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DESCRIPCION
Marcadores 6pticos cifrados para aplicaciones de seguridad
Antecedentes

La presente invencién se refiere a un método para marcar de manera cifrada un item. Los marcadores
fluorescentes son Utiles como marcadores de identificaciéon y seguridad, pero la ventaja de que se puedan
visualizar facilmente irradiando con luz de longitud de onda de excitacién apropiada es también una desventaja
porque el marcador fluorescente puede detectarse, analizarse y copiarse facilmente, haciéndolos sujetos a
falsificacién. El documento DE2518871 divulga un método de la técnica anterior para marcar de manera cifrada
un item.

Resumen

La presente invencién proporciona un método para marcar de manera cifrada un item, haciendo uso de
marcadores cifrados que no son facilmente detectables, pero que pueden revelarse mediante tratamiento con
un reactivo especifico usado como revelador para revelar una propiedad fisica facilmente detectable del
marcador, tal como, una emisién de fluorescencia caracteristica después de la excitaciéon con una longitud de
onda de excitacion particular.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a un método para marcar de manera cifrada un item, el
método que comprende:

proporcionar un profluoréforo polimerizable que sea capaz de producir un compuesto fluorescente tras la
reaccion con un revelador, en donde el profluoréforo polimerizable encapsula un marcador de seguridad de
ADN; y

recubrir el item con un recubrimiento que comprende el profluoréforo; o unir una etiqueta o indicios que
comprendan el profluordforo al item; o incrustar el profluoréforo en al menos una porcidén del item;

y proporcionar asi un item marcado de manera cifrada.

El marcador cifrado se puede revelar in situ, o se puede retirar una muestra cepillando, raspando o rayando el
objeto o item marcado y revelando el marcador cifrado o una muestra del mismo con el revelador apropiado
para revelar un marcador manifiesto o una sefial 6ptica. El marcador puede revelarse mediante la exposicién
del marcador cifrado in situ 0 una muestra del mismo al revelador en solucién, un aerosol, un vapor o un sélido,
tal como, por ejemplo, un polvo o granulos que incluyen el revelador.

Alternativamente, puede haber una transferencia suficiente de las moléculas marcadoras cifradas desde el
objeto o item marcado simplemente pasando un hisopo que lleva el revelador, por ejemplo, un hisopo
empapado en una solucién del revelador o un hisopo en el que el revelador esta unido o inmovilizado
covalentemente. Las moléculas marcadoras cifradas transferidas se revelan luego sobre o dentro del hisopo,
o sobre el objeto o item marcado. El hisopo, o el objeto o item marcado, puede inspeccionarse facilmente para
detectar la presencia de las caracteristicas 6pticas reveladas, tal como fluorescencia con emisién a una longitud
de onda especifica después de la excitaciéon con la longitud de onda de luz apropiada.

El revelador puede ser un revelador quimicamente reactivo que reacciona con el marcador para producir un
producto marcador detectable, o el revelador puede ser un agente quelante u otro agente aglutinante que en
combinacién con el marcador produce un producto marcador detectable.

El método de la presente invencién comprende el uso de un "fluoréforo cifrado” (también denominado en este
documento "profluoréforo”) y no tiene las propiedades de un fluoréforo y, por lo tanto, es dificil de reconocer
como marcador de seguridad, pero durante el revelado o la reaccién con un revelador, que es un reactivo
especifico adecuado para el revelado del profluoréforo, se transforma en un fluoréforo con una sefial facilmente
detectable. Ademas, el cifrado suele mejorar la estabilidad fisica y quimica del profluoréforo.

En una realizacién, los marcadores de la presente invencién combinan las caracteristicas tanto de los
fluoréforos cifrados como de los croméforos cifrados, en donde los fluoréforos cifrados no son fluorescentes o
esencialmente no fluorescentes y los croméforos cifrados son incoloros o esencialmente incoloros, lo que los
hace dificiles de detectar o reconocer como marcadores de seguridad. Sin embargo, durante el revelado o la
reaccion con un revelador, estos marcadores cifrados se transforman en un fluoréforo facilmente detectable y
un croméforo facilmente detectable. En una realizacién, dicho marcador combinado se puede interrogar
simultdneamente para determinar la fluorescencia con luz UV de una longitud de onda de excitacién apropiada,
asi como el color visible a simple vista mediante inspeccién visual del marcador iluminado después del revelado
con un revelador apropiado. Los marcadores cromogénicos (también denominados en este documento
"cromébgenos" o "procroméforos”) de la presente invencién son "cromoéforos cifrados" y son incoloros o casi
incoloros y, por tanto, son dificiles de reconocer como marcadores de seguridad, pero al revelarse o reaccionar
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con un revelador, un reactivo especifico, se transforman en un croméforo facilmente detectable. En una
realizacién, los croméforos de la invencién se hacen visibles a simple vista después del revelado de los
respectivos marcadores cromogénicos con el reactivo revelador especifico del marcador cromogénico.

El marcador esta incrustado en el item de interés.

El item de interés puede frotarse, frotarse o tratarse con un hisopo empapado en una solucién de un revelador,
que es un reactivo especifico, capaz de transformar el marcador fluoréforo cifrado o el compuesto marcador
cromogénico en un fluoréforo o croméforo, respectivamente, con

una sefial facilmente detectable. En una realizacién, el revelador puede inmovilizarse en el hisopo, por ejemplo,
mediante adsorcién o mediante enlace covalente. Alternativamente, el item de interés puede exponerse
directamente al revelador en forma de vapor, aerosol o solucién. El revelado de

y la autenticacién del marcador fluoréforo cifrado o del compuesto marcador cromogénico se puede realizar
mediante cualquier método adecuado, tal como por ejemplo y sin limitacién, en un solo paso en donde el
marcador fluoréforo cifrado o el compuesto marcador cromogénico se revela directamente in situ en o sobre el
objeto marcado, o en un procedimiento de dos pasos, en donde el marcador se transfiere primero a un
dispositivo de muestreo o hisopo, etc., y luego se trata con un revelador apropiado suministrado en forma de
vapor, aerosol o solucién, o rociando el dispositivo de muestreo o hisopo, etc. con un polvo o granulos que
consisten en o contienen el revelador.

Descripcion detallada
Definiciones

Alquilo, como se usa en este documento, se refiere a un radical hidrocarbonado monovalente de cadena lineal
o ramificada saturado de un nimero especifico de atomos de carbono. Por lo tanto, la expresidn alquilo incluye,
pero no se limita a, metilo (Q alquilo), etilo (alquilo C2), propilo (alquilo C3), isopropilo (también alquilo C3), n-
butilo (alquilo C4), isobutilo (también alquilo C4), sec-butilo (también alquilo C4) y t-butilo (también alquilo C4).

Alquenilo se refiere a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que tiene al menos un doble
enlace entre dos dtomos de carbono.

Alquinilo se refiere a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que tiene al menos un triple
enlace entre dos dtomos de carbono.

Cicloalquilo, como se utiliza en este documento, significa un sustituyente o grupo de enlace de un sistema de
anillo hidrocarbonado monociclico, policiclico o con puente saturado. En un anillo de cicloalquilo sustituido, el
sustituyente esta unido al atomo de carbono del anillo reemplazando un atomo de hidrégeno. Por ejemplo,
cicloalquilo C3-C10 designa un anillo de tres a diez 4tomos de carbono, o un anillo de tres 0 mas 4tomos de
carbono en donde los atomos de carbono restantes forman uno o mas sustituyentes alquilo del anillo.

Heterociclilo, como se usa en este documento, significa un sustituyente o grupo de enlace de sistema de anillo
hidrocarbonado monociclico, policiclico o con puente, saturado, parcialmente insaturado o insaturado, en donde
al menos un atomo de carbono del anillo ha sido reemplazado por un heteroatomo tal como, entre otros,
nitrégeno, oxigeno, azufre, selenio, boro o fésforo. Un sistema de anillos de heterociclilo puede ser un sistema
de anillos que tiene uno, dos, tres o cuatro atomos de nitrégeno en el anillo, o un sistema de anillos que tiene
cero, uno, dos o tres atomos de nitrégeno en el anillo y un 4&tomo de oxigeno o azufre en el anillo. El sistema
de anillos heterociclico puede incluir mas de un heteroatomo en el anillo. Un sustituyente heterociclilo se deriva
al retirar de un atomo de hidrégeno de un Unico atomo de carbono o nitrégeno del anillo. Heterociclilo incluye,
pero no se limita a, furilo, tienilo, 2H-pirrol, 2-pirrolinilo, 3-pirrolinilo, pirrolidinilo, pirrolilo, 1,3-dioxolanilo,
oxazolilo, tiazolilo, imidazolilo, 2-imidazolinilo, imidazolidinilo, 2-pirazolinilo, pirazolidinilo, pirazolilo, isoxazolilo,
isotiazolilo, oxadiazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, tetrazolilo, 2H-piranilo, 4H-piranilo, piridinilo, piperidinilo, 1,4-
dioxanilo, morfolinilo, 1,4-ditianilo, tiomorfolinilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, piperazinilo, azepanilo,
diazepinilo, indolizinilo, indolilo, isoindolilo, 3H-indolilo, indolinilo, benzo[blfurilo, benzo[bltienilo, 1H-indazolilo,
bencimidazolilo, benzotiazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, quinolinilo, isoquinolinilo, cinolinilo, ftalzinilo,
quinazolinilo, quinoxalinilo, 1,8-naftiridinilo, pteridinilo, quinuclidinilo.

Como se sefial6 anteriormente, heterociclilo también incluye heterociclos arométicos, tales como pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, triazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, furilo, tienilo, piridilo, pirazinilo,
pirimidinilo, y puede estar opcionalmente sustituido, por ejemplo con alquilo. Heterociclilo también incluye
heterociclilos biciclicos con uno o ambos anillos que tienen un heterodtomo, por ejemplo, imidazopirazinilo,
benzofuranilo, benzodioxolilo, benzotiofenilo y quinolinilo.

Arilalquilo significa un grupo arilo unido al atomo de carbono del extremo de un grupo alquilo tal como, por
ejemplo, alquilo C1-C4.
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Arilo significa un sustituyente o grupo de enlace de un sistema de anillo hidrocarbonado monociclico o
policiclico, conjugado con electrones 1, aromético e insaturado, de seis, ocho, diez o catorce atomos de
carbono. Un grupo arilo se deriva al retirar un 4tomo de hidrégeno de un atomo de anillo de carbono. Arilo
incluye, pero no se limita a, fenilo, naftalenilo, azulenilo y antracenilo.

Halo- significa fluoro (-F), cloro (-C1), bromo (-Br) o yodo (-1).

Carboxilo significa un sustituyente de férmula -COCH.

Hidroxilo significa un sustituyente de formula -OH.

Ciano significa un sustituyente de férmula -C=N.

Nitro significa un sustituyente de férmula -NO2.

Oxo significa un sustituyente de férmula =O en el que el &tomo de oxigeno tiene un doble enlace.

Amino significa un sustituyente de férmula -NH> o un grupo de enlace que tiene la formula -NH-.
Algquilamino o dialquilamino significa un sustituyente de formula -NH-alquilo o -N(alquil),, respectivamente.
Azido significa un sustituyente de férmula -Nstambién representado como -N=N* =N-.

Se discutirdn a continuacién los compuestos Utiles en la practica de la presente invencién. Los profluoréforos
cifrados pueden volverse polimerizables mediante la adicién de grupos funcionales apropiados. Los
compuestos Utiles en la practica de la presente invencién como profluoréforos marcadores o compuestos
cromogénicos incluyen formas profluoréforas de colorantes de xantano tales como rodaminas, rodoles y
fluoresceinas, asi como derivados de cumarina, cianina y oxazina.

Hsquema general |

Revelador

El esquema | muestra el caso general de un profluoréforo (Pro-FL) también denominado indistintamente en
este documento compuesto fluorogénico, tratado con un revelador para producir un compuesto fluorescente
(FL*) que tiene una longitud de onda de emisién caracteristica cuando se estimula con luz de la longitud de
onda de excitacién apropiada, en donde la luz emitida es facilmente detectable ya sea a simple vista o mediante
medicién espectroscépica.

Esquema general H

Revelador
(“fH.i‘:{wg{?i‘?é SRR —— . | "

El esquema Il muestra el caso general de un compuesto cromogénico (gen CHR) también denominado
indistintamente en este documento forma leuco de un croméforo (es decir, un cromégeno) tratado con un
revelador para producir un croméforo o tinte (CHR*) que tiene una absorcién caracteristica que es facilmente
detectable a simple vista o mediante medicién espectroscépica.

Ejemplos de derivados de fluoresceina utiles en la practica de la presente invencién como profluoréforos
marcadores o compuestos cromogénicos son derivados de cada uno de los siguientes compuestos:

4
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fluoresceina, 5-(y-6-)-carboxiflucresceina (FAM), 5-(y-6)-4,7,2',7'tetraclorofluoresceina (TET), 5-(y-6)-
2'4'4,5' 7' 7-hexaclorofluoresceina (HEX), 5-(y-6)-carboxi-4',5'-dicloro-2', 7*-dimetoxifluoresceina (JOE), eosina
Y (2,45 7'-tetrabromofluoresceina), Eosina B (4',5'-Dibromo-2',7'-dinitrofluoresceina), Rosa de Bengala
(4,5,6,7-Tetracloro-2',4',5', 7'-tetrayodofluoresceina), Eritrosina  (2',4',5',7"-Tetrayodofluoresceina), 2,7-
Diclorofluoresceina, Amarillo Yakima, VIC, NED y muchos méas conocidos por los expertos en la técnica de los
compuestos y tintes fluorescentes. Estos derivados son generalmente incoloros o esencialmente incoloros y
carecen de fluorescencia apreciable; y puede tratarse con un revelador adecuado para producir el compuesto
fluorescente o el tinte mismo.

Ejemplos de rodaminas utiles como profluoréforos marcadores o compuestos cromogénicos incluyen, por
ejemplo: derivados de tetrametilrodamina (TRITC), 5-(y-6)-carboxitetrametilrodamina (TAMRA), 5-(y-6)-
carboxi-X-rodamina (ROX), Rodamina 110 (sales de xantilio, 3,6-diamino-9-(2-carboxifenil)-), Rodamina B,
Rodamina 6G, etc.

Ejemplos de oxazinas utiles como profluordéforos marcadores o compuestos cromogénicos incluyen derivados
de: rojo nilo, azul nilo, violeta de cresilo y oxazina 170, etc., que se puede tratar con un revelador para revelar
el marcador rojo nilo, azul nilo, violeta de cresilo u oxazina 170 no derivatizados.

Por ejemplo, en una realizacién, el profluoréforo puede ser un xantano, tal como por ejemplo:

Farmula

en donde R4, R2, R3, R4, Rs, Rs, R7, Rs, R9 y R10 se seleccionan cada uno independientemente de hidrégeno,
halégeno (F, Cl, Br, ), nitro (NO3), ciano (CN), carbonilo (CHO o C(O)R), Ci-Cs

alquilo, arilo y cicloalquilo C3-Cs, cada uno opcionalmente sustituido con uno o mas grupos funcionales tales
como carboxilo, carbonilo, amino, ciano, nitro, alquilo, alquenilo, alquinilo o azido.

Alternativamente, un par de grupos R seleccionados independientemente de R1, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, R7, Rs, Ro
y R1o pueden formar un anillo entre si o entre R, (uno de R1-R10) y X0 Y 0 ambos; X e Y son oxigeno sustituido,
X=0R o nitrégeno, Y=NRR' en donde los sustituyentes

R y R' se seleccionan independientemente entre hidrégeno, alquilo C4-Cs, arilo, acilo C1-Cg (estando cada
alquilo, arilo y acilo opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente
de halo, nitro (NO>) y alquilo C4-Cs3), alquilsulfonilo (RSO- -) y arilsulfonilo (ArSO»-), (en donde el alquilsulfonilo
y el arilsulfonilo estan opcionalmente sustituidos con uno a ftres sustituyentes seleccionados
independientemente de halo, nitro (NO») y alquilo C4-C3), trialquilo y triarilsililo; y Z representa oxigeno (O),
azufre (S), selenio (Se) o nitrégeno sustituido (N-R"), en donde R" se define como para R anteriormente; o R"
es un grupo amino, NR'R"", un grupo hidroxilo u OR", en donde

R" se selecciona independientemente entre las opciones para R como se define anteriormente.

En una realizacién, el profluoréforo (Pro-FL) util en la practica de la presente invencién se puede preparar a
partir del fluoréforo (FL *) mediante conversiones quimicas, conocidas en la técnica, y como se representa en
el esquema general lll, como se muestra a continuacién.

Esquema general I

conversian quimica

FLY > Pro-FL
revelador
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En otra realizacién, dicho cromégeno (CHR-gen) se puede preparar a partir del croméforo (CHR*) mediante
conversiones quimicas, conocidas en la técnica, y como se representa en el Esquema general IV, que se
muestra a continuacion.

Esquema general 1V

cornversion quimica

CHR® X T CHR-gen
revelador

Ejemplos de las conversiones anteriores de fluorégeno en profluorégeno o croméforo en cromégeno de acuerdo
con la presente invencién se representan en los ejemplos 1, 2 y 6 a continuacion.

En otra realizacion, el profluoréforo puede ser una oxazina tal como por ejemplo:

Formula 1

en donde R1, Ry, R3, R4, Rs ¥ Rg son hidrégeno, halégeno (F, ClI, Br, 1), nitro (NO>), ciano (CN), carbonilo (CHO
o C(O)R), alquilo Cq Csg, cicloalquilo Cs -Cg 0 arilo. Cada uno de R4, Rs, Rs, R4, Rs y Re también puede formar
un anillo opcionalmente sustituido entre si o entre R,y X

oY, o ambos. X e Y son oxigeno sustituido, X=OR o nitrégeno, Y=NRR' en donde los sustituyentes R, R' se
seleccionan independientemente entre hidrégeno, alquilo C4-Csg, arilo y acilo C4-Cs, trialquilo y triarilsililo;
estando cada alquilo, arilo y acilo opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados
independientemente de halo, nitro (NO2) y alquilo C4-Cs3), alquilsulfonilo (RSO»-) y arilsulfonilo (ArSO; -), en
donde el alquilsulfonilo y el arilsulfonilo estan cada uno opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes
seleccionados independientemente de halo, nitro

(NO>) y alquilo C4-Cs.

En otro caso, en una realizacién, el profluordéforo puede ser una cumarina tal como:

Formula HI

en donde R4, Ry, Rs, R4y Rs son cada uno independientemente, hidrégeno, halégeno (F, Cl, Br, I), nitro (NOy),
ciano (CN), carbonilo (CHO o C(O)R), alquilo C4-Cg, cicloalquilo Cs -Cg 0 arilo; en donde cada alquilo, arilo y
acilo estéd opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
nitro (NO2) y alquilo C4-Cg), alquilsulfonilo (RSO2-) y arilsulfonilo (ArSO»-), en donde el alquilsulfonilo y el
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arilsulfonilo estan cada uno opcionalmente sustituido con uno a ftres sustituyentes seleccionados
independientemente entre halo, nitro (NO») y alquilo C4-Cs.

R1, R2, Rs, R4 ¥y Rs también pueden formar un anillo entre si o entre R, y X; en donde X representa oxigeno
sustituido, X=0OR o nitrégeno sustituido, X=NRR' en donde los sustituyentes R,

R' son independientemente hidrégeno, alquilo, arilo o acilo C4-Cg (estando cada alquilo, arilo y acilo
opcionalmente sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente entre halo, nitro
(NO») y alquilo C1-Cs), alquilsulfonilo (RSO»-) y arilsulfonilo (ArSO2-), en donde el alquilsulfonilo y arilsulfonilo
estan opcionalmente sustituidos con uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente entre halo,
nitro (NO>), y grupos alquilo C+-Cs; trialquilo y triarilsililo, y Y representa oxigeno (O) o NH.

En otra realizacion, el profluoréforo puede ser un compuesto de férmula IV, como se muestra a continuacion:

%

Formuda IV

en donde Ry, Ry, Rs, R4y Rs son cada uno independientemente, hidrégeno, halégeno (F, Cl, Br, I), nitro (NO>),
ciano (CN), alquilo C4-Csg, cicloalquilo Cs -Cs, 0 arilo, estando cada alquilo, cicloalquilo y arilo opcionalmente
sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados independientemente de halo, nitro

(NO»), y alquilo C4-Cs. R4, R2, R3, R4y Rs también pueden formar un anillo entre dos cualesquiera de Rl 5 R2,
R3, R4 y RS, o entre uno cualquiera de Ri, R2, R3, R4y R5y el N de formula IV; y en donde R es hidrégeno,
alquilo C4-Cg, cicloalquilo Cs -Cg, arilalquilo (tal como bencilo), o arilo en donde cada uno de los alquilo C4-Cs,
cicloalquilo Cs -Cs, arilalquilo y arilo estdn opcionalmente sustituidos con uno a seis sustituyentes seleccionados
independientemente entre carboxilo (COOH), sulfonato (SOsH) y amino (NH»). X en la férmula IV representa
un contraién ejemplificado por, pero no limitado a: cloruro, bromuro, yoduro, tosilato, mesilato y perclorato.

En ofra realizacion, el profluoréforo puede ser un compuesto de férmula V, como se muestra a continuacion:

Formula V

en donde R4, Rz y Rs son hidrégeno, halégeno (F, Cl, Br, 1), nitro (NO-), alquilo C4-Cs, cicloalquilo Cz -Cg 0 arilo,
cada uno independientemente opcionalmente sustituido con uno a tres halo, nitro (NO»), grupos alquilo C4-Cs.
R1, R2 y Rz también pueden formar una estructura ciclica entre dos cualesquiera de Ry, Rz y R3, 0 entre uno
cualquiera de R4, R y Rsy N 0o Y del heterociclo de férmula V; y

en donde R es hidrégeno, o alquilo C4-Csg, cicloalquilo Cs -Cg, arilalquilo (tal como bencilo) o arilo, estando cada
alquilo, cicloalquilo y arilalquilo independientemente opcionalmente sustituido. Los sustituyentes adecuados
incluyen, entre otros, carboxilo (COOH), sulfonato (SOsH) y amino (NH»), etc.

Xrepresenta un contraién adecuado tal como por ejemplo, pero sin limitacién: cloruro, bromuro, yoduro, tosilato,
mesilato y perclorato. Y es oxigeno, nitrégeno, azufre, selenio o C(CHs)..

En otra realizacidén de la invencién, el profluoréforo puede ser cualquiera de las fracciones A, L1, Lo, L3, Laen
la formula VI (a continuacion):



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2978925 T3

Nv'rs x"f
"~ £y
) -‘\‘ {3“' e
ey \0\&’
» X
a?"’ “‘
(YT
L X,
. <
: -
{ Lv- } <

L] Ly )
\\ /a t\ q Formula VI

En donde la suma de m+n+p+q es un namero entero positivo entre 1 y 12; m es al menos uno; y n, py q son
cada uno independientemente cero o un nimero entero positivo. En una realizacién, el complejo se forma a
partir de A, L4, Lo, Ls, Ls en la férmula VI con o sin la ayuda de un catalizador o activador como se explica a
continuacion.

Ademas, L4, Lo, Ls, Lapueden ser diferentes entre si (L1# Lo # Ls # L4); 0 dos 0 mas de las fracciones L, Lo, Ls,
y Lspueden ser iguales. En una realizacion particular, las fracciones L4, Ly, Ls, La son todas iguales (L1 = Lo =
|_3 = L4).

La estructura representada por la férmula VI es un compuesto de coordinacién tal como, por ejemplo, un
compuesto organometalico, donde A es un ion central que estd quelado por los ligandos L4, Lo, Ls, La. El ion
central Ay los ligandos Ly, Lo, Ls, L4 se eligen de tal manera que sélo la combinacién de A coordinada por los
ligandos L, Lo, Ls, L4 generard una sefial espectroscépica discreta manifestada por color o fluorescencia, o
ambos.

Ly, Lo, Ls, L4 puede ser cualquier fraccién quimica capaz de formar enlaces de coordinacién con el ion central
A, através de pares de electrones disponibles en un dtomo de nitrégeno, oxigeno, azufre o selenio del ligando.
Una categoria de moléculas utiles en la presente invencién como ligando incorpora un compuesto heterociclico
y derivados del mismo, que pueden incluir, entre otros, un heterociclo seleccionado entre: furano, tiofeno, pirrol,
oxazol, tiazol, imidazol, pirazolidinilo, pirazol, isoxazol, isctiazol, oxadiazol, triazol, tiadiazol, tetrazol, 2H-pirano,
4H-pirano, piridina, bipiridilo, terpiridina, triazina, piperidina, pirrolidina, 1,4-dioxano, morfolina, 1,4-ditiano,
tiomorfolina, pirazina, piridazina, pirimidina, piperazol, azepano, diazepina, indolizina, indol, isoindol,
bencimidazol, benzoxazol, benzotiazol, purina, quinolizidina, quinolina, isoquinolina, diazanaftalenos, pteridina
y fenantrolina.

Otra categoria de ligandos L incluye quelantes polidentados y sus derivados, tales como &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), acido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético (BAPTA), acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA), acido trietilentetramina- N,N,N',N",N"",N"'-hexaacético (TTHA), N,N,N\N'-
tetrakis(2-piridilmetil)etilendiamina (TPEN), acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraacético
(EGTA), acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA), 1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano-5,12-diona deshidratada (5,12-dioxociclam), calixarenos (por ejemplo, meso-
octametil-calix(4)pirrol, calix[4]areno-25,26,27,28-tetrol, calix[6]areno), éteres corona (por ejemplo, dibenzo-15-
corona-5, ciclen), ciclodextrinas (por ejemplo, a-ciclodextrina).

Otra categoria de ligandos, L, incluye, entre otras, B-dicetonas (por ejemplo, acetilacetona y sus derivados,
incluyendo hexafluoroacetilacetona; 4,4 4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona; 1,3-difenil-1,3-propanodiona);
oxidos de fosfina (por ejemplo, éxido de trifenilfosfina, 6xido de n-trioctilfosfina); 4cidos arométicos y fenoles y
sus derivados (por ejemplo, tiron, catecol, 4cido salicilico); Bases de Schiff y sus derivados (por ejemplo, la 2-
fenolsalicilimina representada en el ejemplo 5 a continuacién).

Otra clase de ligandos, L, incluye moléculas de disolvente. Esta clase es quimicamente muy diversa e incluye
varios de los compuestos mencionados anteriormente, tales como los compuestos heterociclicos (piridina,
colidina, furano, tetrahidrofurano (THF), etc.) y éteres de corona (15-corona-5, etc.), asi como otras moléculas
que representan una amplia seleccién de funcionalidades quimicas. Estos incluyen, por ejemplo, las siguientes
moléculas y sus derivados: agua, alcoholes (metanol, etanol, etc.), aminas (trietilamina, diisopropiletilamina,
morfolina, dimetilamina, N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), etc.), éteres (éter dietilico, etc.), disolventes
apréticos polares (dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida (DMA),
hexametilfosforamida (HMPA), 1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2(IH)-pirimidinona (DMPU), 1,3-dimetil-2-
imidazolidinona (DMI), 1-metil-2-pirrolidinona (NMP), acetonitrilo (AcCN), sulfolano, tetraetilenglicol dimetil éter
(tetraglima), etc.).

En realizaciones de la presente invencién, el ion central A puede ser cualquier ion cargado positivamente capaz
de formar un compuesto de coordinacién con uno o mas de los ligandos, L. Una categoria de iones util en la
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practica de la presente invencién es la categoria de iones metalicos, que incluyen, entre otros, iones de metales
de transicidn, iones de metales alcalinos y alcalinotérreos, lantanidos y actinidos.

El ion central A puede proporcionarse en forma de una sal orgéanica o inorganica. Las sales inorganicas
adecuadas incluyen, entre otras, sales de &cidos minerales tales como sulfatos, sulfitos, sulfuros, nitratos,
nitritos, carbonatos, boratos, fosfatos, selenatos, fluoruros, cloruros, bromuros, yoduros, cloratos, percloratos,
etc. Las sales organicas adecuadas incluyen, entre otras, sales de 4cidos orgéanicos tales como sales de &cidos
monocarboxilicos (por ejemplo, sales de &cido férmico, acético, propiénico, butirico, pivalico, 2-etilhexanoico,
palmitico, estearico, oleico, benzoico, salicilico, 4-sulfosalicilico, etc.), sales de é&cidos policarboxilicos (por
ejemplo, sales de 4cidos oxalico, maldnico, succinico, glutarico, adipico, citrico, trimésico, melitico, etc.).

Otra clase de ion central A incluye fracciones que contienen atomos de oxigeno tales como hidréxidos y 6xidos,
etc.

La eleccidn de la forma suministrada del ion central A para cualquier realizacién particular de la presente
invencién esta dictada por la aplicacion (es decir, el objeto o item a marcar y su entorno) y las propiedades del
portador (es decir, la naturaleza del medio que incluye el marcador, tal como por ejemplo un recubrimiento, una
pintura o una capa de barniz).

En una realizacién, el complejo se forma a partir de A, L, Lo, L3, Ls en la férmula VI con la ayuda de un
catalizador o activador. Los catalizadores y activadores Utiles en la préctica de la presente invencién incluyen
agentes basicos y nucleofilicos, ejemplificados pero no limitados a, bases organicas e inorganicas simples
(hidréxidos, aminas, alcéxidos, fenéxidos y similares). Esta categoria también comprende sales inorgénicas u
orgéanicas de acidos débiles y bases fuertes que generan, tras la solvélisis, soluciones alcalinas, por ejemplo,
carbonatos, bicarbonatos, boratos, fosfatos, acetatos de amonio, metales alcalinos y alcalinotérreos, etc. Son
hidréxidos de ejemplo hidréxidos alcalinos y alcalinotérreos tales como hidréxidos de amonio, litio, sodio,
potasio, rubidio, cesio, calcio, estroncio o bario asi como hidréxidos de tetraalquilamonio, tales como

hidréxido de tetrametilamonio o tetrabutilamonio. Ejemplos de aminas Utiles como catalizadores y activadores
incluyen, entre otros: trietilamina, diisopropiletilamina, bencilamina, morfolina, pirrolidina, piperidina,
dimetilaminoanilina, etc. Ejemplos de alcéxidos y fendxidos dtiles como catalizadores y activadores incluyen,
entre otros: alcédxidos y fendxidos alcalinos, tales como: metéxido, etéxido o fenéxido de sodio o potasio.

En ofra realizacion, el catalizador es una sustancia acida, como se define en la teoria de BrOnsted-Lowry o de
Lewis, y puede representarse mediante un é&cido organico o inorganico simple. asi como cualquier sal
inorganica u organica de base débil y acido fuerte que genere condiciones acidas tras la solvélisis, por ejemplo,
cloruro metalico, bromuro, nitrato, sulfato, etc.

Los compuestos Utiles como reveladores, es decir, agentes descifradores en la préctica de la presente
invencién incluyen compuestos conocidos en la técnica como buenos quelantes o agentes complejantes, tales
como por ejemplo y sin limitacién:

+ Compuestos arométicos heterociclicos, por ejemplo, imidazoles, fenantrolinas, piridinas, tiazoles y sus
derivados;

* Quelantes polidentados (EDTA, EGTA, BAPTA, DOTA, DTP A);

+ B-dicetonas (por ejemplo, acetilacetona y sus derivados, incluyendo, entre otros, hexafluoroacetilacetona;
4,4 4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona; 1,3-difenil-1,3-propanodiona);

» Oxidos de fosfina (éxido de trioctilfosfina; 6xido de trifenilfosfina);
+ Acidos aromaticos y polifenoles (por ejemplo, &cido salicilico, catecol, tiron);

+ Aldehidos arométicos (por ejemplo, 4-(N,N-dimetilamino)benzaldehido, 4-(N,N-dimetilamino)cinamaldehido,
p-anisaldehido, 4-hidroxibenzaldehido, etc.)

» Bases de Schiff y derivados (por ejemplo, 2-fenolsalicil imina representada en el ejemplo 5 a continuacién).

Los compuestos Utiles como reveladores, es decir, agentes descifradores en la practica de ciertas realizaciones
de la presente invencién incluyen compuestos conocidos en la técnica como especies nucleofilicas,
involucradas en la solvélisis o desproteccion, tales como por ejemplo bases organicas e inorganicas simples
(hidroxidos, aminas, alcéxidos, fendxidos y similares), sales organicas e inorgénicas simples (acetatos,
sulfuros, yoduros, fluoruros, oxalatos, citratos y similares).

Los compuestos Utiles como reveladores, es decir, agentes descifradores en la practica de ciertas realizaciones
de la presente invencidn, también incluyen compuestos conocidos en la técnica como especies acidas,
implicadas en la solvélisis o desproteccidn, tales como acidos organicos e inorganicos simples. En otras
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realizaciones, el revelador puede ser una especie electréfila para solvélisis o desproteccién, tal como, por
ejemplo, un compuesto de aldehido, por ejemplo, benzaldehido o saliciladehido, o derivados de los mismos.

En algunas realizaciones especificas, el profluoréforo o cromégeno se puede usar como revelador y cualquiera
de los compuestos quimicos enumerados anteriormente se puede usar en el recubrimiento o incrustarse en el
material marcado. A continuacién se puede utilizar el cromédgeno o profluoréforo como revelador.

En algunas realizaciones especificas, el revelador puede requerir la presencia del catalizador para acelerar la
reaccion de descifrado del fluoréforo cifrado (que también puede denominarse profluoréforo) o el croméforo
cifrado (que también puede denominarse procroméforo o cromégeno) y hacer que el marcador sea Util como
sistema rapido de autenticaciéon en el campo. Los catalizadores Utiles en la practica de la invencidn incluyen,
por ejemplo, agentes bésicos y nucleofilicos, ejemplificados pero no limitados a, bases organicas e inorganicas
simples (hidréxidos, aminas, alcoxidos, fendxidos y similares. En otra realizacion, los catalizadores pueden ser
un &cido orgénico o inorgénico simple.

Ejemplos
1. Profluoréforos

Los profluoréforos cifrados son fluordéforos encubiertos/ocultos que se revelan mediante el revelado con un
reactivo especifico que convierte la forma profluoréforo o leuco, que puede ser incolora y muestra poca o
ninguna fluorescencia, en el fluoréforo activo que también puede tener un color intenso bajo luz visible

@
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Por ejemplo, el compuesto rodamina B hidrazida, un compuesto incoloro, se puede revelar con iones metalicos
Cu2+ en condiciones acidas para producir un compuesto magenta con intensa fluorescencia de color rojo
anaranjado. Vea la reaccién ilustrada arriba, que

muestra la conversién de la hidrazida incolora al compuesto coordinado de cobre magenta por el ion cobre,
que a su vez se hidroliza lentamente al carboxilato incoloro. En otros ejemplos de profluoréforos, las
propiedades naturales de susceptibilidad a una reaccién de hidrélisis de primer orden se pueden utilizar como
una "marca de tiempo" en donde la tasa de desintegracién en el aire 0 en un portador especifico en condiciones
normales es caracteristica del fluoréforo cifrado particular. Por ejemplo, el compuesto puede ser una forma
leuco elegida para que sea relativamente estable en un liquido, tal como una tinta, y se desintegra durante un
periodo de semanas para producir una forma coloreada e intensamente fluorescente.

2. Fluoréforos de dos partes

Los fluoréforos de dos partes se ensamblan a partir de dos componentes no fluorescentes o muy débilmente
fluorescentes (A) y (B), en algunos casos en presencia de un catalizador. Sélo tras la reaccién de los
componentes (A) y (B) se produce el fluoréforo real. La reaccién entre ambos componentes también puede
generar cambios colorimétricos ademés de revelar fluorescencia. El componente (A) del fluoréforo de dos
partes se puede utilizar como marcador oculto de seguridad/autenticacion y la verificacién se puede lograr
afladiendo el segundo componente (B) al componente (A) para producir el fluoréforo activo. En determinadas
realizaciones, este proceso puede mejorarse mediante la adicién de un catalizador.

10
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Por ejemplo, se pueden usar sales de benzazolio sustituidas como componente (A) y revelarse con un reactivo
especifico (y un catalizador opcional) como se ejemplifica a continuacién:

Catatizador § kY X

R

Fluordforo

Estos componentes (A) no fluorescentes son estables y sélo se revelan mediante exposicién a los segundos
componentes (B) apropiados y no se descifran espontaneamente con el tiempo.

Se pueden usar sustituyentes alternativos de los compuestos aromaticos para cambiar las propiedades
espectrales o el perfil de solubilidad del fluor6foro a opcién del quimico o del disefiador del profluoréforo como
marcador criptico.

3. Profluoréforos termoestables

Los elementos inorgénicos se pueden utilizar como marcadores termoestables o incluso resistentes al fuego
que pueden revelarse mediante el revelado con un reactivo especifico, que puede ser un componente organico.
Por ejemplo, se puede utilizar cloruro de aluminio (AICI3) como marcador encubierto que se puede incorporar,
por ejemplo, a una tinta, una laca o un barniz y se revela mediante la adicién de un agente quelante especifico
que se vuelve intensamente fluorescente formando un compuesto de coordinacién con nuevas propiedades
espectrales. En algunos casos, puede ser necesario un catalizador para acelerar la reaccién. A continuacién
se muestra un ejemplo de la formacién de un fluoréforo a base de aluminio a partir de un marcador de cloruro
de aluminio (AICI3):

Otros elementos o iones inorgénicos Utiles como profluoréforos termoestables incluyen aniones tales como
iones fosfato, iones yoduro, iones fluoruro e iones acetato; y cationes tales como iones metalicos. Se puede
utilizar la eleccién adecuada de sustituyentes alternativos de los compuestos de coordinacién arométicos o
quimiosensores para cambiar las propiedades espectrales y otras propiedades fisicoquimicas del fluordforo a
opcién del disefiador.

4. Profluoréforos cifrados polimerizables

Los profluoréforos cifrados pueden volverse polimerizables mediante la adicién de grupos funcionales
apropiados. Estos profluoréforos cifrados pueden basarse en fluor6foros excelentes (brillantes y con altos
rendimientos cuanticos) que se sintetizan de forma facil y econémica. Se pueden proporcionar procroméforos
y profluoréforos con propiedades de emisiéon cromdfora y de fluorescencia, dependiendo del croméforo o
plantilla de fluoréforo elegido.

1
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Fiuordforo Profiuordforo polimerizable

La estabilidad quimica y la hidrofobicidad de los profluoréforos se pueden controlar mediante la eleccién de los
grupos acilo o sustituyentes del anillo aromatico apropiados.

En el método de la invencion, el profluoréforo polimerizable encapsula un marcador de seguridad de ADN. Por
tanto, los fluoréforos cifrados también se pueden incorporar en nanoparticulas que contienen ADN, tal como el
ADN encapsulado. A continuacién se muestra la polimerizacién del profluoréforo polimerizable ejemplificado
anteriormente en un polimero de metacrilato de metilo:
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Profluoréforo polimerizable

Dichos polimeros se pueden usar para encapsular marcadores de seguridad, tales como ADN u otras
biomoléculas, o se pueden ensamblar como microparticulas o nanoparticulas para usar como marcadores
transferibles, o para incorporarlos en polimeros u otros materiales con o sin ADN atrapado u otros marcadores
detectables.

Los siguientes ejemplos 1-6 son realizaciones de los compuestos descritos anteriormente Utiles como
marcadores 6pticos cifrados.

Ejemplo 1: Sintesis de rodamina B hidrazida

ElaM,

12
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2-amino-3',6"-bis(dietilamino)espiro[isoindolina-3,9'-xanteno]-1-ona

Se disolvié rodamina B (479 mg) en etanol y se afiadié a esta mezcla un exceso de hidrazina acuosa al 65%
con agitacién vigorosa. Después de reflujo durante 2 horas, la mezcla de reaccidén se enfrié y se recogié un
precipitado blanquecino. El sélido se lavd extensamente con una mezcla de etanol: agua y el producto 2-amino-
3',6'-bis(dietilamino)espiro[isoindolin-3,9'-xanteno]-1-ona se secd al vacio.

Ejemplo 2: Sintesis de diacetato de eosina Y

(6'-acetoxi-2',4',5', 7'-tetrabromo-3-oxo-espiro[isobenzofuran-1,9'-xanteno]-3-il)acetato

Se suspendid eosina Y (648 mg) en anhidrido acético y la mezcla se agité a reflujo durante 5 horas. Luego se
afiadié lentamente la mezcla de reaccién a la mezcla de hielo y agua. El sélido marrén claro resultante se
recogié y se lavé con varias porciones de agua. Luego el producto se disolvié en dimetilformamida (DMF) y se
precipitd afladiendo agua. Después de lavar con agua, el producto sélido acetato de (acetoxi-2'4'5',7'-
tetrabromo-3-oxo-espiro[isobenzofuran-l,9'-xanteno]-3'-il) se secé al vacio.

Ejemplo 3: Sintesis de yoduro de 1-dimetilbenzotiazolio

Yodhidrato de 2, 3 -dimetil-1, 3-benzotiazol

A 2-metilbenzotiazol (2,54 ml) en tolueno yodometano anhidro (2.5 ml) se le afiadié en porciones. La mezcla
se sometié a reflujo durante 6 horas, se enfrié hasta temperatura ambiente y después se dej6é durante varias
horas a 4°C. El precipitado amarillo resultante se recogi6 y se lavé repetidamente con acetona. Después, el
producto sélido de hidroyoduro de 2,3-dimetil-l,3-benzotiazol se secé al vacio.

Ejemplo 4: Sintesis de un complejo de disprosio fluorescente
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dimetildisprosio; metilo; [(E)-[3-oxo-3-fenil-I-(trifluorometil)propiliden]-3-oxidanilo];
1, 10-fenantrolina

Se disolvieron 4,4 4-trifluoro-I-fenil-1,3-butanodiona (649 mg) y 1,10-fenantrolina en etanol absoluto (3 ml). A
esta solucion se afiadié gota a gota hidréxido de sodio acuoso (1 M) y la mezcla de reaccién se agitdé durante
10 min. Por separado, se disolvi6 nitrato de disprosio hidrato (456 mg) en agua (1 ml) y la solucién se afiadi6 a
la diona alcalina. La mezcla de reaccién se agité a 60°C durante 5 horas para dar una forma sélida blanca del
dimetildisprosio; metilo; [(E)-[3-oxo-3-fenil-I-(trifluorometil)propiliden]-3-oxidanilo]; producto de 1,10-
fenantrolina.

Ejemplo 5: sintesis de 2-fenolsalicilo

2-[(E)-(2-hidroxifenil)iminometil]fenol

Se afladié una solucién de 2-hidroxianilina (2.84 g) en etanol a una solucién que contenia 2-hidroxibenzaldehido
(3.4 g) en etanol. La mezcla se someti6 a reflujo durante 2 horas en atmésfera de nitrégeno y después se enftié
hasta temperatura ambiente. El precipitado naranja de 2-[(E)-(2-hidroxifenil)iminometil]fenol se lavd con etanol
enfriado con hielo y se secé al vacio.

Ejemplo 6: Sintesis de dimetacrilato de fluoresceina

[6'-(2-metilprop-2-enoiloxi)-3-oxo-espiro[isobenzofuran-1,9'-xanteno]-3'-ilo]
2-metilprop-2-enoato

Se suspendié sal sédica de fluoresceina (376 mg) en anhidrido metacrilico y la mezcla se agit6 a reflujo durante
5 horas. Luego se afiadi6 lentamente la mezcla de reaccién a la mezcla de hielo y agua. El sélido marrén claro
resultante se recogié y se lavéd con varias porciones de agua. Luego el producto se disolvié en dimetilformamida
y se precipitd afiadiendo agua. Después de lavar con agua el sélido amarillo, el producto 6'-(2-metilprop-2-
enoiloxi)-3-oxo-espiro[isobenzofuran-1,9'-xanteno]-3'-il]2-metilprop-2-enoato se secé al vacio.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para marcar de manera cifrada un item, comprendiendo el método:

proporcionar un profluoréforo polimerizable que sea capaz de producir un compuesto fluorescente tras la
reaccion con un revelador, en donde el profluoréforo polimerizable encapsula un marcador de seguridad de
ADN; y

recubrir el item con un recubrimiento que comprende el profluoréforo; o unir una etiqueta o indicios que
comprendan el profluordforo al item; o incrustar el profluoréforo en al menos una porcidén del item;

y proporcionar asi un item marcado de manera cifrada.

2. EI método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el profluoréforo se ensambla como una microparticula
o nanoparticula con ADN atrapado en su interior.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el profluoréforo se incorpora en nanoparticulas que
contienen ADN.

15
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