamente al desalkylflurazepam que las drogas que provienen y son

poco probables en sangre u orina.
GRAFICO 2.5.

FIGURA 1I.1

RUTAS GENERALES DEL METABOLISMO PARA 1.4 — BENZODIACEPINAS
METABOLIZADAS A TRAVES DE NORDAZEPAM Y DE OXAZEPAM
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FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES. NEW YORK, 1997
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GRAFICO 2.6.
FIGURA Il12.

RUTAS GENERALES DEL METABOLISMO PARA TRIAZOLO Y

IMIDAZOBENZODIAZEPINAS.
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FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES, NEW YORK, 1997
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GRAFICO 2.7.

FIGURA 1113.

RUTAS GENERALES DEL METABOLISMO PARA NITRO -
BENZODIACEPINAS
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FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES, NEW YORK, 1997
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GRAFICO 2.8.

FIGURA l1114.

RUTAS GENERALES DEL METABOLISMO PARA OTRAS
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FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES, NEW YORK, 1997



GRAFICO 2.9.

FIGURA 1lI5.

RUTAS GENERALES DEL METABOLISMO PARA OTRAS
BENZODIACEPINAS. PARTEIIL
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FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES, NEW YORK, 1997

2.2.4.8. TOXICOLOGIA

La sobredosificacion con benzodiacepinas da lugar generalmente a
somnolencia, a la ataxia, a la debilidad muscular y a la coma profunda.
Para el tratamiento de la administracion de la sobredosis de las
benzodiacepinas de benzodiacepinas especificas se ha utilizado el
flumazenil del antagonista. Las dosificaciones intravenosas de hasta 1
magnesio de flumazenil invertirdn la coma y la depresion del CNS
asociadas a toxicidad de la benzodiacepina. Flumazenil se puede también

tomar oral.

Las intoxicaciones mortales que resultan de la ingestion de

benzodiacepinas solamente son infrecuentes, pero posibles. (MANUAL
COLOMBIA BOGOTA. 1992).
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2.2.5. CONCENTRACION DE LA SANGRE

Las concentraciones presentaron en la tabla Ill.4 representan los niveles
de la droga del suero alcanzados comunmente durante la terapia de la
benzodiacepina. Los niveles pueden exceder éstos durante terapia
cronica, en los ancianos, en ésos con la funcion hepatica reducida y en
los pacientes que aumentan su dosis que sigue el desarrollo de la

tolerancia

La tabla también incluye las concentraciones sobre las cuales se han
divulgado los sintomas toxicos. Observe que las dosis diarias pueden
variar basado en la indicacién para la cual la droga se prescribe y en la
historia de pacientes. Debe ser acentuado que significativo traslapese
entre terapéutico y las gamas potencialmente toxicas pueden existir y que
los sintomas toxicos pueden convertirse en concentraciones mas bajas en

individuos susceptibles.

GRAFICO 2.10.
CONCENTRACION EN SANGRE

FUENTE: MANUAL NACIONES UNIDAS. New York, 1997

Los valores en esta tabla se deben utilizar como una guia solamente e
interpretacion hecha con la precauciéon, basada en la informacion clinica,
patoldgica y toxicologica todo disponible.
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TABLA 2.2.

TERAPEUTICOS Y CONCENTRACIONES TOXICAS DEL PLASMA PARA
LAS BENZODIACEPINAS Y SUS METABOLITOS.

Maximum Minimum level for
EnZenEagpliE therapeutic level Toxicity
(mg/l) (mg/l)
Alprazolam 0.07 0.10
Bromazepam 0.17 0.25
Brotizolam 0.02
Camazepam 0.60 2.00
Chlordiazepoxide 2.00 3.50
as Demoxepam 4.00
Clobazam 0.40
as Norclobazam 4.00
Clonazepam 0.06 0.10
as 7-aminoclonazepam 0.10 0.10
Clorazepate 20
as Nordazepam 2.0
Diazepam 2.0 2.0
as Nordazepam 2.0 2.0
Estazoiam 0.10
Ethyl loilazepate 0.15 0.2
as Desalkylflurazepam
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Benzodiazepine Maximum Minimum level for
therapeutic level Toxicity
Flunitrazepam 0.02 0.05
as 7-aminoflunitrazepam 0.02 0.2
Flurazepam 0.01 0.15
as Desalkylflurazepam 0.15 0.2
Ketazolam 0.02 2.0
as Nordazepam 2.0
Loprazolam 0.01
Lorazepam 0.25 0.30
Lormetazepam 0.02
Medazepam 0.10 0.60
as Nordazepam 2.0 2.0
Midazolam 0.25 1.0
Nitrazepam 0.15 0.2
as 7-aminonitrazepam 0.2 0.4
Nordazepam 2.0 2.0
Oxazepam 2.0 2.0
Oxazolam 2.0 2.0
as Nordazepam
Pirazepam 2.0 2.0
as Nordazepam
Prazepam 2.0 2.0
as Nordazepam
Temazepam 2.0 2.0
Tetrazepam 1.0
Triazolam 0.02 0.01

FUENTE. Manual de aspectos generales del andlisis de drogas controladas en especimenes bioldgicos.

Colombia 1999.
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La interaccion de benzodiacepinas con otros compuestos centralmente de
actuacion, ejm. alcohol, nacroticos, antidepresivos triciclicos,
phenothiazines o barbituricos, puede llevar a las intoxicaciones fatales en

concentraciones mas bajas.

La informacién sobre regimenes de dosificacién tipicos se puede
encontrar en farmacopeas nacionales. Las benzodiacepinas tienen el
potencial para afectar a funcionamiento cognoscitivo y psicomotor, y

afectan asi tareas divididas de la atencion tales como conduccion.

Estos efectos de empeoramiento se pueden reforzar por el alcohol.

2.2.6. PLAZOS DE LA DETECCION EN ORINA

El intervalo de tiempo sobre el cual las benzodiacepinas se pueden

detectar en orina es altamente variable.

Varios factores contribuyen a esta variabilidad incluyendo la dosis de la
droga, a las diferencias en el metabolismo y la excrecién de varias
benzodiacepinas, a croénicos contra la administracion aguda, la ingestion
co- para otras drogas que puedan deteriorar o realzar el metabolismo de

la droga y finalmente la metodologia analitica usada.

Las benzodiacepinas se pueden detectar generalmente en la orina para
aproximadamente 24-48 horas después de utlizado para las
benzodiacepinas de actuacion de los cortocircuitos a hasta siete dias o

mas largos para las drogas temporarias intermedias y largas.
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2.2.7. INTERPRETACION DE RESULTADOS

2.2.7.1. ORINA

Las concentraciones de la orina de benzodiacepinas y de sus metabolitos
no se pueden relacionar con una dosis 0 un rato particular de la droga
desde la dosis pasada puesto que la concentracion de la orina depende
del volumen de liquido excretado, la separacion de la creatinina (funcién
del rindn) y el tiempo desde la dosis pasada. Los individuos también
varian en su capacidad de metabolizar las drogas. Oxazepam es un
metabolito comun para muchas benzodiacepinas (véase el cuadro lll. 2 y
los cuadros Ill. 1 - 6). Por lo tanto, a menos que se forme otro, los
metabolitos especificos no sera posible determinar qué benzodiacepina
fue injerida. La medida de la sangre para la presencia de la droga del
padre puede ser util en este contexto. El triazolo- y las benzodiacepinas
nitro, por ejemplo, forman los metabolitos especificos (véase el cuadro lll.
2 y los cuadros lll. 2-3). No es posible deducir un grado probable de

intoxicacion de concentraciones de la orina.

2.2.7.2. SANGRE, SUERO Y PLASMA

La sangre (o suero, o plasma) se pueden utilizar para obtener una
estimacion del grado de uso de la droga. El cuadro Ill. 4 ilustra la
concentracién generalmente asociada a uso terapéutico y esos asociados
posiblemente al desarrollo de sintomas toxicos. Hay, sin embargo,
traslapo entre las gamas dependiendo de la modalidad del tratamiento, la
tolerancia, la presencia de cualquier enfermedad natural o el uso
concomitante de otras drogas que presionen el CNS (ejm. alcohol,

narcotico).
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2.2.8. INTERFERENCIAS

1. La prueba de cribado del immunoensayo puede no llevar
necesariamente a la deteccion de benzodiacepinas debido a reactividades
cruzadas bajas o porque los compuestos de la blanco estan solamente
presentes en un nivel debajo del limite cortado o de deteccién. La prueba
de immunoensayo semejantemente positiva no se puede encontrar
positiva por el método confirmativo. Esto puede ser evitada si el limite de
deteccion para el método confirmativo es mas bajo que el que esta para el

método de cribado.

2. Los resultados positivos falsos con immunoensayos de la
benzodiacepina también se han divulgado con el oxaproxim inflamatorio
anti no esteroidal de la droga y con el sertraline del inhibidor del reuptake

de la serotonina.

2.2.9. PROCEDIMIENTOS DE LA EXTRACCION

Las benzodiacepinas y sus metabolitos no conjugados se pueden extraer
facilmente en una variedad de solventes organicos por técnicas de dos
liquidos y solid-phase de la extraccion y los extractos aplicados a la
instrumentacioén analitica sensible conveniente. Como arriba conocidas

muestras de orina debe ser hidrolizado a la extraccion.

2.29.1. EXTRACCION DE DOS LiQUIDOS

La seleccion de un sistema solvente para los procedimientos de la
extraccion debe considerar la seguridad de la salud de los personales del
laboratorio por, los peligros que evitan, si posibles de la toxicidad e
inflamabilidad. Estas ediciones se discuten en los Naciones Unidas

manuales en las pautas recomendadas para la garantia de calidad y las
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buenas préacticas de laboratorio. Los solventes usados para el aislamiento
de benzodiacepinas incluyen el cloruro n-butyl, diclorometano, hexanes -
diclorometano, cloruro n-butyl - acetato de etilo, éter de etilo y acetato de

etilo.

GRAFICO 2.11.
EXTRACCION LiQUIDO - LIQUIDO

FUENTE: FOTOGRAFIA: LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DEL DEPARTAMENTO
DE CRIMINILASTICA DE CHIMBORAZO
ELABORADO: Fonseca Daniel

METODO DE LA EXTRACCION DE LA FASE SOLIDA PARA LA ORINA
USANDO COLUMNAS MEZCLADAS DE LA FASE

Materiales y Reactivos

1. Limpie las columnas de Dau de la pantalla (tecnologias quimicas
unidas).

2. Sistema del multiple de vacio del SPE.

3. Almacenador intermediario de fosfato 200mM, pH 6.0

Método

1. Hidrolice 5ml de la orina con glucuronidase.
2. Clave el espécimen con un estandar interno apropiado.
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3. Precondicione la columna limpia de la pantalla DAU con 3 ml de
metanol seguidos por 3 ml de agua y 1 ml del almacenador
intermediario de fosfato 100mM, pH 6.0.

4. Transfiera el espécimen de orina a una columna y enjuadguese en 1-2
mi/min (fije el multiple de vacio en el kPa 10- 17).

5. Lave la columna con 2ml del agua seguido por 2ml del acetonitrilo del
20% en el almacenador intermediario de fosfato 100mM, pH 6.0.

6. Seque la columna yéndose en el vacio completo por aproximadamente
5 Min.

7. Columna de colada con 2 ml de hexano.

8. Enjuague las sustancias apagado con 3 ml de acetato de etilo.

9. Evapore el eluido al estado seco y reconstituya el residuo con UL 100

del acetato de etilo.

METODO DE LA EXTRACCION DE LA FASE SOLIDA PARA LA
SANGRE USANDO COLUMNAS DE LA SILICONA DE OCTADECYL

Materiales y Reactivos

1. Limpie C18 las columnas, magnesio 100 (corporaciéon mundial de la
supervision).

2. Sistema del multiple de vacio del SPE.

3. Almacenador intermediario del borato, pH 9.

Métodos

1. Punto 2 ml de suero, antemortem o de sangre post mortem con un
estandar interno apropiado.

2. Agregue 2 ml de acetona, mézclese y centrifiguelos brevemente.

3. Evapore el sobrenadante al estado seco y disuelva el residuo en 2 ml
del almacenador intermediario del borato, pH 9.
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4. Precondicione limpian la columna C18 con 2 ml de metanol seguidos
por 2 ml de agua y 1 ml del almacenador intermediario del borato, pH 9.

5. Transfiera el espécimen pretratado a la columna y enjuaguese a un
flujo de aproximadamente 1 ml/min.

6. Lave la columna con 1 ml de agua seguido por 1 ml de metanol del
15% en agua.

7. Seque la columna por la centrifugacién, después enjuague las
benzodiacepinas con 1 ml de metanol en un frasco de la coleccion.

8. Evapore el eluido al estado seco y reconstituya el residuo en UL 20 del

metanol.

2.2.10. METODOS CONFIRMATORIOS

2.2.10.1. CROMATOGRAFIA DE GAS

La cromatografia de gas es una técnica conveniente para el analisis de
benzodiacepinas. Ambos, lleno y capilar los métodos de columna estan
disponibles. Las dosis bajas de muchas de las benzodiacepinas hacen la

cromatografia de gas capilar la técnica preferible de los dos.

La quimica de muchos de los analitos, especificamente la polaridad si
hidroxi-y los amino-sustitutos, pueden limitar la eficacia de la
cromatografia de gas. Por lo tanto, se utilizan las técnicas de la
derivatizacién. La formacion de derivados del silil, del acil y del alquilo se
ha descrito. Las altas concentraciones de los analitos (inyeccion del fag 1-

2) se pueden detectar sin la derivatizacion.

Los derivados trimetiles del silil (el trifluoroacetamide del bis de N, del o
(trimethylsily) (BSTFA) con el trimetilclorosilano del 1% (TMCS) [105]) y
los derivados tert-butilicos metilicos del silil tienen la ventaja que dan a

iones estables, de molecularidad elevada del peso para el capitulo de la
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espectrometria total ver 8 I1l.F.4.b) sin embargo, los extractos silylated del
material bioldgico tienden a ser sucios y son, por lo tanto, no convenientes

para los detectores nitrégeno-fosforados (NPD)

La sililacion no realiza la respuesta de los detectores de captura de
electrén (ECD). Otros acercamientos estan al acilato y alquilizan el
hidroxido y los amino-sustitutos con el cloruro del propionyl y el yoduro
propyl, respectivamente [107]. La acilacién/la alcohilacién tiene la ventaja,
de que los derivados se pueden sujetar a procedimientos mas futuros de

la limpieza antes de analisis.

2.2.10.2. TECNICA LLENA DE LA COLUMNA

La seleccion de fases inmoviles disponibles para la cromatografia de gas

de benzodiacepinas en columnas llenas es grande.

Cualquier embalaje moderado no polar tal como silicon dimethyl (OV-1) o
silicon metilico del 50% (OV-17) es conveniente. Mientras que ciertas
fases se recomiendan en este manual, ésta no significa necesariamente

gue otras fases no son convenientes. (MANUAL NACIONES UNIDAS. New York, 1997)

La longitud y el diametro interno, mientras que afecta a la retencion
caracteristica de sustancias, se pueden todavia variar de ésos
recomendados, proporcionando la cromatografia las condiciones son
establecidas por el analista y el procedimiento final validados con
respecto a especificidad y reproducibilidad y otros indicadores de
funcionamiento criticos para el método actual. La cromatografia de gas
llena de la columna ha limitado sensibilidad y, por lo tanto, sélo sea
conveniente para esos analitos presentes en las altas concentraciones en

muestras de orina hidrolizadas.
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METODOS LLENOS DE COLUMNA

METODO A

Column:

Carrier gas:

Column

temperature:

Injector

temperature:

Detector

temperature:

METODO B
Column:
Carrier gas:

Column

temperature:

Injector

temperature:

Detector

temperature:

0.91 m x 4 mm ID glass column, packed with 10%
OV-1 on Chromosorb G-HP, 80-100 mesh
Argon/methane (95:5) at 50 ml/min*

230°C

230°C

300°C

1.83 m x 2 mm ID glass column, packed with 3% OV-
17 on Chromosorb W-HP, 80-100 mesh

Argon/methane (95:5) at 30 ml/min*
260°C
230°C
300°C

PREPARACION DE LA SOLUCION DE LA MUESTRA

Las muestras de orina se deben hidrolizar antes de la extraccion segun el

procedimiento descrito en el capitulo I1I.F.3.

Los procedimientos recomendados de la extraccion descritos en el

capitulo 11l.F4 deben ser utilizados.
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El nitrégeno es también conveniente como gas portador para ECDs.

Nota: Antes de uso, todas las columnas llenas deben ser condicionadas.
Generalmente la temperatura de condicionamiento debe ser por lo menos
30°C sobre la temperatura en la cual el analisis debe ser realizado, a
menos que éste requiriera exceder el limite superior de la temperatura de
la columna segun lo especificado por el fabricante. En este caso, un
diferencial mas pequefio de la temperatura debe ser utilizado y el periodo

de condicionamiento ser prolongado substancialmente.

Tipicamente, las columnas se condicionan durante la noche o para un
minimo de 15h. El condicionamiento se realiza con el flujo llevado normal

del gas y con la columna desconectada del detector.

TECNICA CAPILAR DE LA COLUMNA

Similar a la cromatografia de gas llena de la columna, a la seleccion de
columnas capilares con respecto a fase inmovil, al espesor del film, a las

dimensiones de la columna y al tipo es grande.

Las caracteristicas de la cromatografia de cada columna se deben
establecer como siendo adecuadas para el procedimiento analitico. La
mayoria de las columnas metilicas fenilos dimethyl del silicon o del silicon
del 5% se pueden utilizar para el andlisis de extractos derivatizados y

underivatized.

Se recomiendan los métodos siguientes.
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2.2.10.3. METODOS CAPILARES DE COLUMNA

CONDICIONES DE FUNCIONAMIENTO

Columna: la identificacion de 12m x 0.53 milimetros quimicamente enlaz6
la columna capilar de la silicona fundida con la capa de 1.0 uni de silicon

metilico fenilo del 5% (BP-5 o el equivalente).

Gas portador: Helio en 2-3 ml/min

Cociente partido: Modo de Splitless

Temperatura de la columna: Iniciar un por 100°C 2 minutos, entonces
programados en 7.5°C/min a 310°C para el minuto 10

Temperatura del inyector: 250°C Temperatura del detector: 300°C
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE LA MUESTRA

Las muestras de orina se deben hidrolizar antes de la extraccion segun el
procedimiento descrito en el capitulo 1ll.LF.3. Los procedimientos

recomendados de la extraccion descritos en el capitulo Ill.F.4 deben ser
utilizados.
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TABLA 2.3.

CONCERNIENTE AL DIAZEPAN
TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS PARA BENZODIACEPINAS POR LA

COLUMNA CAPILAR DE CROMATOGRAFIA GASEOSA.

Benzodiazepina Relative retention
Alprazolam 1.225
Bromazepam 1.079
Chlordiazepoxide (as 1.025
Clobazam 1.053
Clonazepam 1.186
7-aminoclonazepam 1.186
Diazepam 1.000
Flunitrazepam 1.086
7-aminoflunitrazepam 1.099
Flurazepam 1.136
Desalkylfiurazepam 1.002
Lorazepam 0.986
Midazolam 1.069
Nitrazepam 1.159
7-aminonitrazepam 1.148
Nordazepam 1.034
Oxazepam 0.843
Prazepam 1.088
Temazepam 1.075
Triazolam 1.276
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DETECTORES

Los detectores convenientes para el analisis de benzodiacepinas de GC
incluyen el detector de captura de electron (ECD) y el detector fosforado
del nitrdgeno (NPD) (a menudo llamado un nitrdgeno detector selectivo).

Los detectores de ionizacion a la llama sin elemento calefactor (FID) no
tienen generalmente suficiente sensibilidad a ser util para el analisis de
benzodiacepinas. Un detector selectivo total tal como espectrometros
totales o trampas del ion es de uso frecuente conjuntamente con la
CROMATOGRAFIA GASEOSA capilar y es la técnica de la opcion para la

sensibilidad y la energia discriminatoria.

CROMATOGRAFIA GASEOSA-ESPECTROMETRIA DE MASA

La cromatografia gaseosa-espectrometria de masa es un meétodo
confirmativo altamente especifico para las benzodiacepinas. Al identificar
las benzodiacepinas de GC - el ms, espectros debe ser admitido el modo
de exploracion completo, la identificacion de un analito es obtener
comparando su tiempo de retencién y por lo menos tres iones del

calificador con los de los estandares de referencia.

Para asegurar especificidad, la cuantificacion se debe realizar usando
cromatogramas reconstruidos del ion, es decir usando los cromatogramas
del ion generados de los datos completos de la exploracion, comparando
el ion del pico bajo con el &rea representativa del ion estandar interno y de
la curva de calibracion. Los iones debajo de m/z 50 son poco probables

de estar de valor de diagndstico.
Para la cromatografia gaseosa-espectrometria de masa deutero -

estandares etiquetados son convenientes para la cuantificacion por la

supervision seleccionada del ion.
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CAPILAR DE LA COLUMNA - METODO DE CROMATOGRAFIA
GASEOSA Y ESPECTROMETRIA DE MASA

Condicién de funcionamiento

a) 12.5 m x identificacion de 0.20 milimetros quimicamente enlazaron la
columna del tubo capilar de la silicona fundida con 0.33um de capas
del silicon dimethyl (ejm. HP-1).

b) 25 m x identificacion de 0.20 milimetros quimicamente enlazaron la
columna capilar de la silicona fundida con 0.33 um de capas del silicdn

metilico fenilo al 5% (e.g. HP - 5).

Gas portador: Helio a 0.65 ml/min, velocidad linear 34.7 cm/s

Cociente partido: modo splitless

Temperatura de columna: Empezar a 140°C por 1 minuto, entonces
programarlo a 30°C/min a 260°C, asimiento a 260°C por 5 minutos,
entonces se levanta a 320°C en 50°C/min.

Temperatura del inyector: 250°C Temperatura del interfaz: 280°C
Preparacion de las soluciones de la muestra

Las muestras de orina se deben hidrolizar antes de la extraccidén segun el

procedimiento descrito en el capitulo Ill.F.3.

GRAFICO 2.12.
CROMOTOGRAFO DE GAS
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TABLA 2.4.

DATOS ESPECTRALES TOTALES (EI+) PARA LAS

BENZODIACEPINAS

Benzodiazepine Base peak ion, Other ions, m/z
m/z (abundance)
Alprazolam 308 279, 204
a-hydroxyalprazolam-TMS 381 382(30), 396(40), 383 (39)
Bromazepam-TMS 388 374(16), 386(95), 387(96)
Chlordiazepoxide 282 283, 284
Clonazepam-TMS 387 352(87), 386(45)
7-aminoclonazepam-TMS 429 394(99), 414(30)
Diazepam 256 283(92), 284(67), 221
Flunitrazepam 312 286(85), 285(71)
7-aminoflunitrazepam-TMS 355 327(87), 326(36)
Rurazepam 86 99(9), 387(3)
Desalkylflurazepam-TMS 359 360(91), 341(62), 245
Halazepam 324 352,289
Lorazepam-diTMS 429 430(43), 431(33)
Midazolam 310 297, 312
o-hydroxymidazolam-TMS 310 312(34), 399(10), 413(37)
Nitrazepam-TMS 352 353(65), 306(26)
7-aminonitrazepam-diTMS 394 395(87), 396(30)
Nordazepam-TMS 341 342(56), 343(45), 327
Oxazepam-diTMS 429 415(18), 401(20), 430
Pinazepam 308 280(99), 307(86)
Prazepam 269 295(83), 91(54), 241, 324
Temazepam-TMS 343 283, 257
Triazolam 313 238, 312, 314, 342
a-hydroxytriazolam-TMS 415 417(70), 430(50), 432(34)

FUENTE: MANUAL PARA EL USO POR LABORATORIOS NACIONALES NEW YORK, 1997
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Cromatografia liquida del alto rendimiento (CLAR)

La CLAR es una técnica utii para el analisis cuantitativo de
benzodiacepinas.

Su valor es polémico como la reproductibilidad de los datos de la
retencion varia de columna a la columna y es dependiente en un nidmero

de factores.

Las columnas inversas se utilizan para el analisis de benzodiacepinas en
especimenes biolégicos. Para proteger la columna analitica el uso de una
columna de protector con el mismo embalaje se recomienda. Las fases

moviles usadas son acidas.

Un almacenador intermediario de fosfato del mezclado a un acetonitrilo
y/o un metanol. Es importante controlar el pH de la fase mdvil pues las
pequefias diferencias pueden afectar perceptiblemente a la cromatografia.

El gradiente asi como analisis isocratico se ha divulgado.

Para las mezclas complejas de benzodiacepinas o para un desconocido
general, el analisis del gradiente 0 una combinacion de sistemas isocratic
(benzodiacepinas especificas de la blanco del shich) es necesaria. La
mayoria de las benzodiacepinas son detectadas por ULTRAVIOLETA en
230 nandmetro, nitrobenzodiazepines en 240 nanometros. Para la
identificacibn maxima se requiere la deteccién de array de diodos.

2.2.11. CROMATOGRAFIA
La cromatografia es un sistema analitico que permite separar los diferen-

tes componentes de una muestra problema, con el fin de identificarlos y/o

cuantificarlos.
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GRAFICO 2.13.
CROMATOGRAFIA. SISTEMA ANALITICO
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FUENTE. Fonseca Daniel

MODOS EN QUE SE TRABAJA LA CROMATOGRAFIA

¢ Cromatografia de capa fina

¢ Cromatografia de capa fina de alta eficiencia (HPTLC).
¢ Cromatografia de columna

¢ Cromatografia liquida de alta presion

e Cromatografia de gas Cromatografia de papel

2.2.11.1. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Elementos:

Este sistema se trabaja con los siguientes elementos:
Cromatoplacas que consiste en una hoja de vidrio (20x20 cms.)
recubierta con el soporte o sorbente (sorbente es el medio en que se
produce la separacion cromatogréfica); el eluyente que consiste en un

solvente o mezcla de solventes y la cubeta que contiene al eluyente

y a la cromatoplaca.
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Procedimiento:

La muestra se aplica en un extremo de la cromatoplaca mediante una
micropipeta especial, en cantidades que oscilan entre 1y 20 micro litros,
luego se introduce la cromatoplaca en la cubeta que contiene el
eluyente, generalmente 100 ml., de tal manera la cromatoplaca queda
hundida en el eluyente aproximadamente 5mm el eluyente asciende
luego por la cromatoplaca mediante fuerza capilar hasta una distancia
prefijada con anterioridad, en limite de esta distancia se conoce con el
nombre de frente del solvente, cuando el eluyente llega al frente, el
proceso cromatografico termina, lo cual dura aproximadamente 40

minutos.

Como la gran mayoria de las sustancias no se pueden ver directamente
por carecer de coloracion propia, se visualiza mediante la observacion a
la luz ultra-violeta o0 mediante el tratamiento con reactivos de coloracion
especificos, los que se aplican por pulverizacion, luego de esto
generalmente se suele calentar la placa hasta la aparicion de manchas de

colores caracteristicos, correspondientes a las sustancias de interés.

CLASES DE CROMATOGRAFIA

Segun el principio fisicoquimico que interviene en el proceso

cromatografico, la cromatografia puede ser de:

a. Absorcion
b. Particidon
c. Intercambio i6nico

d. Permeacion a través del gel, etc.
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Absorcion:

Este tipo es el mas usado en cromatografia de capa fina, en este sistema
las sustancias quedan retenidas en el soporte mediante fuerzas
electrostaticas de diferente densidad segun la polaridad de la sustancia
(la polaridad depende de la estructura molecular) de tal forma que cuando
el eluyente pasa sobre la muestra en su camino ascendente, arrastra las
sustancias con diferente velocidad, quedando separadas a lo largo de la

placa cuando la elucidn llega a su fin.

Los soportes usados con este sistema son:

¢ Silicagel
¢ Aluminio 6xido

e Florisil

Particion:

En este sistema la separacién de las sustancias se logra gracias a la
diferente solubilidad de las sustancias en la fase estacionaria (que esta
impregnada en el solvente), y en la fase movil o eluyente; de esta manera
tenemos que los componentes mas solubles en la fase estacionaria
migraran menos y los men-cs solubles migraran mas, lograndose asi la

disgregacién de la muestra en sus componentes.

Los soportes mas usados en este sistema son:

e Celulosa

e Tierra silicea
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Serie Eluotropica

Esta serie consiste en una dosificacion de los solventes que se usan en
crornatografia segun su poder de elucion, lo que estd determinado en
parte por su polaridad, constante dieléctrica, facilidad de formar puentes
de hidrogeno, etc., a continuacion enumeramos los solventes mas usados
en cromatografia, comenzando por los menos polares y terminando por

los mas polares:

e Hexano Acetonitrilo
¢ N-heptano 2-Propanol
¢ N-hexano Acetato de etilo

¢ Ciclohexano

¢ [so-octano

e Tetracioruro de
e carbono

e Tolueno

e Benceno

e Cloroformo

¢ Diclcrometano

e 1-Betanol

1 -Propanol
Etilmetilcetona
Acetona

Etanol

Dioxano
Tetrahidrofurano
Metanol

Agua

Mediante esta clasificacién es posible determinar el eluyente adecuado
para cada problema, asi pues, la polaridad del solvente a usar sera similar
a la polaridad de la sustancia que nos interesa aislar, esto es valido

siempre y cuando se trabaje la cromatografia de absorcion.

2.2.12. ANALISIS CUALITATIVO

Para identificar una sustancia recurrimos en primer lugar a comparar la

altura de migracion con la de estandares de la sustancia esperada, pues
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la altura de migracion es especifica para cada sustancia en condiciones
cromatogréaficas definidas, de tal manera, que si dos manchas tienen
diferente altura de migracion, con absoluta seguridad sabremos que
corresponden a sustancias diferentes, por otro lado, tenernos que si dos
manchas tienen la misma altura de migracion, lo mas posible es que
correspondan a la misma sustancia, la certera se loara verificando la
igualdad de altura de migracion en diferentes eluyentes y sobre lodo, utili-

zando reactivos de coloracion especifica para la sustancia de interés.

DM

DF

DM: Distancia medida desde el punto de aplicacién hasta el centro de la

Rf =

mancha.

DF: Distancia medida desde el punto de aplicacion hasta el frente del

solvente

GRAFICO 2.14.

PLACA DE SILICA GEL
%—
=

DF

[

ELABORADO: Fonseca Daniel
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Este valor aunque no es totalmente reproducible, es una guia muy util
para comparar resultados y evaluar procedimientos cromatograficos. En la
literatura relacionada con el tema se mencionan valores Rf para una gran

cantidad de sustancias.

2.2.13. ANALISIS SEMICUANTITATIVO

Se puede hacer evaluaciones semi-cuantitativas comparando el tamafio y
la intensidad de mancha de la sustancia problema frente a manchas de
patrones de diferente concentraciébn, que han sido aplicadas
simultdneamente, el grado de exactitud estd dado por el niumero de

diluciones de los patrones empleados.

2.2.14. ANALISIS CUANTITATIVO

Hay dos formas de hacer el andlisis cuantitativo:

a) Raspando la mancha de interés para luego extraer la sustancia
mediante un solvente adecuado y a continuacién determinar la
cantidad mediante titulacién o lectura colori métrica.

Este sistema aunque es exacto y facil de realizar, tiene la desventaja
de que se puede usar s6lo cuando la sustancia de interés se

encuentra en cantidades relativamente grandes.

b) Densitometria. Mediante este sistema la determinacién se hace
directamente sobre la placa midiendo la intensidad de la luz reflejada
y/o transmitida, utilizando un aparato llamado densitémetro, éste es el
sistema méas adecuado para hacer determinaciones cuantitativas en
cromatografia de capa fina, especialmente pruebas de toxicologia, por
el gran ahorro de tiempo y trabajo; por la exactitud y reproductividad

gue su empleo trae.
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2.3. CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad son todos los mecanismos, acciones, herramientas

gue realizamos para detectar la presencia de errores.

La funcion del control de calidad existe primordialmente como una
organizacién de servicio, para conocer las especificaciones establecidas
por la ingenieria del producto y proporcionar asistencia al departamento
de fabricacién, para que la produccién alcance estas especificaciones.

Como tal, la funcién consiste en la recoleccion y andlisis de grandes
cantidades de datos que después se presentan a diferentes

departamentos para iniciar una accién correctiva adecuada.

Todo producto que no cumpla las caracteristicas minimas para decir que
es correcto, sera eliminado, sin poderse corregir los posibles defectos de
fabricacion que podrian evitar esos costos afadidos y desperdicios de

material.

2.4. CADENA DE CUSTODIA

Es un procedimiento controlado que se aplica a los indicios materiales
relacionados con el delito, desde su localizacién hasta su valoracion por
los encargados de administrar justicia y que tiene como fin no viciar el
manejo de que ellos se haga y asi evitar alteraciones, sustituciones,

contaminaciones o destrucciones.
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GRAFICO 2.15.
CADENA DE CUSTODIA (MEDICINA LEGAL)

FUENTE: FOTOGRAFIA: DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE RIOBAMBA
ELABORADO POR: Fonseca Daniel

2.4.1. CADENA DE CUSTODIA PROCEDIMIENTO

1. El fiscal de turno autoriza que se proceda a realizar la toma de muestra
para el analisis toxicolégico.

2. Extraccién o recoleccion de la muestra de humor vitreo.

3. Transporte o traslado de la muestra a cargo del perito de turno.

4. Entrega de la Cadena de Custodia y de la muestra para posterior
analisis en el Laboratorio de Quimica Forense de Criminalistica de
Chimborazo.

5. La Hoja de Cadena de Custodia consta:

e Caracteristicas de la evidencia que se entrega, peso, volumen,
embalaje, material, prenda de vestir, etc.

e Nombre, firma y cédula de identidad de la persona que entrega las muestras

e Nombre, firma y cédula de identidad de la persona que recibe las muestras.

e Fechay hora de entrega

e Empresa que realiza el transporte si se daria el caso
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6. Chequear el numero de referencia de cada muestra y constatar con el
formulario enviado y comprobar la integridad de los precintos.

7. Al abrir los recipientes comprobar que las muestras y descripcion de las
mismas son correctas.

8. Fotografiar lo indicado y refrigerar las muestras para su posterior analisis.

2.5. NORMAS DE BIOSEGURIDAD

2.5.1. PRINCIPIOS DE LA BIOSEGURIDAD

1. Universalidad: Las medidas deben involucrar a todos los pacientes,
trabajadores y  profesionales de todos los  servicios,
independientemente de conocer 0 no su serologia. Todo el personal
debe seguir las precauciones estandares rutinariamente para prevenir
la exposicion de la piel y de las membranas mucosas, en todas las
situaciones que puedan dar origen a accidentes, estando 0 no previsto
el contacto con sangre o cualquier otro fluido corporal del paciente.
Estas precauciones, deben ser aplicadas para todas las personas,
independientemente de presentar o no enfermedades.

2. Uso de barreras: Comprende el concepto de evitar la exposicidon directa
a sangre y otros fluidos organicos potencialmente contaminantes,
mediante la utilizacion de materiales adecuados que se interpongan al
contacto de los mismos. La utilizacion de barreras (ej. guantes) no
evitan los accidentes de exposicion a estos fluidos, pero disminuyen las
probabilidades de una infeccion

3. Medios de eliminacion de material contaminado: Comprende el
conjunto de dispositivos y procedimientos adecuados a través de los
cuales los materiales utilizados en la atencion de pacientes, son

depositados y Elementos basicos de la bioseguridad.
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Los elementos basicos de los que se sirve la seguridad bioldgica para la
contencion del riesgo provocado por los agentes infecciosos son tres:

1. Préacticas de trabajo: Unas practicas normalizadas de trabajo son el
elemento mas basico y a la vez el mas importante para la proteccién de
cualquier tipo de trabajador. Las personas que por motivos de su
actividad laboral estan en contacto, mas o menos directo, con
materiales infectados o agentes infecciosos, deben ser conscientes de
los riesgos potenciales que su trabajo encierra y ademas han de recibir
la formacion adecuada en las técnicas requeridas para que el manejo
de esos materiales bioldgicos les resulte seguro. Por otro lado, estos
procedimientos estandarizados de trabajo deben figurar por escrito y
ser actualizados periddicamente.

2. Equipo de seguridad (o barreras primarias): Se incluyen entre las
barreras primarias tanto los dispositivos o aparatos que garantizan la
seguridad de un proceso (como por ejemplo, las cabinas de seguridad)
como los denominados equipos de proteccion personal (guantes,
calzado, pantallas faciales, mascarillas, etc).

3. Disefio y construccion de la instalacion (o barreras secundarias): La
magnitud de las barreras secundarias dependera del agente infeccioso
en cuestion y de las manipulaciones que con él se realicen. Vendra
determinada por la evaluacion de riesgos. En muchos de los grupos de
trabajadores en los que el contacto con este tipo de agentes patdégenos
sea secundario a su actividad profesional, cobran principalmente
relevancia las normas de trabajo y los equipos de proteccidén personal,
mientras que cuando la manipulacion es deliberada entraran en juego,

también, con mucha mas importancia, las barreras secundarias.
Los niveles de bioseguridad son estandares internacionales y su

clasificacion esta dada en funcion del grado de letalidad de las

enfermedades.
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Nivel 1

Nivel 2

Nivel 3

Nivel 4

No causales de
enfermedad en
adultos sanos

Asociados
conenfermedades
en adultos,
peligro de
infeccion por:
herida
percutanea,
ingestion,
exposicion de
membranas
mucosas

Exoéticos con
potencial de
transmisién  por
aerosoles,
causales de
enfermedades

serias o letales

Exoéticos
peligrosos con
alto riesgo de
enfermedad letal,
infecciones

transmisibles por
aire y por vias
desconocidas

Cuadro N° 2.5
NIVELES DE BIOSEGURIDAD

Trabajos
microbiolégicos
estandares

BSL-1 mas:
Acceso limitado,
Sefializacion  de
peligro bioldgico,

Manual de
bioseguridad
disponible,
descontaminacion
rutinaria de
desechos

seleccionados

BSL-2
Acceso
controlado,
Descontaminacion
de todos los
desechos,
Descontaminacién
de ropa de
trabajo, Controles
serologicos
periédicos

mas:

BSL-3 Mmas:
Cambio de ropa
antes de entrar al
recinto, Ducha
decontaminante al
salir del mismo,
todos los
materiales
descontaminados
para salir del
ambito

No se requieren

Gabinetes  de
seguridad Clase
| o Il para todas
las

manipulaciones
de agentes que

puedan causar
aerosoles 0]
derrames.
Guardapolvos,
guantes y
mascarillas
cuando se
requieran

BSL-2 para
todas las
manipulaciones,
respiradores

auténomos
cuando se
requieran

Todos los

procedimientos
llevados a cabo
en gabinetes
Clase ll, o
gabinetes Clase
Iy 1l en
combinacion

con traje
completo de
presién positiva

FUENTE: Manual para el uso por laboratorios nacionales New York 1997

Mesadas con
bachas y agua
corriente

BSL-1 mas:
autoclave
dedicada
BSL-2 mas:

Separacion fisica
de pasillos vy
laboratorios,

Puertas de
acceso doble con
cerradura

automatica, Aire
viciado no
recirculado, Flujo
de presién
negativa en el
laboratorio

BSL-3 mas:
Edificio aislado o
zona caliente.
Sistema de
circulacion de
aire, vacio vy
descontaminacion
dedicados.
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2.5.2. NORMAS DE BIOSEGURIDAD UNIVERSALES

Mantenga el lugar de trabajo en 6ptimas condiciones de higiene y aseo.

Evite fumar, beber y comer cualquier alimento en el sitio de trabajo.

No guarde alimentos, en las neveras ni en los equipos de refrigeracion
de sustancias contaminantes o quimicos.

Maneje todo paciente como potencialmente infectado. Las normas
universales  deben aplicarse con todos los  pacientes,
independientemente del diagndéstico, por lo que se hace innecesaria la
clasificacién especifica de sangre y otros liquidos corporales.

Lavese cuidadosamente las manos antes y después de cada
procedimiento e igualmente si se tiene contacto con material patdgeno.
Utilice en forma sistematica guantes plasticos o de latex en
procedimientos que con lleven manipulacion de elementos biologicos
y/o cuando maneje instrumental o equipo contaminado en la atencion
de pacientes.

Utilice un par de guantes por paciente. En caso de ser reutilizables
sométalos a los procesos de desinfecciébn, desgerminacion y
esterilizacion respectivos.

Absténgase de tocar con las manos enguantadas alguna parte del
cuerpo y de manipular objetos diferentes a los requeridos durante el
procedimiento.

Emplee mascarilla y protectores oculares durante procedimientos que
puedan generar salpicaduras gotitas -aerosoles- de sangre u otros
liquidos corporales.

Use batas o cubiertas plasticas en aquellos procedimientos en que se
esperen salpicaduras, aerosoles o derrames importantes de sangre u
otros liquidos orgéanicos.

Evite deambular con los elementos de proteccion personal en Optimas

condiciones de aseo, en un lugar seguro y de facil acceso.
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Mantenga sus elementos de proteccion personal en Optimas
condiciones de aseo, en un lugar seguro y de facil acceso.

Utilice equipos de reanimacion mecanica, para evitar el procedimiento
boca a boca.

Evite la atencién directa de pacientes si usted presenta lesiones
exudativas o dermatitis serosas, hasta tanto éstas hayan desaparecido.
Mantenga actualizados u esquema de vacunacién contra el riesgo de
HB.

Las mujeres embarazadas que trabajen en ambientes hospitalarios
expuestas al riesgo biolégico VIH/SIDA y/o Hepatitis B, deberan ser
muy estrictas en el cumplimiento de las precauciones universales y
cuando el caso lo amerite, se deben reubicar en areas de menor
riesgo.

Apligue en todo procedimiento asistencial las normas de asepsia
necesarias.

Utilice las técnicas correctas en la realizacion de todo procedimiento.
Maneje con estricta precaucion los elementos corto punzante y
dispongalos o deséchelos en recipientes a prueba de perforaciones.
Los que son para reutilizarse deben someter a los procesos de
desinfeccién, desgerminacion y esterlizacion; los que se van a
desechar, se les coloca en el recipiente hipoclorito de sodio a 5.000
ppm durante 30 minutos, se retira luego el hipoclorito y se esterilizan o
incineran. Puede emplearse otro tipo de desinfectante que cumpla los
requisitos minimos de este proceso.

No cambie elementos cortopunzantes de un recipiente a otro.
Absténgase de doblar o partir manualmente las hojas de bisturi,
cuchillas, agujas o cualquier otro material cortopunzante.

Evite desenfundar manualmente la aguja de la jeringa. Para ello utilice
la pinza adecuada y solamente gire la jeringa.

Absténgase de colocar el protector a la aguja y descartela en

recipientes resistentes e irrompibles.
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Evite reutilizar el material contaminado como agujas, jeringas y hojas
de bisturi.

Todo equipo que requiere reparacion técnica debe ser llevado a
mantenimiento, previa desinfeccion y limpieza. El personal de esta area
debe cumplirlas normas universales de prevenciéon y control del factor
de riesgo bioldgico.

Realice desinfeccion y limpieza a las superficies, elementos, equipos
de trabajo al final de cada procedimiento y al finalizar la jornada.

En caso de derrame o contaminacién accidental de sangre u otros
liquidos corporales sobre superficies de trabajo, cubra con papel u otro
material absorbente; luego vierta hipoclorito de sodio a 5.000 ppm (o
cualquier otro desinfectante indicado) sobre el mismo y sobre la
superficie circundante, dejando actuar durante 30 minutos; despueés
limpie nuevamente la superficie con desinfectante a la misma
concentracién y realice limpieza con agua y jabon. EI personal
encargado de realizar dicho procedimiento debe utilizar guantes,
mascarilla y bata.

En caso de ruptura de material de vidrio contaminado con sangre u otro
liquido corporal, los vidrios deben recogerse con escoba y recogedor,
nunca las manos.

Los recipientes para transporte de muestras deben ser de material
irrompible y cierre hermético. Deben tener preferiblemente el tapén de
rosca.

Manipule, transporte y envie las muestras disponiéndolas en
recipientes seguros, con tapa y debidamente rotuladas, empleando
gradillas limpias para su transporte. Las gradillas a su vez se
transportaran en recipientes herméticos de plasticos o acrilico que
retengan fugas o derrames accidentales. Ademas deben ser facilmente
lavables.

En caso de contaminacion externa accidental del recipiente, éste debe

lavarse con hipoclorito de sodio al 0.01% (1.000 ppm) y secarse.
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En las &areas de alto riesgo biolégico el lavamanos debe permitir
accionamiento con el pie, la rodilla o el codo.

Restrinja el ingreso a las areas de alto riesgo biolégico al personal no
autorizado, al que no utilice los elementos de proteccion personal
necesarios y a los nifios.

La ropa contaminada con sangre, liquidos corporales u otro material
organico debe ser enviada a la lavanderia en bolsa plastica roja.
Disponga el material patdégeno en bolsas resistentes de color rojo que
lo identifique con simbolo de riesgo biolégico.

En caso de accidente de trabajo con material corto punzante haga el
reporte inmediato de accidente de trabajo.

Los trabajadores sometidos a tratamiento con inmunosupresores no

deben trabajar en areas de riesgo biolégico.

2.6. PROCEDIMIENTO

2.6.1. PROTOCOLO PARA LA TOMA DE MUESTRA DE ORINA

GRAFICO Ne 2.16

TOMA DE MUESTRA DE ORINA DE LAS DIFERENTES CASAS DE SALUD DE LA
CIUDAD DE RIOBAMBA
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Autor: Fonseca Daniel

A.- HOSPITAL GENERAL DOCENTE DE CHIMBORAZO casa de salud
de la ciudad de Riobamba lugar principal de donde proviene la mayoria de
las muestras de orina que van hacer analizadas en el Laboratorios de

Quimica Forense de la Policia Judicial de Chimborazo.

B.- PACIENTE que se encuentra siendo valorado por los médicos del
hospital, posible intoxicado. Se registra los nombres completos del paciente,
hora, fecha de entrega de la muestra y causa posible del percance. Se

observa todos los cambios fisicos que presenta el cuerpo del paciente.

C.- LAS MUESTRAS DE ORINA recolectadas se las traslada al
laboratorio de Criminalistica de la Policia Judicial de Chimborazo en
algunos casos son llevados por los agentes policiales y en otros casos son
trasladados por los familiares de los pacientes que se encuentran en
dicha casa asistencial de salud

D.- LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DE LA POLICA JUDICIAL DE
CHIMBORAZO lugar en el que se va a realizar los distintos analisis quimicos
para detectar la presencia o no de toxicos en este caso de la presencia de

benzodiacepinas en muestras de orina.
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2.6.2. ROTULACION

GRAFICO Ne 2.17
INFORMACION DE LA MUESTRA

ﬂara un correcto andlisis toxicoldgico delch
constar con la siguiente informacion:

= Caso o Nombre

= Fechay hora de la toma de muestra
= Agente Fiscal de turno

* Persona que toma la muestra

= Tipo de muestra

= Peso/Volumen(opcional)
\i‘ g S k

J

Autor: Fonseca Daniel

A.- Muestra de orina rotulada correctamente.

2.6.3. CADENA DE CUSTODIA

Es el procedimiento legal que se debe seguir desde la toma de la muestra
de orina hasta la entrega de los resultados de los analisis.

Pasos a seguir

1. Seinforma al seflor Agente Fiscal de turno, para su respectiva
comparecencia indispensable.

2 Se toma la muestra por el analista acreditado en
presencia del sefior Agente Fiscal quien autoriza la toma.

3. Se traslada la muestra al Laboratorio de analisis, por un miembro del
Ministerio Publico, agente, policia o analista.

4. Se entrega los resultados por parte del analista acreditado por el
Ministerio Publico al sefior Agente Fiscal de turno, el cual solicita el

andlisis con fines investigativos.
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2.64. RECEPCION DE MUESTRAS EN EL LABORATORIO

GRAFICO Ne 2.18

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS EN EL
LABORATORIO

Fotografias: Laboratorio de Andlisis Toxicolégico

Autor: Fonseca Daniel

A. Recepcion de la muestra por el analista, mediante la respectiva cadena

de custodia, a través de un agente policial.

B. Se registra las muestras.

C.Se verifica minuciosamente las caracteristicas de las muestras

recibidas en el laboratorio.

D. Hoja de la cadena de custodia firmada por los miembros competitivos.
LA HOJA DE CUSTODIA CONSTA DE:

e Nombre y nUmero de cédula de la persona gue entrega las muestras
e Fechay hora de entrega

e Nombre y numero de cédula de la persona que recibe las muestras
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2.6.5.

e Chequear que el numero de referencia de cada muestra coincida con
el formulario enviado.

e Comprobar la integridad de los precintos.

e Se abre los recipientes y comprobar que la identificacion y descripcion
son correctas.

¢ Firma de los integrantes del proceso.

PREPARACION DE LOS ESTANDARES, REACTIVOS Y
REVELADORES

ELABORACION DEL ESTANDAR

Existe una alta variedad de benzodiacepinas que estan en nuestro medio
por tal manera se los ha clasificado a los mas conocidos comercialmente,

como.

e Toxicosy

o Moderadamente toxicos.

Las benzodiacepinas mas comunmente utilizadas en nuestro medio son
6, las mismas que derivan en un compuesto principal llamado oxacepam,
metabolito que se utilizé6 como estandar base para el analisis toxico de las

muestras de orina.

e BROMAZEPAM e CLORDIAZEPOXIDO
e CLONAZEPAM e DIAZEPAM
e ALPRAZOLAM e KETAZOLAM

Entre los principales estandares cuyos principios activos son los

siguientes:
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GRAFICO Ne 2.19
ESTANDARES

Autor: Fonseca Daniel

GRAFICO Ne 2.20
ELABORACION DE ESTANDARES

Fotografias: Laboratorio de Andlisis Toxicolégico

Autor: Fonseca Daniel
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A.- Diferentes estandares utilizados en la presente investigacion.

B, B1.- Se prepara los mismos en concentraciones al 1% en metanol.

C.- Estandares listos para el analisis de benzodiacepinas en capa fina.

2.6.6. PREPARACION DEL REVELADOR

El revelador para benzodiacepinas es el reactivo de dragendorff. Este
proporciona manchas naranjas, o amarillas dependiendo del tipo de
benzodiacepina.

GRAFICO Ne 2.

ELABORACION DEL REVELADOR

Fotografias: Laboratorio de Analisis Toxicolégico

Autor: Fonseca Daniel
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METODO 1

A. Se mezcla 1.3g de Nitrato de bismuto (lll) + 60 ml de agua + 10 ml de

acido acético glacial

B. Afadir 1.2g de ioduro de potasio en 30 ml de agua

C. Mezclar Ay B y aforar a 100 ml con agua destilada

D. Después de aforar, mezclar bien y esta listo el revelador

E. Se coloca la preparacién en un frasco &mbar para evitar el contacto de

los rayos ultravioleta para su conservacion.

METODO 2

A. Se mezcla 1g de Nitrato de bismuto (Ill) + 3 ml de acido clorhidrico 10
M.

B. Afadir 1g de ioduro de potasio + 15 ml de acido acético glacial
C.Mezclar A y B y aforar a 100 ml con agua destilada luego colocar la

preparacion en un frasco ambar para evitar el contacto de los rayos

ultravioleta para su conservacion.
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2.6.7. EXTRACCION

26.7.1. EXTRACCION LIiQUIDO - LiQUIDO

GRAFICO Ne2.22

EXTRACION DEL METABOLITO DE LAS
BENZODIACEPINAS PARTIR DE LA MUESTRA DE ORINA
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Fotografias: Laboratorio de Andlisis Toxicolégico
Autor: Fonseca Daniel
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.Muestra de orina, presenta poca interferencia, la cual se extrae con

diferentes solventes extractores el mas usado es el cloroformo.

.Se emplea para el proceso un embudo de separacion, se afade la
muestra de orina y el solvente extractor (cloroformo) en una proporcion
1:1.(30 ml de muestra + 30 ml de cloroformo) y afiadimos unas gotas

de hidroxido de sodio al 1% para llevar la preparacién a un Ph 9.

.Se agita el embudo con el contenido durante 5 con constante
movimiento, permitiendo que el solvente extractor obtenga la mayor
concentraciéon de la benzodiacepina

. Se separa la fase acuosa y organica.

. Se extrae la fase orgénica que contiene la benzodiacepina.

. Benzodiacepina  extraida mas solvente extractor para posterior

andlisis.

.Se deja evaporar a temperatura de 40 o 50 °C llevando la preparacion
la Sorbona (estar pendiente de la evaporacidon para que no se queme el

residuo que queda en el vaso de precipitacion).

.H1.Se re disuelve el residuo de benzodiacepina con 0.5 — 1 ml de
metanol y luego se procede a poner la disolucién en tubos de ensayo g
posteriormente deben ser refrigerados hasta el momento de la

aplicacién en las placas de silica gel.

Muestra lista para la aplicacion por cromatografia de capa fina.
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2.6.8. IDENTIIFICACION

2.6.8.1. METODO DE CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

2.6.8.1.1. PREPARACION DE LOS CAPILARES

GRAFICO Ne 2.23

REDUCCION DE LOS CAPILARES

Fotografias: Laboratorio de Andlisis Toxicolégico

Autor: Daniel Fonseca

A. Se somete el capilar a la accién del calor en el centro de la llama del

mechero.

B. Se separa en dos partes por efecto de la temperatura, con un extremo
terminado en punta.

C. Capilares con un diametro menor, listos para ser aplicados en la placa
de silica gel.
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2.6.8.1.2. PREPARACION DE LA PLACA SILICA GEL
GRAFICO Ne 2.24
ELABORACION DE LA PLACA
A B

Fotografias: Laboratorio de Analisis Toxicolégico

Autor: Daniel Fonseca

A. Se corta la placa de silica gel con un tamafio de 10cm de alto y el

ancho dependera del nimero de muestras que van hacer analizadas.

B. Se traza una linea desde la base inferior a la superior a una distancia
de 1.5 cm.

Se rotula la placa silica gel para las muestras y estandares.

2.6.8.1.3. PREPARACION DEL SISTEMA DE SOLVENTES

Para preparar el sistema de solventes se debe tener en cuenta que los
mismos van a pasar del estado liquido a un estado de vapor teniendo
presente que la cuba cromatografica este herméticamente cerrada, para
posterior saturacion. El sistema de solventes utilizado para esta

investigacion es:

e Cloroformo : Acetona (1:1)

¢ Metanol : Cloroformo (1:1)
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El sistema de solventes mas utilizado es Metanol: Cloroformo (1:1),
debido a que tiene mayor afinidad con las benzodiacepinas, el cual
permite que exista un mejor recorrido del sistema de eluyentes sobre la

placa de silica gel.

GRAFICO Ne 2.25
ELABORACION DEL SISTEMA DE SOLVENTES

Fotografias: Laboratorio de Andlisis Toxicolégico

Autor: Fonseca Daniel

A. A;.- Se afiade respectivamente los solventes en proporcion (1:1)

B. Se tapa herméticamente la cuba cromatografica.

C.Se mezcla para saturar los solventes en el interior de la cuba

cromatografica.
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2.6.8.1.4. DESARROLLO DE LA CROMATOGRAFIA

¢ Aplicacién de las muestras y estandares en la placa

Las aplicaciones de las muestras y estandares se deben hacer de 2 a 3

veces con un intervalo de 40 segundos por cada muestra

GRAFICO Ne 2.26
APLICACION DE LAS MUESTRAS Y ESTANDARES

Fotografias: Laboratorio de Analisis Toxicolégico

Autor: Fonseca Daniel
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A, A;.- Se absorbe la muestra en los capilares.
B, Bi1.- Se aplica los estandares en la silica gel.

C.- Se deja secar la placa a temperatura ambiente.

GRAFICO Ne 2.27
DESARROLLO CROMATOGRAFICO

A B

Fotografias: Laboratorio de Analisis Toxicologico

Autor: Daniel Fonseca

A.- Se introduce la placa de silica gel que contiene las muestras en el

interior de la cuba cromatogréfica.

B.- Los estandares y muestras empiezan a interactuar entre la fase mévil

y estacionaria por el principio de capilaridad y adsorcién.

C.- Se retira la placa y se deja secar a temperatura ambiente.

73



2.6.9. REVELADO

2.6.9.1. REVELADOR FiSICO

e Lampara Luz Ultravioleta

Se utiliza la lAmpara de luz ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm,

y se observa la aparicion de unas manchas fluorescentes de color violeta

sobre un fondo blanco.

GRAFICO Ne 2.28
REVELADO FisICO

Fotografias: Laboratorio de Analisis Toxicoldgico

Autor: Daniel Fonseca

A.- Se revela con lampara UV a 254 nm

2.6.9.2. REVELADOR QUIMICO

¢ Reactivo de Dragendorff

Mediante este reactivo aparecerdn manchas de color naranja, que resulta

positivo para los compuestos benzodiacepinicos
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GRAFICO Ne 2.29
REVELADO QUIMICO

Fotografias: Laboratorio de Andlisis Toxicologico
Autor: Fonseca Daniel

A.- Revelador quimico dragendorff

B, B1.- Se coloca el revelador en la placa

C.- Se deja secar a temperatura ambiente.

D.- Placa revelada presentando manchas de color naranja para posterior

calculo del Rf (factor de retencion).
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2.7. RESULTADOS

2.7.1. CALCULO PARA LA IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS
INVESTIGADAS MEDIANTE EL FACTOR DE RETENCION

DM
Rf = —
DS

Rf = factor de retencion

DM= distancia recorrida por la muestra

DS =distancia recorrida por el sistema de solventes
2.8. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

e Activacibn metabdlica. Biotransformacidn de una sustancia, de

toxicidad relativamente baja, en un derivado toxico
e Adiccion.  Aficion y sometimiento al uso regular de una sustancia en

busca de alivio, bienestar, estimulacion o vigor, frecuentemente con

desarrollo de necesidad de consumo.
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e Adsorcién Proceso por el cual una sustancia quimica queda total o
parcialmente retenida en algin medio que impide que dicha sustancia

siga distribuyéndose

e Agente toxico Cualquier agente quimico o fisico presente en los
sistemas bioldgicos capaz de producir efectos nocivos una vez absorbido

por los individuos que los habitan

e Alucinacion. Estado en que el individuo cree que esta percibiendo
estimulos (luminosos, sonoros, etc.) que en realidad no existen; son
frecuentes en las psicosis producidas por téxicos y en algunas

enfermedades mentales

e Antidoto. Sustancia capaz de contrarrestar o reducir el efecto de una
sustancia potencialmente téxica mediante una accidn quimica

relativamente especifica®

e Bioactivacion. Conversion metabodlica de un xenobidtico a un

derivado mas toxico.

e Disolventes Liquido en el cual puede ser disueltas otras

sustancias, solidas o Liquidas, para formar una solucion
e Psicofarmaco. Sustancia que modifica la actividad psiquica por
diversos mecanismos, fundamentalmente por accion sobre el sistema

nervioso central.

e Reactivo La descripcion de como una sustancia suelta energia bajo

ciertas condiciones (usualmente en la forma de calor).
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e Sedante. Sustancia que ejerce un efecto calmante o tranquilizante.

(Ansiolitico, anestésico narcético)

e TOXico Una sustancia que causa efectos biol6gicos adversos y

posiblemente dafiinos

e Toxina. Sustancia venenosa producida por un organismo, (microbio,

animal o planta)

e Toxicidad Capacidad que tiene una sustancia para causar dafio a
un organismo vivo. Una sustancia altamente toxica causara lesion a un
organismo si se le administra en cantidades muy pequefias y una
sustancia de baja toxicidad no producira efecto a menos que la cantidad

administrada sea grande.

Sin embargo, no es posible definir la toxicidad en términos cuantitativos
sin referirse a la cantidad de sustancia administrada o absorbida, la via

por la cual se administra esta cantidad (inhalacion, ingestion, inyeccion)

e Toxicidad Aguda Se refiere a los efectos que ocurren

inmediatamente después de la exposicidn a una sustancia toxica.

e Toxico-dindmica. Proceso de interaccion de una sustancia téxica con
los lugares diana, y las consecuencias bioquimicas y fisiopatoldgicas que

conducen a los efectos toxicos.

e Toxico-cinética. Expresion en términos matematicos de los procesos
que experimenta una sustancia toxica en su transito por el cuerpo.
Considera la velocidad de los procesos y las variaciones de las
concentraciones de las sustancias originales y de sus metabolitos en los

compartimientos.
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e Veneno Una sustancia toxica que puede causar muerte o

enfermedad.

¢ Xenobidtico Un quimico o mezcla quimica que es desconocida para

el cuerpo

e Volatilidad Capacidad de un compuesto de evaporarse a una

determinada presion y temperatura

2.9. HIPOTESIS

Determinaciéon de benzodiacepinas en muestras de orina, mediante el

método de cromatografia en capa fina que ingresan de las diferentes

casas asistenciales de salud de la Provincia de Chimborazo al

Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de la

Policia Judicial de Chimborazo

2.10. VARIABLES

2.10.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Cromatografia de capa fina

2.10.2. VARIABLE DEPENDIENTE

Determinacién de Benzodiacepinas
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2.11. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable

Variable
Independien
te

Cromatograf
ia de capa
fina

Variable
Dependiente

benzodiacep
inas

FUENTE: Manual para el uso por laboratorios nacionales New York 1997

Concepto

Método analitico
de separacion en
el cual los
metabolitos se
separan por la
interaccion de una
Fase Movil y una
Fase Estacionaria

mediante la
capilaridad 0
adsorcion

Las

benzodiacepinas
son
medicamentos
psicotropicos que
actian sobre el
sistema nervioso
central, Por ello se
usan las
benzodiacepinas
en medicina para
la terapia de la
ansiedad,
insomnio y otros
estados afectivos,
Los individuos que
abusan de drogas
estimulantes con
frecuencia se
administran
benzodiacepinas
para calmar su
estado animico

Categoria

Separacion
de
metabolitos

Depresor
del sistema
nervioso
central

Indicador

Determinacién
del factor de
retencion

Reveladores
fisicos y
guimicos

Somnolencia ,
Dificultades
en la
concentracion,
Problemas de
coordinacion,
Debilidad
muscular
Confusion.
Pérdida
memoria
depresiones y
embotamiento
emocional
aumenta el
nerviosismo vy
la agresividad

de

Técnica

Observacio
n de
separacion
de
metabolitos

Guia de
observaciéon

Observacio
n de
separacion
de
metabolitos

Guia de
observaciéon
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. METODO CIENTIFICO

Método deductivo: Este método nos ayudar4d a determinar las
causas Yy consecuencias que va a producir el problema de nuestra

investigacion.

Método Inductivo: Este método nos ayudard& a determinar
causas y consecuencias que originan el problema de nuestra

investigacion, dentro de la sociedad.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

Descriptiva: Se procederd a realizar una descripcion exacta del problema
encontrado en el laboratorio de quimica forense del departamento de

criminalistica de la policia judicial de Chimborazo.

Explicativa: Mediante el agotamiento de los recursos necesarios
realizaremos una indagacion previa utilizando la observacion y la
encuesta se detallara completamente y de manera eficiente todo el
protocolo para dicho proceso.
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3.3. DISENO DE INVESTIGACION

De Campo: Porque la investigaciéon se llevara a cabo en un determinado
lugar en donde el investigador y la muestra estan realmente en contacto
para que se pueda estudiar minuciosamente cada una de las

caracteristicas del fenémeno.

Experimental: La utilizacion del método de cromatografia de capa fina
dentro del laboratorio de quimica forense del departamento de
criminalistica de la policia judicial de Chimborazo, se constituye en la
variable de estudio, la misma sera observada tal como se da indicara en
el protocolo, y sera sujeta a manipulacion por parte del investigador,
siempre y cuando cuente con el debido conocimiento de las respectivas

normas de bioseguridad en el laboratorio.

3.4. TIPO DE ESTUDIO

3.4.1. POBLACION Y MUESTRA

3.4.1.1. POBLACION

Personas atendidas en las diversas casas asistenciales de salud de la
provincia de Chimborazo en el periodo comprendido de junio —
septiembre del 2012.

3.4.1.2. MUESTRA

Se trabajara con un promedio de 60 muestra de orina, que ingresan de

las diferentes casas asistenciales de salud de la provincia de Chimborazo
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al laboratorio de quimica forense del departamento de criminalistica de
la policia judicial de Chimborazo.

3.5. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Se utilizaran cuestionarios o formularios de peticion de examenes del
Laboratorio de quimica forense y los resultados emitidos por el

laboratorio de la institucioén.

3.6. TECNICAS PARA EL ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS.

Las técnicas que se utilizaran cromatografia de capa fina en muestra de
orina y se interpreta los resultados mediante la observacion visual,
microscépica y finalmente el respectivo reporte y entrega de resultados.
3.6.1. Técnica

Observacion directa

3.6.2. Instrumento

Proceso de extraccion

Método cualitativo
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CAPITULO IV

4. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Cuadro N° 4. 1 DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE
ORINA QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA
FORENSE DEL DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE LA
POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO DURANTE EL PERIODO DE
JUNIO - NOVIEMBRE DEL 2012.

NUMERO DE MUESTRAS DE ORINA PARA EL ANALISIS DE BENZODIACEPINAS EN
EL PERIODO JUNIO-NOVIEMBRE DEL 2012

MESES N° DE MUESTRAS

JUNIO

JULIO

AGOSTO

SEPTIEMBRE

OCTUBRE

NOVIEMBRE

TOTAL

NUMERO DE MUESTRAS DE ORINA PARA EL ANALISIS DE
BENZODIACEPINAS EN EL PERIODO JUNIO-NOVIEMBRE DEL 2012.

N2 DE MIUESTRAS PORCENTAIE
13
14 1
12 11
1; 1= y & & } 13,339%413,33%
e | o W
a | I =
2 | I— 3 -
o :
o = S S < o o) o < < <
= 5 o~ Sl Sl S5 & L S
STST o o SR P
A g S N v S <
<< * &8 S

INTERPRETACION DE RESULTADOS

El analisis se bas6 en una poblacién de 60 muestras que han ingresado
al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de
la Policia Judicial de Chimborazo en el periodos junio - noviembre del
2012: el 13.33% corresponde al mes de junio, el 20% al mes julio, el
18.33% al mes de agosto, el 21.66% al mes de septiembre, el 13.33% al
mes de octubre , y el 13.33% corresponde al mes de noviembre,
presumiendo asi que existe presencia de benzodiacepinas en orina con
mayor cantidad de pacientes en el mes de julio y septiembre.
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Cuadro N° 4. 2 DATOS ESTADISTICOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE EN

EL MES DE JUNIO- 2012

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE COMPUESTOS
BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN JUNIO DEL 2012

MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE

MUESTRAS )

POSITIVAS 2 25%

MUESTRAS

NEGATIVAS 6 3%
TOTAL MUESTRAS 8 100%

NUMERO DE MUESTRAS ~POSITIVAS 'Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN JUNIO DEL

2012

RESULTADO

PORCENTAJE

80

60tk

—— 40

1%
—— 0%

MUESTRAS POSITIVAS

MUESTRAS NEGATIVAS

0%

MUESTRAS POSITIVAS

MUESTRAS NEGATIVAS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el mes de Junio del 2012 ingresaron 8 muestras de las cuales 2
resultaron positivas para compuestos benzodiacepinicos, lo que significa
el 25%, las 6 restantes resultaron negativas, es decir el 75% total

analizadas.
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Cuadro N° 4. 3 DATOS ESTADISTICOSPOSITIVOS Y NEGATIVOS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE EL
MES DE JULIO DEL 2012

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN JULIO
DEL 2012
MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE

MUESTRAS

POSITIVAS 3 25%

MUESTRAS

NEGATIVAS 9 5%
TOTAL MUESTRAS 12 100%

NUMERO DE MUESTRAS ~POSITIVAS 'Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN JULIO DEL
2012

PORCENTAJE RESULTADO

a0k 10 9

0% S 8
b

% S 4 :

) R o 2

0% )

MUESTRAS POSTIVAS MUESTRAS NEGATIAS MUESTRAS POSTIVAS MUESTRAS NEGATIVAS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el mes de Julio del 2012 ingresaron 12 muestras de las cuales 3
resultaron positiva para compuestos benzodiacepinicos, lo que significa el
25%, las 9 restantes resultaron negativas, es decir el 75% total
analizadas
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Cuadro N° 4. 4 DATOS ESTADISTICOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE EN
EL MES DE AGOSTO 2012

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE COMPUESTOS
BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN AGOSTO DEL 2012

MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE
MUESTRAS POSITIVAS 0 0%
MUESTRAS
NEGATIVAS 11 100%
TOTAL MUESTRAS 11 100%

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN AGOSTO
DEL 2012

RESULTADO PORCENTAJE

i 100

0 0%

MUESTRAS POSITIVAS MUESTRAS NEGATIVAS MUESTRAS POSITIVAS MUESTRAS NEGATIVAS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el mes de Agosto del 2012 ingresaron 11 muestras de las cuales 0
resultd positiva para compuestos benzodiacepinicos, lo que significa el
0%, las 11 restantes resultaron negativas, es decir el 100% del total de
muestras analizadas, tomando como conclusiéon que en este mes no se
registraron percances de intoxicacion por uso o abuso de los diferentes
psicofarmacos presentes en nuestro medio.
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Cuadro N° 4.5 DATOS ESTADISTICOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE EN
EL MES DE SEPTIEMBRE DEL 2012

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN
SEPTIEMBRE DEL 2012

MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE

TOTAL MUESTRAS 13 100%

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS 'Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN
SEPTIEMBRE DEL 2012

RESULTADO PORCENTAJE

1 ’ 1000% 9.3
80005

10 B0k

: 0005

1 200% 1964
0 0% ——— S—
UESTRASPOSTIVAS MUESTRAS NEGATIVAS MUESTRAS POSTIVAS MUESTRAS REGATIVAS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el mes de Septiembre del 2012 ingresaron 13 muestras de las cuales
1 resultd positiva para compuestos benzodiacepinicos, lo que significa el
7.69%, las 12 restantes resultaron negativas, es decir el 92.33% total
analizadas
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Cuadro N° 4. 6 DATOS ESTADISTICOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE EN
EL MES DE OCTUBRE DEL 2012

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN
OCTUBRE DEL 2012

MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE

MUESTRAS
0
NEGATIVAS ! 87.5%
TOTAL MUESTRAS 8 100%

NUMERO DE MUESTRAS ~POSITIVAS 'Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN OCTUBRE
DEL 2012.

RESULTADO PORCENTAJE

3 7 100,0% £750%
B

b
B0

!
0

2 : 0 N3tk

0 |

MUESTRAS POSTIVAS MUESTRAS NEGATIVAS MUESTRAS FOSTTVAS MUESTRAS NEGATHAS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el mes de Octubre del 2012 ingresaron 8 muestras de las cuales 1
resultd positiva para compuestos benzodiacepinicos, lo que significa el
12.5%, las 7 restantes resultaron negativas, es decir el 87.5% total
analizadas.
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Cuadro N° 4. 7 DATOS ESTADISTICOS POSITIVOS Y NEGATIVOS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE EN
EL MES DE NOVIEMBRE DEL 2012

NUMERO DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN

NOVIEMBRE DEL 2012

MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE
MUESTRAS .
POSITIVAS ! 12.5%

TOTAL MUESTRAS

100%

NUMERO DE MUESTRAS

DEL 2012

POSITIVAS Y NEGATIVAS DE
COMPUESTOS BENZODIACEPINICOS ANALIZADOS EN NOVIEMBRE

RESULTADO

MUESTRAS POSITIVAS

MUESTRAS NEGATIVAS

PORCENTAJE

Q7 0ol
or U

12.50%

MUESTRAS POSITIVAS MUESTRAS NEGATIVAS

INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el mes de Noviembre del 2012 ingresaron 8 muestras de las cuales 1
resulté positiva para compuestos benzodiacepinicos, lo que significa el
12.5%, las 7 restantes resultaron negativas, es decir el 87.5% total

analizadas
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Cuadro N° 4. 8 DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE
ORINA, POSITIVO Y NEGATIVO QUE INGRESARON AL
LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DEL DEPARTAMENTO DE
CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO EN EL
PERIODO DE JUNIO- NOVIEMBRE DEL 2012

DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE ORINA, POSITIVO Y
NEGATIVO QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA

FORENSE
N° MUESTRA NEGATIVO
TOTAL 60 51
PORCENTAJE 100% 85%

DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE ORINA, POSITIVO Y
NEGATIVO QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA
FORENSE DEL DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE LA
POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

De las 60 muestras de Orina recolectadas desde junio a noviembre del
2012, se obtuvo 9 positivas para compuestos benzodiacepinicos, lo cual
representa un 15%, y 51 negativas para compuestos benzodiacepinicos,
lo cual representa un 85% del total analizado

93




Cuadro N° 4. 9 DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE
ORINA QUE PERTENECEN A PERSONAS DE SEXO MASCULINO Y
FEMENINO QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA
FORENSE EN EL PERIODO DE JUNIO-NOVIEMBRE DEL 2012.

DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE ORINA QUE
PERTENECEN A PERSONAS DE SEXO MASCULINO Y FEMENINO
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE

N° MUESTRA MASCULINO FEMENINO
TOTAL 60 16
PORCENTAJE 100%

DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE ORINA QUE
PERTENECEN A PERSONAS DE SEXO MASCULINO Y FEMENINO
QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DEL
DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE
CHIMBORAZO
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

De las 60 muestras de Orina recolectadas desde junio a noviembre del
2012, se obtuvo 44 que pertenecen a personas de sexo masculinos, lo
cual representa un 73.40%, y 16 muestras pertenecen a personas de
sexo femeninos, lo cual representa un 26.60% del total recolectado.
Siendo asi los de género masculino los consumidores principales y
mayoritarios de este tipo de droga o toxico cabe indicar que las
benzodiacepinas son utilizados no solo en el tratamiento de las personas
que presentan algun tipo de enfermedad a nivel del sistema nervioso
central, sino con la finalidad de ocasionar dafios al ser vivo ya sea en
robos, violaciones, homicidios, debido a que son sustancias que son
utilizadas como hipnéticos, sedantes o tranquilizantes. Cabe indicar que
existe gran cantidad de personas que han utilizado estas sustancias para
auto-eliminarse (suicidios), ya sea por causa de problemas de indole
econdmico, sentimental, social u otros.
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Cuadro N° 4. 10 DATOS ESTADISTICOS DE LOS FACTORES DE
RETENCION DE LOS ESTANDARES QUE SE UTILIZARON PARA LA
DETERMINACION DE BENZODIACEPINAS EN MUESTRAS DE
ORINA.

, FACTOR DE
ESTANDAR OPERACION RETENCION
(RESULTADO)
BROMAZEPAM re 26 RF = 0.66
39
CLONAZEPAM RE — % RF = 0.76
24
ALPRAZOLAM RF =2 RE =061
CLORDIAZEPOXIDO S % RF = 0.70
DIAZEPAM RF:%S RF = 0.41
KETAZOLAM RF:%% RF = 0.79

OXAZEPAM

0,76 0,79
0,66 e 0,65

000000000
CRrNWAUNONKY
D
IS
F

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los factores de retencién (Rf) de los estandares utilizados para la
determinacién de compuestos benzodiacepinicos en muestras de orina,
presentan resultados con un pequefio intervalo de diferencia para la
identificacién de dichos compuestos.
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Cuadro N° 4. 11 DATOS ESTADISTICOS DE LOS FACTORES DE
RETENCION (Rf) DE LAS MUESTRAS QUE RESULTARON POSITIVAS
PARA LA DETERMINACION DE BENZODIACEPINAS (METABOLITO
OXAZEPAM) ENMUESTRAS DE ORINA.

Ne OPERACION OPERACION RESULTADO
MUESTRA (ESTANDAR 1) (ESTANDAR 2) (Rf)
RF =22 RF=2 RF=2
Muestra 3 38 38 38
RF = 067 RF = 065 RF = 065
28 26 26.5
RF = — RF =— RF="""2
45 45
Muestra 8 =
RF =062 RF =057 RF =058
pp _ 295 op 22 pp_ 28
T 47 T 47 T 47
Muestra 11
RF =062 RF =061 RF =059
25 25 23
RF =— RF =— RF =—
46
Muestra 14 6 6
RF =054 RF =054 RF =105
23 225 22
RF = — RF = —— RF = —
50 50
Muestra 18 20
RF =045 RF = 045 RF = 044
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i 295 o 30 o 37
T 44 T 44 T 44
Muestra 40
RF = 067 RF = 068 RF = 084
255 25 30
RF=—51 RF:E RF:E
Muestra 44
RF =05 RF = 049 RF =058
20 19.5 24
RF = — RF = — RF =—
39 39 39
Muestra 50
RF =051 RF =105 RF =061
Muestra 56
20 19.5 23
RF = = RF = = RF = =
RF =051 RF =05 RF =058
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Cuadro N° 4. 12 DATOS ESTADISTICOS DE LOS FACTORES DE
RETENCION DE LAS MUESTRAS QUE RESULTARON POSITIVAS
PARA LA DETERMINACION DE BENZODIACEPINAS EN MUESTRAS
DE ORINA

OPERACION (ESTANDAR 1)
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

El factor de retencion de las muestras de orina 3, 8, 11, 14, 18, 40, 44, 50,
56 que ingresaron al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento
de Criminalistica de Chimborazo, presentan valores aproximados a los
estandares, lo que nos indica que se trata de compuestos
benzodiacepinicos.
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Cuadro N° 4. 13 COMPROBACION DE HIPOTESIS.

DATOS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS DE ORINA, POSITIVO Y
NEGATIVO QUE INGRESARON AL LABORATORIO DE QUIMICA

FORENSE
N° MUESTRA NEGATIVO
TOTAL 60 51
PORCENTAJE 100% 85%
100% g9,
80%
60%
40%
0
- 15%
w
POSITIVO NEGATIVO

De acuerdo al estudio realizado en la presente investigacion se determiné
gue de las 60 muestras de orina que se analizaron en el Laboratorio de
Quimica Forense del Departamento de Criminalistica de la Policia Judicial
de Chimborazo, 9 muestras de orina resultaron positivas para compuestos
benzodiacepinicos lo que corresponde a un 15% de la totalidad de las
muestras analizadas, comprobando asi la hipétesis de la presente
investigacion, demostrada por la incidencia del consumo de los diferentes
psicofarmacos que estan en nuestro medio siendo los consumidores
mayoritarios las personas de género masculino, ya sea para usos
médicos o delictivos.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

¢ Mediante esta investigacion se adquiri6 mayor conocimiento acerca de
la toxico-cinética (absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién) del

toxico, siendo los érganos mas afectados el rifion y el baso,

e A través de la extraccion liquido — liquido se realizé la purificacion de
los compuestos benzodiacepinicos a partir de muestras de orina que
ingresan al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de
Criminalistica de la Policia Judicial de Chimborazo, obteniendo un alto
grado de concentracién y pureza del téxico que conlleva a resultados

satisfactorios durante el analisis cualitativo.

e Por medio de la cromatografia en capa fina (prueba cualitativa
confirmatoria), para la identificacion de los compuestos
benzodiacepinicos y al realizar los calculos de los respectivos factores
de retencion (Rf), se determind la presencia o ausencia de este toxico

en muestras de orina.

e En el presente trabajo investigativo se realizo el andlisis a 60 muestras
(orina) para la identificacion de compuestos benzodiacepinicos, de las
cuales 9 muestras fueron positivas, 1o que corresponde al 15%
mientras que 51 muestras resultaron negativas, lo que corresponde al
85 %, por lo consiguiente existi0 un alto grado de incidencia de
intoxicacion en persona que se han encontrado relacionadas directa o
indirectamente por estas sustancias nocivas por diferentes causas o

factores personales 0 externos.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Al realizar los andlisis se debe tomar en cuenta las normas de
bioseguridad para evitar posibles contaminaciones debido a que todas

las muestras que ingresan al laboratorio son potencialmente peligrosas.

o Al realizar la extraccion de la muestra se debe utilizar las cantidades
exactas tanto del solvente extractor como de la muestra para poder

obtener el téxico libre de impurezas.

e Se debe aplicar los protocolos correctamente al realizare el analisis y

asi obtener resultados satisfactorios.

e Alrealizar la aplicacion de las muestras se debe evitar tocar la placa de
silica gel con los dedos porque esto interfiere en el revelado y en los

resultados.
¢ Al momento de preparar el reactivo revelador el nitrato de bismuto (lll)
debe ser pesado en cantidades exactas para evitar tener falsos

negativos.

e Se debe trabajar en un lugar ventilado debido a que las muestras y

reactivos con los que se trabajan son altamente toxicos.

¢ EIl material utilizado para los analisis deben ser lavados y esterilizados

inmediatamente después de su uso.
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ANEXO No 1

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA DEL ECUA
HOSPITAL PROVINCIAL GENERAL DOCENTE RIOBAMBA

Fuente: HOSPITAL GENERAL PROVINCIAL DOCENTE DE RIOBAMBA
Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No 2

Fuente: SALA DE EMERGENCIA DEL HOSPITAL PROVINCIAL GENERAL DOCENTE DE
REIOBAMBA
Elaborado: Fonseca Daniel
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ANEX No.3

Fuente: DEPARTAMENTO DE CUIDADOS INTENSIVOS: VALORACION DEL PACIENTE
INTOXICADO Q INGRESA AL HOSPITAL GENERALDOCENTE DE RIOBAMBA
Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No. 4

Fuente: LABORATORIO DEL HOSPITAL GENERAL DE RIOBAMBA
Elaborado: Fonseca Daniel
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ANEXO No 5

Fuente: TOMA DE MUESTRA DE ORINA
Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No 6

Fuente: DEPARATAMENTO DE CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO
Elaborado: Fonseca Daniel

114



ANEXO No 7

Fuente: MIEMBROS DE CRIMINALISTICA DE LA POLICIA JUDICIAL DE CHIMBORAZO
Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No 8

Fuente: ENTRADA DEL LABORATORIO DE QUIMICA FORENSE DE CRIMINALISTICA DE LA
PROVINCIA DE CHIMBORAZO
Elaborado: Fonseca Daniel
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ANEXO No 9

Fuente: SITIO DE TRABAJO PARA EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE ORINA EN GENERAL

Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No 10

Fuente: REACTIVOS DEL LABORATORIO DE QUiMICA FORENSE DE CRIMINALISTICA DE LA PROVINCIA
DE CHIMBORAZO
Elaborado: Fonseca Daniel
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ANEXO No 11

Fuente: EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO DEL METABOLITO DE BENZODIACEPINAS DE LAS
MUESTRAS DE ORINA

Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No 12

Fuente: ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS METABOLITOS OBTENIDOS EN LA EXTRACION
LIQUIDO-LIQUIDO
Elaborado: Fonseca Daniel

117



ANEXO No 13

Fuente: REVELADO FISICO DE LA PLACA DE SILICA GEL CON RAYOS UV A 254nm

Elaborado: Fonseca Daniel

ANEXO No 14

Fuente: REVELADO QUIMICO DE LA PLACA DE SILICA GEL CON REACTIVO DE DRAGENDORFF
Elaborado: Fonseca Daniel
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ANEXO No 15
FUENTE: DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE CHIMBORAZO
DOCUMENTO DE RECEPCION DE MUESTRA Y ENTREGA DE

RESULTADOS Q SE REALIZON EN UN ANALISIS TOXICOLOGICO

LIONAL 25
R o WA 7] Q.%
& Ip

POLICIA NACIONAL DEL ECUADOR
DIRECCION NACIONAL DE LA POLICIA JUDICIAL E INVESTIGACION
DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE CHIMBORAZO
CADENA DE CUSTODIA

Con fines periciales se recibe la (s) evidencia (s) de
Oficio reCibido ......oviinii

Entregado POr
Firma. ...

Gl Hora
............................................ Fecha......................

Recibido  por Firma
Gl Hora
........................................... Fecha .......................
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Gl Hora
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POLICIA NACIONAL DEL ECUADOR
DIRECCION NACIONAL DE LA POLICIA JUDICIAL E INVESTIGACION
DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE CHIMBORAZO
CADENA DE CUSTODIA

OfiCIONO. ...
Riobamba.............o
Informe toxicologico NO...........ccceevnene
CASO:
AGENTE FISCAL DE
En su despacho .-
De mi consideracion:
Bl SUSCHItO o Presenta el
siguiente informe toxicoldgico
l. OBJETO DE LA PERICIA
Investigar la presencia de toxicos en muestra de orina .
. ELEMENTOS RECIBIDOS

En el Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de Criminalistica

de Chimborazo el did. Y
hora.........cooiiiiii Se recibe por parte del
(1= 1 [0] P un envase de orina rotulado

........................................ En cuyo interior se encuentra la

muestra.......... para lo cual se solicita realizar el analisis toxicoldgico
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FUNDAMENTOS TECNICOS
El analisis toxicologico consiste en el conjunto de medios técnicos
confirmatorios como lo son la cromatografia en capa fina y la
cromatografia de gas-liquido; mediante los cuales se identifican los
toxicos teniendo en cuenta sus propiedades quimicas, fisicas y biol6gicas
OPERACIONES REALIZADAS

4.1EXTRACCION

4.2 ANALISIS CUALITATIVO

4.3ANALISIS CONFIRMATORIOS POR CROMATOGRAFIS EN CAPA
FINA

V. CONCLUCIONES
5.1De acuerdo al analisis se reporto como resultado lo siguiente
COMPUESIOS. ..t
POSITIVO ( Baja concentracion)
Es todo cuanto puedo informar

Nota. Se consumi6 la totalidad de la muestra

El presente Informe Pericial
L@ 1) 1 11 YA PPN

Atentamente

PERITO QUIMICO:
DISTRIBUCION

Original: destino

COPIA: SECRETARIA ADJUNTO: LO INDICADO
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POLICIA NACIONAL DEL ECUADOR
DIRECCION NACIONAL DE LA POLICIA JUDICIAL E INVESTIGACION
DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE CHIMBORAZO
CADENA DE CUSTODIA

OFICIONO...c.ceiiiiiiiiiceiieee
RIOBAMBA ...,
CASO : .o
AGENTE FISCAL DE CHIMBORAZO
En su despacho
Por medio del presente me permito remitirle a usted el informe pericial
toxicologico No............ elaborado por el Dr.

................................................... relacionado con el caso

Particular que pongo en su conocimiento para los fines pertinentes de la
ley.

Aprovecho la oportunidad para expresarle mis sentimientos de alta
consideracion y estima

Atentamente

DIOS, PATRIAY LIBERTAD
JEFE DEL DEPARTAMENTO DE CRIMINALISTICA DE CHIMBORAZO
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ANEXO 16. SOLICITUD DE ANALISIS TOXICLOGICO

INSTITUTO NACIONAL DE HIGUIENE

Y MEDICINA TROPICAL
“LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ”
QUITO - ECUADOR

SOLICITUD DE ANALISIS TOXICOLOGICO

Solicitado por

Unidad de Salud

Fecha

Nombre del paciente

Edad

Ocupacion

Antecedentes a la intoxicacion

Cuadro clinico (

tratamiento aplicado , estado del paciente)

signos, sintomas,

Tipo de muestra

Fechay Hora de la Toma de muestra

Fechay hora de ingreso al laboratorio

ANALISIS SOLICITADO

VOLATILES
Alcohol Etilico
Alcohol Metilico
Formaldehido
Hidrocarburos
Bipiridilos
atrazina

DROGAS DE ABUSO
Anfetaminas

Barbittricos
Benzodiacepinas (X)
Cocaina

Canabinnoles/ Marihuana
Dep. del opio
Alcaloides/Escopolamina

GASEOSOS
Carboxihemoglobina
Cianuros

ANTICONVULSIVANTES
Carbamazepina Organoclorados
Fenobarbital

Difenihidantohina Carbamatos

MEDICAMENTOS
Salicilatos
Paracetamol
Tiopental

AINE

Otros.

PLAGUICIDAS
Organo fosforados
Cumarinicos
Piretroides

INORGANICOS
Fosforos

Plomo

Mercurio

OTRAS SUSTANCIA QUIMICAS

Nombre/ Firma/ Cédigo/ Medico

.......... Cedula No

NOTA: ES OBLIGATORIO COMPLETAR TODOS LOS DATOS INFORMATIVOS
Informacién Toxicologica CIATOX telf.. 022905162. E-mail. ciatoxecu@gmail.com

124



mailto:ciatoxecu@gmail.com

