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RESUMEN
El presente articulo no pretende agotar el extenso tema de los adyuvantes, ya que existen

excelentes revisiones recientes, a las cuales se remiten a quienes quieran profundizar en el mismo
(1,2,3,4,5). Mas bien pretende dar una panoramica sintetizada, profundizar en algunos aspectos de
la induccién de la respuesta inmune aplicado a los adyuvantes, realizar algunos comentarios sobre
los mecanismos de accidén y resumir, a nuestro entender, las principales estrategias para el
desarrollo de esta tematica.

INTRODUCCION

Los adyuvantes son componentes de las vacunas, antiguos e inseparables (Cuadro 1) y han sido
clasificados de diversas formas, aunque creemos gque una clasificacion acertada y simple es la de Cox
y Coulter (1). Sin embargo, para acercarnos mas a nuestros fines los agruparemos en:
Nanoparticulados, Microparticulados y Formulaciones, pues aun cuando estos ultimos pueden
aplicarse solos, la tendencia es a su empleo en Formulaciones complejas (Cuadro 2).



Gaston Ramon ( el padre de los adyuvantes, por sistematizar los trabajos iniciales de Le Moignac and Pinay ( referidos por |
que aumentan la respuesta de anticuerpos al unir  Salmonella typhimurium en aceite mineral) en 1925 demuestra el incremento ¢
la respuesta humoral antitoxina diftérica y tetanica, al unir las vacunas a compuestos no relacionados ( agar, tapioca, licitina, acei
de almidon, saponina, costra del pan y derivados bacterianos) (37,38). Por otra parte, la inoculacion de bacilos tuberculosos induc
Hipersensibilidad retardada (HR) y poca respuesta de anticuerpos y la aplicacion de la proteina purificada, estimulan altos titulos «
anticuerpos y no DTH. Estos hallazgos concluyen con los de Dienes en 1936, quien encuentra que la aplicacion de una proteina
un foco tuberculoso induce HR contra la proteina (referido por 6). En 1942 Freund, teniendo en cuenta estos resultados, crea ¢
adyuvantes completo e incompleto, con los cuales produce anticuerpos/HR y anticuerpos/no HR, respectivamente (39).
Anteriormente, en 1926 Glenny y cols. introduce la Alimina de potasio para incrementar la respuesta anti-toxina diftérica (40),
cual desencadend el estudio de otras aliminas y que hayan sido las mas expandidas y las Unicas autorizadas en humanos por lal
tiempo.

La era actual de los adyuvantes estd matizada por la busqueda de los principios activos, el empleo de sustancias biodegradable
sobre todo la utilizacion de Formulaciones complejas.

Cuadro 1. Histor

Clasificacion Referencias

* Particulados y no particulados 1
* Por su origen (no bacterianos, bacterianos, mediadores del huésped, anticuerpos anti-idiotipicos

vectores vivos y conjugados) 41
- Hidrofobos y productores de citocinas, Vehiculos, Facilitadores independientes de adyuvantes y

Formulaciones 7
- Sales de aluminio, agentes surfoactivos, polianiones, derivados bacterianos, citocinas y vehiculos

y materiales de liberacion lenta 6
= Nanoparticulados, Microparticulados y Formulaciones Presente

Cuadro 2. Clasificacion

El presente articulo no pretende agotar el extenso tema de los adyuvantes, ya que existen excelentes
revisiones recientes, a las cuales se remiten a quienes quieran profundizar en el mismo (1, 2, 3, 4,5 ).
Mas bien pretende dar una panoramica sintetizada, profundizar en algunos aspectos de la induccion
de la respuesta inmune aplicado a los adyuvantes, realizar algunos comentarios sobre los
mecanismos de accion y resumir, a nuestro entender, las principales estrategias para el desarrollo de
esta tematica.

PANORAMICA GENERAL
Adyuvantes

Para simplificar la terminologia consideraremos adyuvantes (del latin adjuvare = ayudar) a toda
sustancia, proceso o combinacidén de sustancias que aumentan, no especificamente la respuesta
especifica a un inmundgeno cuando son administrados conjuntamente y en el mismo lugar. Esta
definicidon precisa que la influencia sobre la respuesta deseada (especifica) se realiza de forma
inespecifica. Por otro lado, como los adyuvantes, objetos de nuestro interés, son los relacionados
con las vacunas, se enfatiza que sean aplicados, no sélo al mismo tiempo, sino también en el
mismo lugar. Esto conllevaria al empleo de menores dosis, a un efecto local y por ello a la
disminucion de las posibles reacciones adversas, las cuales en los adyuvantes, aunque sean raras,
son inaceptables. Esta definicién engloba a: los vehiculos y las Formulaciones complejas (6), el
facilitamiento independiente de los adyuvantes (7); el efecto adyuvante (8), los inmunoestimulantes
y los portadores. Las propiedades de los adyuvantes y sus implicaciones aparecen resumidas en el
Cuadro 3. Las virtudes y sus problemas se sintetizan en el Cuadro 4, y un resumen de las
caracteristicas fundamentales se refleja en el Cuadro 5.



Caracteristicas, segun Edelman (42)

Implicaciones

Seguridad esencial

Quimicamente definido

Eficaz con antigenos débiles (e]. conjugados) Antigenos escasos y disminuir dosis

Efectivo en nifios y lactantes
Respuesta intensa y duradera
Estables en adyuvanticidad y toxicidad
Biodegradables

No inmunogénicos por si mismos

Aplicable por diferentes vias

Ausencia de: reacciones locales y sistémicas; autoinmunidad;
hipersensibilidad, carcinogenicidad; teratogenicidad, etc.

Produccién consistente

Proteccién contra enfermedades de la infancia

Buena respuesta celular y anticuerpos de alta afinidad e isotipo deseado
Larga vida Otil

Etica, liberacién lenta, disminucién de dosis

Aplicaciones repetidas

Induccién de respuesta en mucosa

Cuadro 3. Propiedades de los Adyuvantes

Ventajas

Desventajas

Necesidad de menores dosis

Aumento de inmunogenicidad

Direccién de la respuesta inmune

Inducir respuesta: mas temprana,
mas potente y mas duradera

Toxicidad, aun muy rara, no es aceptable (8). Excepto en grupos de alto
riesgo (cancer y SIDA) y vacunas terapeuticas o
Ausencia de metodologia publicad, aunque debe existir

Adyuvanticidad limitada frente a determinados antigenos(43,44,45) y no
patrones antigénicos o algunos sin relevancia biolégica

Subdptima dosis de alimina: diferentes compuestos, variable adsorcién
(caracteristicas fisico-quimicas, tipo de alimina, pH, iones fosfato) (46)
eln_nmun( g;’ncadad depende de: eficiente adsorcion (47) y cantidad de
alimina

Modelos animales ausentes para muchas enfermedades, diferencias

biolégicas entre animales y humanos, estudios en varias cepas murinas (8),

en Curiel (49) o Conejo en Fonnulacnones_(st())

Problemas con Ensayos por diferentes unidades, no empleo de adecuados
controles, no abordaje celular, no correlacion con pruebas funcionales y reto (8)

Cuadro 4. Virtudes y problemas de los adyuvantes

Nanoparticulas (10-1000 nm) nm Antigenos Th1 Th2 Tc
Alumina 100-1000 Interaccién electrostaticas F1
ISCOM 40 Incorporados F F F
Liposomas 20-1000 Lipofilicos, anfipaticos e hidrofilicos M2
Emulsiones de aceite en agua ~200 Lipofilicos D3 D F4
Emulsiones de agua en aceite - Hidrofilicos D D -




Microparticulados (1-100 um)

nm

Th1

Th2

Liposomas
Sales de Calcio
y-inulina
Algamulin

Virosomas

steary! tyrosina

Polimeros de bloques no iénicos

1-3

1-2

2,5-12,5

Formulacion

Antigenos

Th1

Th2 Mucosa

MDP en emulsiones de AS5/Aceite,
Liposomas

MDP en emulsiones de AceitelA,

hidrofilicos

lipofilicos

Liposomas
Saponinas en Liposomas o MPL F F

Lip A (MPL) en emulsiones de Aceite/A, F
Liposomas

Citocinas en Liposomas
IL-12
IFN-y
IL-4 F
GM-CSF
IL-1

m™m

Toxinas bacterianas P6
Vitamina E P
Cuadro 5. Caracteristicas fundamentales de algunos adyuvantes

1F, Fuerte. 2M, Moderada. 3D, Débil. 4Sélo frente a antigenos externos. 5A, agua y 8P, Presente

La Tradicién vs. la Actualidad

Los adyuvantes deben ser analizados en el ambito de la compleja dindmica de la respuesta inmune
y particularmente en su rama inductora y en los efectores especificos y no especificos que se
estimulan (Figura 1). Tradicionalmente, el efecto de los adyuvantes era evaluado a través de la
produccién de anticuerpos, induccidén de Hipersensibilidad retardada (HR), induccién de células T
citotdxicas y por reto con microorganismos vivos cuando existia modelo animal. Esto se
correspondia con la divisién didactica y practica de la inmunologia en humoral y celular. Se sabia,
ademas, que una fuerte respuesta celular conllevaba a una menor respuesta humoral y viceversa.



Respuesta
Celular

Respuesta
Humoral

Figura 1

Las citocinas son les mediadores mas importantes involucrados en la induccion de la
respuesta inmune. La mitad superior corresponde a la induccion y efectores especificos
© no relacionados con una respuesta TH1 y la inferior a un patron TH2

Modificacién del disefio de J. Padron.

Hoy, la evaluacién de los adyuvantes se ha revolucionado con el paradigma Th1/Th2, el cual ha sido
demostrado en varias especies (9,10), nho sélo en las subpoblaciones de células TCD4", sino también

a nivel de las TCD8" (11). Este enfoque conlleva a que los efectores de la respuesta Th1 (celular), no
es so6lo mediada por linfocitos T citotdxicos, sino también, se estimula tanto la produccién de
isotipos particulares de anticuerpos como a células no linfoides para amplificar la respuesta celular.
Este desarrollo de la Inmunologia y en particular de la Vaccinologia ha hecho que este efecto de la
evaluacion de los adyuvantes se desplace actualmente hacia el nivel molecular, principalmente, a
través de la evaluacion de la produccion de citocinas, por ser éstas las que determinan en el
microambiente inductivo. Por otro lado, también se ha evaluado la simulacion del efecto adyuvante
por la administracion de las citocinas y por el pleiotropismo de las mismas que han producido los
fragmentos que intervienen en la induccién de la respuesta inmune (7).

Por otra parte, para comprender mejor a los adyuvantes es necesario que se incorporen otros
criterios cuantitativos, cualitativos y sobre todo funcionales. Esto esta relacionado con la posibilidad
de que se induzca altos titulos de anticuerpos, y ellos no sean efectivos, por tener una baja afinidad,
por el antigeno natural. Para lograr una prueba funcional in vitro (neutralizacion, bactericida,
opsonofagocitosis, etc.), ademas de los multiples problemas técnicos a resolver, es imprescindible
gue los anticuerpos sean de alta afinidad o del isotipo efectivo.

Ademas de lo anterior, es necesario tener muy en cuenta la distribucidon de las clases y subclases de
inmunoglobulinas que son inducidas. Para citar un ejemplo, la proteccién por anticuerpos
especificos de los recién nacidos se logra sélo por el traspaso placentario de algunas subclases de
IgG y por la IgA de la leche materna. A otras propiedades bioldgicas de las inmunoglobulinas
muchas veces no se les presta la atencidon necesaria. Entre ellas se pueden destacar: la capacidad
de fijar complemento y la posibilidad de unirse a receptores de alta afinidad de determinadas
células. Si estos elementos los unimos a que Th1 induce preferencialmente IgG2a e IgG1 en ratones
y humanos, respectivamente, se confunde mas el problema de humoral y celular. Por ello, una



contradiccién a primera vista es que la respuesta humoral (Th2) induce anticuerpos, pero estos son
fundamentalmente IgG1 e IgE en ratones (9) y principalmente IgE en los humanos (10).

Por ultimo, es importante destacar que estas subclases se encuentran asociadas a pruebas
funcionales por lo cual es posible explorarlas. Los anticuerpos producidos por lo estimulacién Th1
son fijadores de complemento y se unen a los receptores FcgRIl de alta afinidad (12). Junto a ello
estd el hecho de que estos dos procesos sinergizan la fagocitosis por existir también
constitutivamente en los fagocitos, ademas de los receptores Fcg los receptores de complemento
(13).

En resumen, en la actualidad la afinidad, el isotipo y las propiedades biolégicas de los anticuerpos
son tres elementos importantes a tener en cuenta en la respuesta inducida. Ademas, es necesario la
evaluaciéon celular y no sélo incluir las técnicas clasicas de HR, Linfoproliferacién y Linfocitos T
citotoxicos, sino también la determinacion de pruebas funcionales celulares (opsonofagocitosis,
bactericida, etc.) y especialmente los patrones de citocinas.

CARACTERISTICAS DE LA INDUCCION DE LA RESPUESTA INMUNE

La induccién de la respuesta inmune deseada en un organismo "virgen" (no debe confundirse con
la primera dosis de la vacuna, la cual puede ser aplicada en sujetos que ya tengan respuesta a la
vacuna por haberse puesto en contacto previamente con el agente natural o por reaccién cruzada)
necesita garantizar tres aspectos esenciales. En primer lugar, que se produzca la captura,
procesamiento y presentacion del antigeno por las células presentadoras de antigenos (CPA)
asociados a moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad (MHC, en el humano). En segundo
lugar, que ocurra la interaccidon T-B para la produccién final de anticuerpos funcionales. En tercer
lugar, es necesario lograr células T y B de memoria que mantengan la respuesta frente a futuras
agresiones o re-exposiciones antigénicas.

La presentacion antigénica a las células T se garantiza a través de la existencia del MHC, los que
constituyen la expresion molecular de los genes de inmunorespuesta. El MHC es una region de
genes de gran polimorfismo, cuyos productos estan expresados en la superficie de una significativa
variedad de células. Estos sitios fueron descubiertos en 1940 en situaciones artificiales de
transplante de tejidos de un individuo a otro (14). Las moléculas MHC proveen a las células de un
sistema que les permite mostrar péptidos antigénicos a las células T, con el muestreo, por parte de
estas Ultimas, de todo el organismo y el reconocimiento de péptidos derivados de proteinas
extranas. Clasicamente, existen dos tipos diferentes de productos de los genes MHC, relacionados
con la respuesta inmune, llamados moléculas de clase | y de clase Il, siendo en general las células T,
capaces de reconocer antigenos foraneos unidos a moléculas de clase | ¢ Il (15), caracteristica que
da la restricciéon del reconocimiento.

Presentaciéon por MHC de clase |

La mayoria de los péptidos que son presentados a los TCD8* por moléculas de clase | son
originados fundamentalmente en el citosol. El transporte hacia el reticulo endoplasmico (RE), el
sitio de asociaciéon con moléculas de clase |, involucra dos productos génicos de la region MHC,
designados TAP-1 y TAP-2 (16,17,18,19). Los transportadores TAP son requeridos para la eficiente
presentacion de muchos, aunque no de todos los antigenos (20,21). Los péptidos son generados
probablemente por la proteolisis de las proteinas intracelulares o glicoproteinas (22,23,24). Los



mecanismos involucrados en la direccion de antigenos proteicos para la proteolisis y la
presentacion de péptidos por moléculas de clase | son en gran medida desconocidos,
involucrdndose al proteasoma en la generacidén peptidica, especificamente los proteasomas que
contienen productos de los genes LMP-2 y LMP-7 (25,26). No obstante, existe la posibilidad de
presentacion de péptidos pequenos que puedan acoplarse directamente a las moléculas MHC ya
expresadas en la superficie.

Presentaciéon por MHC de clase Il

Las moléculas MHC de clase Il presentan péptidos, provenientes de antigenos adquiridos por

fagocitosis o pinocitosis, que son degradados por la via endosomal/lisosomal, a las células T CD4".
Estas moléculas son ensambladas en el RE, asociandose a la cadena invariable (li) (27). Esta
asociacion es requerida para la liberacidn eficiente desde el RE. Tras su llegada a los endosomas, la
li es degradada, probablemente, exponiendo la gruta de unién de las moléculas MHC de clase |l
permitiendo la unién antigénica en la misma (28). Por otro lado, la disociacion de los fragmentos de
la li de las moléculas de MHC de clase Il es esencial para su liberacion de la via endocitica y su
transporte a la superficie celular (29). Es de destacar que no existen mecanismos de presentacion
absolutos por via del MHC de clase | 6 II. Por el contrario, ya sea por mecanismos de escape de
antigenos desde la via endocitica hacia el citosol, por el paso hacia estas estructuras de sustancias
de naturaleza lipidica administradas exdgenamente o por la presentacion de antigenos enddgenos
por via del MHC de clase Il, ambas vias de presentacién pueden presentar antigenos que
normalmente no se unen a ellos.

Presentacién por CD1

La familia de moléculas del CDI1, las cuales no son codificadas por los genes del MHC, han
emergido recientemente como un sistema de presentacion celular que es completamente distinto
de los sistemas de presentacion conocidos, tanto del MHC de clase |, de clase Il o de moléculas
relacionadas. Existen en el humano 5 genes no polimodrficos del CD1, a saber: CD1A, -B, -C, -D y -E.
El CD1B ha sido mostrado como un elemento de restriccion en la presentacion a las células T de
varios antigenos lipidicos (acido micdélico) y algunos glicolipidos (lipoarabinomannan) provenientes
de micobacterias. A diferencia de la presentacion antigénica por via de las moléculas de clase |, la
presentacion de estos antigenos es independiente de los sistemas proteicos de transportacidon
TAP-1 y TAP-2, siendo ademas, sensibles a la cloroquina, sugiriendo el requerimiento de
acidificacion endosomal. Estos hallazgos revelan la existencia de un sistema que es capaz de
presentar antigenos no proteicos a las células T. Las moléculas del CD1 parecen ser un tercer linaje
de moléculas que también se encuentran en las células presentadoras de antigenos.

ALGUNOS COMENTARIOS SOBRE LOS MECANISMOS DE ACCION DE LOS
ADYUVANTES

Es de destacar que no se conocen, con profundidad, todos los mecanismos de accidén de los
adyuvantes (Cuadro 6), lo que ha hecho mas lento y limitado su desarrollo. Por otra parte, la
terminologia existente resulta a veces ambigua o poco convincente y no queda absolutamente
claro dénde y cdmo actua el adyuvante, sin suplantar al antigeno y su curso en la induccion de la
respuesta inmune, maxime cuando muchas veces se emplean Formulaciones complejas. La
mayoria de los autores coinciden con los efectos de: depdsito, inmunomodulacién vy
direccionamiento a células inmunocompetentes (1,8,40). Cox y Coulter anaden la presentacion e



induccién de Tc (1) y Bomfort (40) incluye el atrapamiento de los linfocitos, la activacién de estos y
el incremento de las funciones inmunes celulares.

Mecanismo Referencia
Inmunomeoedulacién 1, 8, 51
Direccionamiento a células inmunocompetentes 1, 8, 51
Depésito 1, 8, 51
Presentacion 1
Induccién de Tc 1
Atrapamiento de Linfocitos 51
Activacion del Complemento 51
Incremento de funciones inmunes celulares 51

Cuadro 6. Mecanismos de accion

Desde nuestro punto de vista, la presentaciéon y la induccidon de Tc son mecanismos normales de la
induccién inmune, por lo que no los consideraremos apartes. No obstante, existen otras
posibilidades de mecanismos como son: la induccién de quimiotaxis celular especifica (en la cual
pudieran estar implicados, entre otros, las quemoquinas; la accién mitogénica sobre diferentes
células, etc.); eliminar las células indeseables de los sitios inflamatorios; etc. Ademas, consideramos
gue el mecanismo fundamental involucrado sea la inmunomodulacién, es decir la capacidad de
dirigir la respuesta no sélo hacia Th1/Th2 sino también hacia la formacién de Tc; por lo tanto,
consideramos la induccion de este ultimo mecanismo como un fendmeno también de la
inmunomodulacion.

Quimiocinas

Las guemoquinas constituyen una familia compleja de proteinas recientemente identificadas como
citoquinas con actividad quimiotactica y activadora de diferentes tipos celulares del sistema
inmune, que se diferencian de los quimioatrayentes cldsicos, en su especificidad, por subtipos
particulares de leucocitos (30).

1. Estructuralmente estas moléculas son de bajo peso molecular (5-15 kDa) y contienen 4 residuos
de cisteinas conservadas que forman 2 puentes disulfuro. Con relacidon a la posicion de las dos
primeras cisteinas, son clasificadas en tres grupos: las a quemoquinas (C-X-C), las b quemoquinas
(C-C) y el grupo de las g quemoquinas (C)(31) Los tres grupos se diferencian no solo en su
estructura, sino también en los estimulos y los tipos celulares que las producen, los receptores
membranarios que las reconocen, en el sistema de transduccién de senales y en la especificidad
por tipos celulares determinados (32-33). De forma general, las a quemoquinas son
quimioatrayentes y activadoras de neutrdfilos, linfocitos T y basdfilos (34). Sin embargo, el grupo b
es especifico para monocitos, células T de memoria, eosindfilos, células NK y células dendriticas (35).
Las g guemoquinas se encuentran menos estudiadas; pero se conoce su actividad quimioatrayente
de linfocitos.

La actividad bioldgica de las quemoquinas tiene implicaciones importantes en varios procesos
normales y patoldgicos, entre los que se incluyen: hematopoyesis, angiogénesis, tumorogénesis,
inflamacién, autoinmunidad y enfermedades infecciosas (36). En el caso de la vaccinologia y los
adyuvantes pudieran tener un amplio espectro de aplicaciones; pues estas moléculas constituyen
un arma muy potente para manipular la proporciéon de células en los sitios de inoculacién y
direccionar el contacto del antigeno con tipos celulares especificamente en orden de generar una



buena respuesta en la ruta mas favorable (Th1 o Th2) en dependencia del antigeno utilizado y a la

respuesta protectora deseada.

ESTRATEGIA DE DESARROLLO

En la actualidad se estd dedicando gran cantidad de financiamiento de la industria farmacéutica
internacional a la actividad de los adyuvantes, aunque en muchas ocasiones no es perceptible por
permanecer como "know how". La causa esta relacionada con que "no es el antigeno, sino el
adyuvante el que en fin de cuentas determina el tipo de respuesta inducida”.

Un aspecto esencial para el desarrollo de esta tematica es verla como una esfera independiente y no
unida a la necesidad imperiosa de la Vaccinologia, de usarlos unido a un inmundgeno. Esta tendencia
contrarresta con el hecho de que en fin de cuentas también es necesario la evaluacion preclinica del
inmunogeno en cuestion. La tendencia actual es a buscar los principios activos de los adyuvantes, se
basa en la necesidad de disminuir las reacciones adversas y es resumida en el Cuadro 7. Otra
tendencia esta relacionada con la combinaciéon de los adyuvantes. En el Cuadro 8 se resumen
algunas de las formulaciones complejas existentes.

Procedencia Principio Activo Derivados
Peptidoglicanos de Micobacteria Tuberculoso MDP Threonil MDP, Murabutide, N- acetylglucosammn -M|
Murabutide, nor_MDP, MTP-PE
Copolimeros de blogues no iénicos Polyoxy-propilenc }JPOP) CRL 1005
y polyoxiethylene (POE
Quiallaia saponaria Saponinas Quil A, Spikoside, QS21 (Stimulon), ISCOPREPTN
LPS de bacterias Gram Negativas Lip A MPL
Polimeros Carbohidratos
Manosa Mannan
[ 1-3 glucosa Glucano, Acemannan, Lentinan
Derivatizaciones Polisacéridos Dextran sulfate, Dietyl-amynoethyl dextran
Toxinas bacterianas
V. cholerae CT,CTB
E. coli LT, LTB

Cuadro 7. Productos activos y sus derivi




Formulacién Combinacién 1 Combinacioén 2 Combinacién 3
FCA Inmunoestimulacién de MTB Depésito de corta duracion
(principalmente TDM y MDP) de emulsiones de agua/aceite
Ciba-Geigy Aceite metabolizable nor-MDP
ISCOM Saponina Fosfolipidos Citocinas
SAF Copolimeros L121 Threonyl MDP Aceite
Ribi Detox™™ MPL CWsS
Chiron MF59 MTP-PE Emulsién de aceite
Liposomas MPL Proteinas MPL, MDP o QuilA Citocinas
Titer MaxTM97 MPL Qs21
Proteoliposoma Alimina LPS Plisacéarido
Cuadro 8. Combinacion de Adyuvantes

En el presente, el desarrollo de esta tematica es esencial, por el impetuoso potencial vacunal
existente y se encuentra encaminado fundamentalmente: al tamizaje al azar de los potenciales
adyuvantes; hacia su busqueda ingeniosa y en la purificacion de los principios activos de conocidos
adyuvantes para la realizacion de Formulaciones.
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