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Como empezo todo

Cesar Ferndndez Sanchez

Codirector del Grupo de Transductores Quimicos (GTQ).
Centro Nacional de Microelectronica. Bellaterra. Barcelona

Maria Begoiia Gonzdlez Garcia
Applications Lab Manager. Metrohm DropSens. Oviedo

A dia de hoy no sabriamos decir exactamente cuando empez6 a forjarse
en la mente de Agustin la idea de crear una empresa. Sin embargo, si que era
evidente, e incluso le obsesionaba, la idea de que lo que se desarrollaba en
un laboratorio de investigacion se hiciese visible y, sobre todo, ttil para la so-
ciedad.

Esta tarea, en principio, puede parecer sencilla cuando se trata de la in-
vestigacion desarrollada en un campo como la Medicina, donde un avance o
descubrimiento prometedor, por ejemplo, en el tratamiento contra el cancer,
es noticia en los principales medios de comunicacion y sale a la luz casi de
forma inmediata. Sin embargo, en el caso de la Quimica Analitica y, no diga-
mos, en el campo de la Electroquimica, los avances y nuevos desarrollos ape-
nas tienen eco en la sociedad y se limitan a publicaciones en revistas de di-
vulgacion cientifica, de mayor o menor indice de impacto, que solo son
visibles dentro de la comunidad cientifica experta en la materia a la que van
dirigidas.

La utilidad y beneficios que puedan aportar los avances en estas discipli-
nas pasan muy a menudo desapercibidos para el resto de la sociedad. Un
ejemplo de ello, serian los sensores de glucosa. Estos dispositivos son hoy en
dia imprescindibles para que la vida de los diabéticos sea mas facil y puedan
ellos mismos conocer en todo momento sus niveles de glucosa en sangre.
Pues bien, estos sensores combinan los avances obtenidos a lo largo de mu-
chos anos, fruto de la investigacién en diferentes disciplinas como la elec-
troquimica, la bioquimica, la quimica de los materiales y la electrénica, y, sin
embargo, muchos de sus usuarios lo desconocen, pero, al menos, se benefi-
cian del esfuerzo realizado por los investigadores en estos campos. Pues bien,
a Agustin le preocupaba que la investigacion que se hacia dentro de esos la-
boratorios quedase dentro de esos laboratorios y que los resultados de tan-
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tos esfuerzos se quedasen solo en las paginas de unos articulos publicados
en una revista cientifica.

Sin embargo, cruzar esas puertas del laboratorio, no es algo baladji, sino
mas bien todo lo contrario, y mas en un pais como el nuestro, donde la in-
vestigacion esta denostada y olvidada desde siempre y con una financiacion
exigua cuando la comparamos con nuestros paises vecinos. A pesar de todas
estas dificultades, Agustin logré hacer visible la investigacion que desarro-
llaba en su laboratorio, situado en un rincén, mas bien pequeiio y, la mayo-
ria de las veces muy lleno de gente, que se ubica en una de las alas del De-
partamento de Quimica Fisica y Analitica de la Universidad de Oviedo. En
dicho laboratorio, donde desarrollaban sus proyectos de I+D el llamado gru-
po de Inmunoelectroanalisis y, que luego, afios mas tarde, paso a ser grupo
de NanoBioAnalisis, es donde germinaron las diferentes empresas, todas ellas
de base tecnologica.

El camino que hubo que recorrer fue muy largo y lleno de muchos obs-
taculos, que se fueron salvando poco a poco. Mirado con perspectiva, llama
la atencion que una persona tan introvertida como era Agustin y con esa ima-
gen de cientifico ensimismado, que pasaba largas horas en el despacho y so-
lo salia de él para impartir sus clases o dar una vuelta por su laboratorio, pu-
siese tanto empeno y gasto de energia en hacer llegar a la sociedad los frutos
de su investigacion.

Pasemos entonces a narrar como se desarrollaron los acontecimientos que
culminaron en la creacion de la primera empresa. Si bien, en estos primeros
parrafos solo se va a dar la visién cientifico-técnica y la situacion general que
se daba en cada momento desde el punto de vista de dos de los investiga-
dores que formaron parte de ese grupo de investigacion, al que la gente del
gremio se referia como grupo de Agustin.

A principios de la década de los anos 90 entramos en el grupo de inves-
tigacion de Electroanalisis para realizar nuestras respectivas tesis doctorales
bajo la direccion de Agustin Costa Garcia. Por aquel entonces, en dicho gru-
po, liderado por Paulino Tuiién y formado por un grupo amplio de profeso-
res titulares entre los que se encontraba Agustin, se estaban realizando dife-
rentes trabajos de investigaciéon encaminados a la deteccion electroquimica
de diversas drogas de abuso en decomisos policiales o de farmacos que se
utilizaban para el tratamiento del cancer. Obviamente, existian otras lineas de
investigacion como, por ejemplo, la encaminada al desarrollo de diferentes
sensores enzimaticos electroquimicos. Los electrodos que se utilizaban para
el desarrollo de las diferentes lineas, eran por aquel entonces, electrodos de
pasta de carbono, electrodos de gota de mercurio y ultramicroelectrodos de
fibra de carbono.

Por aquellas fechas, Agustin inici6 una nueva linea de investigacion en-
focada principalmente al desarrollo de inmunosensores electroquimicos. La
idea era trasladar una reacciéon inmunolégica entre un anticuerpo y un anti-
geno de los pocillos de una placa eLisa (del inglés <Enzyme-Linked Immuno-
Sorbent Assay») a la superficie de electrodos, los cuales, permitirian medir el
transcurso de dicha reaccion. El electrodo actuaria como soporte de la reac-
cion inmunolégica y, a su vez, detectaria la transferencia de electrones que
se producen como consecuencia de la oxidacion y/o reduccion de una mo-
lécula que esta presente en dicho evento.
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Explicado de una forma muy simple, los anticuerpos son moléculas que
genera el sistema inmunitario de un ser vivo sano ante la presencia de un
agente invasor, como puede ser un virus, una bacteria, u otro patégeno, pa-
ra defenderse de él. La molécula que genera la respuesta inmune se le llama
antigeno. La reaccion entre el antigeno que ha generado la respuesta inmu-
ne y los anticuerpos, llamada reaccion inmunolégica, suele ser una reaccion
muy selectiva y con una constante de afinidad muy elevada. Estas dos pro-
piedades son muy interesantes cuando dichas reacciones se utilizan o se
aprovechan para detectar la presencia o bien del anticuerpo, o bien del an-
tigeno, porque permiten desarrollar ensayos muy selectivos y, a menudo, muy
sensibles.

Una de las técnicas mas utilizadas para la deteccién de un antigeno es la
técnica ELISA, ya mencionada, que consiste en un ensayo donde el antigeno
inmovilizado en un pocillo, se detecta mediante un anticuerpo enlazado a
un enzima que genera un producto detectable, generalmente a través de un
cambio de color.

Pues bien, como se ha dicho antes, la idea era trasladar estas reacciones
inmunolégicas de un soporte plastico a un electrodo, donde se pueda medir,
al aplicar un potencial o un barrido de potenciales, una intensidad de co-
rriente como consecuencia de la oxidacion y/o reduccion electroquimica de
una especie presente en el ensayo y que esta relacionada con la cantidad de
antigeno o anticuerpo a medir. Sin embargo, el primer escollo es que ni los
anticuerpos, ni la mayoria de los antigenos, son susceptibles de ser oxidados
o reducidos, por lo que se necesita un <dndicador» electroactivo, es decir, una
molécula o compuesto susceptible de ser oxidado o reducido y que se pue-
da detectar electroquimicamente.

Por tanto, se plantearon dos estrategias. Una de ellas consistia en buscar
un método electroquimico de deteccion basado en el uso de un enzima, que,
combinado con un sustrato adecuado, generase un producto susceptible de
ser oxidado y/o reducido electroquimicamente detectable. La otra estrategia
consistia en poner a punto un método de deteccion electroquimica basado
en el uso de una marca electroactiva, es decir, una molécula, metal o complejo
metalico enlazado al anticuerpo que directamente fuese detectable electro-
quimicamente.

Algo a destacar en este punto, es que el sistema enzima/sustrato, o bien
la molécula electroactiva seleccionada debia ser comercialmente asequible vy,
ademas, debia existir en el mercado ya enlazado a un anticuerpo. Una de las
razones para tomar esta decision, es que una vez optimizados los métodos
electroquimicos de deteccion, la aplicacion seria casi inmediata, ya que tan-
to los reactivos como los protocolos de las reacciones ya existian en el mer-
cado vy, por tanto, solo habria que adaptarlos al nuevo soporte, es decir, al
electrodo.

Agustin nos asign6 la tarea de poner a punto los dos métodos de detec-
cion electroquimica. César se encargd del primer método, basado en el sis-
tema enzima/sustrato mientras que Begona se encargd del segundo, el basa-
do en la marca electroactiva directa. Después de varios anos, de muchas horas
de trabajo en el laboratorio y no pocos disgustos, pusimos a punto dos mé-
todos de deteccion electroquimica y pudimos desarrollar diferentes inmuno-
sensores electroquimicos. Uno de los métodos se basaba en el uso de la en-
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zima fosfatasa alcalina y el 3 indoxil fosfato como sustrato y el otro se basa-
ba en el uso del oro coloidal (lo que hoy se llama nanoparticulas de oro). Fru-
to de este trabajo han sido nuestras respectivas tesis doctorales, cuyas de-
fensas ante un tribunal académico fueron realizadas en el mismo dia. Ademas
de una serie de publicaciones, se generaron dos patentes, una de ellas inter-
nacional.

Aproximadamente unos dos o tres anos después de que empezasemos a
realizar nuestra labor investigadora, ocurrieron tres hechos muy importan-
tes y que marcarian el futuro de Agustin y de la gente que trabajaba con é€l.
En el ano 1993 a Agustin le concedieron el primer proyecto relacionado con
la linea de investigacion que habia iniciado dos anos atras. El proyecto es-
taba financiado por el Ministerio de Sanidad (Desarrollo de métodos inmu-
noelectroanaliticos para su aplicacion en la cuantificacién de interleuqui-
nas) y €l constaba como el investigador principal. Este proyecto, en
principio, habia sido solicitado como un proyecto coordinado con un grupo
de inmunologia del Huca, pero finalmente solo se concedi6é nuestro proyec-
to. Eso si, como tantas otras veces, el proyecto tenia una duracién de tres
afios y no concedian ninguna partida presupuestaria para contratar perso-
nal. Para los tres anos de investigacion nos concedieron unos 15600 euros
(unos 5200 euros por ano) que solo se podian gastar en fungible (reactivos
y material de laboratorio).

El otro hecho, fue que en el ano 1995 se produjo la creacion del grupo
de Inmunoelectroanalisis, en el que, ademas de César y Begoia, se encon-
traba también Maria Teresa Fernandez Abedul, quien, por aquel entonces, ya
habia finalizado su tesis doctoral y, poco tiempo después, empezaria a for-
mar parte del profesorado del Departamento de Quimica Fisica y Analitica,
como profesora asociada. Mas adelante se fueron incorporando mas estu-
diantes, algunos con la idea de realizar la tesis de licenciatura y otros, la te-
sis doctoral.

La cuestion es que, en este punto, Agustin se encontré con un grupo pro-
pio de investigacion, con mucha ilusion, pero, a la par, con poco dinero pa-
ra poner en practica sus ideas. Si que tenia la posibilidad de pedir proyectos
y, al menos, César seguia subvencionado con una beca FICYT.

No faltaban ideas, pero la situaciéon econémica no daba para muchas ale-
grias. O se conseguia otro proyecto de investigacion, o el grupo seria de cor-
to recorrido. En este punto se produjo el tercer hecho importante. Agustin co-
noci6é a un empresario madrileno, cuya empresa vendia Kits ELISA y reactivos
biolégicos para aplicaciones clinicas. Este sefior solia visitar el HUcA ya que
tenia alli muchos clientes. Desconocemos como contactaron, y si ya se co-
nocian antes del dia que se present6 preguntando por el despacho de Agus-
tin, pero la cuestion es que dicho empresario mostré muchisimo interés por
la investigacion que desarrollibamos en nuestro laboratorio. Sea como sea,
la relacion que mantuvo Agustin con este empresario, fue de muchisima ayu-
da y crucial en algunos pasos que dio Agustin posteriormente, como conta-
remos mas adelante.

La primera consecuencia fue la firma de un contrato de investigacion en-
tre la empresa que regentaba este empresario y la Universidad de Oviedo.
Gracias a este contrato, Begona, quien se habia quedado sin subvencion, fue
contratada para seguir haciendo su investigacion. Ademas, se dotaba al gru-
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po de dinero para la compra de reactivos y material de laboratorio necesa-
rio para su normal funcionamiento. Mientras tanto, se solicité un proyecto na-
cional de investigacion en colaboracién con la empresa que, felizmente, con-
cedieron al ano siguiente. No solo concedieron este proyecto, sino que logré
la financiacién para alguno mas lo que permitié continuar de una forma mas
tranquila con el desarrollo de la investigaciéon. Aunque a dicho empresario le
interesaba toda la investigacion, los proyectos estaban mas dirigidos a la in-
vestigacion que involucraban las nanoparticulas de oro como marca electro-
quimica.

La segunda consecuencia, es que, gracias al avance en la investigacion,
por un lado, y al consejo y apoyo econémico de dicho empresario, se soli-
cité una patente que se extendio al resto del mundo en el afio 1998. Para-
lelamente Agustin empezaba a cambiar su enfoque de la investigacion. En
muchas ocasiones cuando teniamos una discusion cientifica con €l o le co-
municabas un resultado muy prometedor o novedoso siempre acaba con la
idea de poder vender o transferir el método desarrollado o conocimiento
adquirido a la empresa. Para ello, habia que patentar. La solicitud de pa-
tentes crecié de forma exponencial en esos anos, todas de ambito nacional
y gestionadas a través de la oTri, una de ellas, como se ha dicho antes, in-
ternacional.

En 1996, uno de los trabajos enviados para presentacion en el congreso
mundial mas relevante en el area de biosensores, the World Congress on Bio-
sensors, fue seleccionado como comunicacion oral (Biotin biosensor using co-
lloidal gold as an immunoelectrochemical label). Este congreso, en su cuar-
ta edicion, se celebraba en Bangkok. Ademas de esta comunicaciéon habia
otra comunicacion tipo poéster cuyo autor era César. La asistencia al congre-
so era carisima pero aun asi asistieron al congreso Agustin y César (Figura
1a). El viaje estuvo lleno de anécdotas y buenos recuerdos. Entre ellos, se
pasaron horas ensayando la charla pues era importante que se hiciese bien,
ya que era la primera vez que Agustin exponia en un congreso internacional
como cabeza de grupo de investigacion y suponia una gran oportunidad pa-
ra que presentase su linea de investigacion en inmunosensores electroqui-
micos. En aquel congreso estaba, entre otros, Salvador Alegret, catedratico de
la Universidad Autonoma de Barcelona, e investigador reconocido en el mun-
do de los biosensores electroquimicos, con el que entablé una buena amis-
tad (Figura 1b). Igualmente, asistié Elena Dominguez, catedratica de la Uni-
versidad de Alcala de Henares vy, actualmente, vicepresidenta de Relaciones
Internacionales del csic. Ambos profesores formaron parte, anos mas tarde,
de los tribunales de nuestras tesis doctorales. Igualmente, durante la cena de
gala del congreso, compartieron mesa y pudieron charlar animadamente con
el profesor Marco Mascini y su mujer, investigador de la Universidad de Flo-
rencia y un peso pesado en el campo de los biosensores electroquimicos a
nivel mundial. Salvador, nos confes6, afilos mas tarde, que en la charla de
Agustin no se habia enterado de nada, porque la metodologia expuesta era
bastante complicada y dificil de entender. Esto ocurrié 3 anos después, en el
mes de septiembre de 1999, cuando ambos conseguimos nuestro titulo de
doctor. Poco después, a principios del 2000, Agustin conseguiria su plaza de
catedratico de Universidad.
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Fig. 1.- a) Agustin y César en un templo en Bangkok, b) Agustin y César con
Salvador Alegret en el 4th World Congress on Biosensors (Bangkok)

El proyecto de investigacion que habia presentado en su oposicioén a ca-
tedra de universidad, ya contemplaba los ultimos avances producidos en la
linea de investigacion, iniciada un lustro antes, que implicaba mejoras en los
métodos de deteccion desarrollados. Permitian detectar concentraciones mas
bajas, es decir, se habian desarrollado métodos de deteccion mas sensibles.
Pero, ademas, se proponian otras plataformas electroquimicas para realizar
los ensayos biologicos. Eran los electrodos serigrafiados.

Este cambio fue muy importante, ya que uno de los handicaps que tenian
todos los métodos inmunoelectroquimicos que habiamos desarrollado, es que
se basaban en el uso de electrodos de pasta de carbono. Si bien, son electro-
dos muy agradecidos, no son buenos candidatos si se piensa en su comercia-
lizacion. Los electrodos serigrafiados permiten utilizar volimenes de muestra
pequenas y llevan en la misma tarjeta los tres electrodos que se necesitan pa-
ra realizar la medida electroquimica (electrodo de trabajo, donde se realiza la
reaccion inmunoloégica, el electrodo auxiliar y un electrodo de referencia).
Ademas, se pueden fabricar a gran escala de una forma reproducible. Esto
quiere decir, que un método de analisis basado en dichos dispositivos, es mas
facil de reproducir a gran escala y, por tanto, de comercializar.

La primera vez que se trabajo con este tipo de electrodos fue en el curso
académico 1999-2000. Durante dicho curso y los siguientes entraron en el
laboratorio muchos estudiantes, llegando a ser alrededor de 13 estudiantes
realizando sus tesis de licenciatura y posteriormente tesis doctorales. El gru-
po habia crecido y tenia financiacion a través de dos proyectos de investiga-
cion. La expansion del grupo de investigacion dio lugar a que nosotros, ya
en nuestro ultimo ano de tesis, hiciésemos ademas labores de direccion, siem-
pre bajo la supervision de Agustin. En el afio 2000 se presento6 la primera te-
sis de licenciatura, de Maria Diaz Gonzalez, dirigida por César y por Agustin,
que versaba sobre el uso de este tipo de electrodos. En dicho trabajo, se de-
tectaba electroquimicamente el producto de la reacciéon enzimatica de la fos-
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fatasa alcalina con el sustrato 3-indoxil fosfato, el indigo carmin. Se probaron
electrodos serigrafiados de dos casas comerciales, una alemana y otra de Es-
tados Unidos. El precio de estos electrodos era espectacular. Los electrodos
de la casa comercial alemana eran de aproximadamente 8 €/unidad, mientras
que los electrodos de la casa norteamericana eran mas baratos, pero, aun asi,
su precio seguia siendo abusivo, del orden de 4 €/unidad. Afortunadamente,
estos ultimos resultaron ser los que mejores caracteristicas presentaban pa-
ra nuestros objetivos.

Aunque estos electrodos permitirian facilitar la comercializacién de cual-
quier desarrollo realizado con ellos, su precio limitaba en gran medida su
uso masivo. Aunque en esa €poca teniamos financiacion, esta no era sufi-
ciente para costear toda la investigacion que queriamos hacer. El comporta-
miento electroquimico era diferente con respecto a los electrodos que esta-
bamos utilizando hasta el momento. Esto implicaba un largo trabajo de
investigacion encaminado a trasladar todo lo que se habia hecho sobre elec-
trodos de pasta de carbono a estos electrodos. Asi que hubo que ralentizar
los desarrollos realizados sobre estos electrodos.

Sin embargo, a través del empresario que nos estaba apoyando desde ha-
cia unos anos, nos metimos en un consorcio europeo y se solicité un proyecto
europeo cuyo objetivo era la deteccion de enfermedades infecciosas pulmo-
nares. Dicho proyecto fue concedido por un periodo de dos afios (2002-2004)
y supuso una inyecciéon de dinero, nunca antes vista por el grupo. Este pro-
yecto y otros que ya teniamos permitieron contratar personal, algunos ya en
el grupo y facilitaron la compra de electrodos serigrafiados sin tanta restric-
cion. Podemos hablar aqui de un antes y un después en el grupo. La mayor
financiacion, aceler6 todos los estudios y desarrollos que se estaban hacien-
do, y aument6 exponencialmente la produccién cientifica del grupo de in-
vestigacion, asi como la solicitud de patentes. En este punto, aunque se dis-
ponia de presupuesto para la compra de electrodos, se empezaba a pensar
en poder obtener nuestros propios electrodos, es decir, en serigrafiar nues-
tros propios dispositivos. Asi, paralelamente al desarrollo de este proyecto eu-
ropeo, se solicit6 otro proyecto nacional coordinado en el que Agustin era In-
vestigador Principal. En este proyecto se abordaba la construccion de
inmunosensores de neumolisina y albimina sobre electrodos serigrafiados.
El consorcio estaba formado por otros dos grupos. Uno de la Facultad de
Medicina, formado por Javier Méndez y Juan Ramoén de los Toyos, con el que
ya habiamos colaborado anteriormente y que habian desarrollado unos an-
ticuerpos contra la neumolisina, y un protocolo para la detecciéon de neu-
monia. El otro grupo estaba formado por ingenieros electrénicos de la Es-
cuela Politécnica de Ingenieria de Gijon, liderados por Alberto Martin Pernia.
Y fue con este uUltimo grupo con el que empezamos a fabricar nuestros pro-
pios electrodos serigrafiados.

A estas alturas, se habia adquirido un knrnow-how importante en el mane-
jo de estos electrodos y en el desarrollo de inmunosensores y, también de ge-
nosensores sobre estos dispositivos, que continio mas adelante con la in-
corporacion de electrodos nanoestructurados y el desarrollo de sensores
enzimaticos.

Parecia natural que se produjese el salto de la Universidad a la empresa,
pero para ello se necesitaba personal con un perfil diferente, con voluntad
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emprendedora y no solo académica. Dentro del grupo se encontraban dos es-
tudiantes de doctorado que habian participado tanto en el proyecto europeo
como el nacional, antes comentados. Se trababa de David Hernandez Santos
y Pablo Fanjul Bolado. Ambos, conjuntamente con Agustin Costa, fundaron
la primera spin-off, basada en toda la experiencia adquirida con anterioridad
en el grupo de investigacion. Asi, en mayo de 2006 se creé la empresa Drop-
Sens. Los pasos y las gestiones que hubo que hacer para montar esta empresa
estan fuera de las pretensiones de este capitulo, pero si que allanaron el ca-
mino para otros proyectos empresariales posteriores que se forjaron en el
grupo de investigacion, relacionados con otras lineas de investigacion que se
habian desarrollado paralelamente.
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