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Resumen

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los espermatozoides es un proceso fisiol 6gi-
co natural. A concentraciones bajas estas moléculas tienen un papel fisiol6gico, pero en exceso pro-
vocan dafio celular que puede afectar a la fertilidad humana. Esta concentracion en exceso de ROS
puede ser debida a causas enddgenas (excesiva produccion o deficiente funcionamiento de los siste-
mas antioxidantes) o/y exégenas (factores ambientales).

Objetivo: analizar en la produccion de ROSla influencia de los factores ambientales y de |os métodos
de capacitacion utilizados en reproduccion asistida.

Material y métodos: se analizaron, en el Hospital Universitario La Fe, muestras normozoospérmicas
o levemente oligo/astenozoospérmicas de 23 voluntarios, 5 de ellos con fertilidad probada. Las mues-
tras fueron procesadas mediante dos métodos de capacitacion (swim up y gradientes de densidad).

Resultados: apuntan valores de ROS elevados en las muestras que no consiguen gestacion, influencia
del factor droga en los niveles ROSy por ultimo muestran una correlacion significativa y positiva en-
tre los métodos de capacitacién, pero no diferencias significativas entre los dos tipos de seleccién de
esper matozoi des.

Conclusiones: el consumo de drogas aumenta la generacion de ROSy dificulta la consecucion del
embarazo.
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Summary

Reactive oxygen species (ROS) production isa natural process in spermatozoa. These molecules have a
physiological role at low concentrations but may cause cellular damage affecting human fertility when
they are in excess. This ROS excesive concentration may be due to both endogenous causes (defective
function of antioxidant systems or excesive production) and exogenous causes (environmental factors).
Objective: To analyze the influence of environmental factors and capacitation proceduresin ROS ge-
neration.

Material and methods: Samples of 23 volunteers (5 of them, of probed fertility) were analysed at La
Fe University Hospital. They were all normo or moder ate oligo/asthenozoospermic. Samples were
processed by two capacitation methods (swim up and density gradients).

Results: High ROS levels were found in the samples of the volunteers who can not achieve pregnancy,
influence of drug consumin ROS levels and a significative, positive correlation but not significative

differences between the capacitation methods.
Conclucions: Drug consum enhances ROS generation and affects negatively to the achievement of

pregnancy.

Key Words: ROS. Antioxidant. Infertility. Environmental factors. Drugs.

INTRODUCCION

La produccién de ROS es el resultado natural del
metabolismo normal de las células aerobias. Como
consecuencia de la cadena respiratoria (en la que se
consume oxigeno) se generan una serie de moléculas
reactivas (conocidas como especies reactivas de oxige-
no o ROS) que pueden ser -en exceso- responsables de
una situacion conocida como “ estrés oxidativo”.

Las ROS son compuestos quimicos altamente
inestables derivados del oxigeno que tienen tendencia
a reaccionar con otras moléculas de su entorno alas
gue modifican oxidativamente primero, para inducir
la pérdida de su funcién biolégica después. Entre las
ROS son de especial interés los radicales libres: mo-
|éculas que presentan un electron desapareado que
genera una gran inestabilidad: entre ellos destacan €l
anién superéxido (O, ), radicales peroxilo (ROO-_)
y €l anién hidroxilo (-OH_). Ademas de los radicales
libres existen otras especies reactivas de oxigeno no
radicalarias entre las que destaca el peréxido de hi-
drégeno (H-20y).

La produccién controlada de especies reactivas de
oxigeno por los espermatozoides tiene un papel fisio-
I6gico: intervienen en la capacitacion, hiperactiva-
cion, reaccion acrosbmica, union del espermatozoide
ala zona peltciday fusién con el ovocito (1-3). Sin
embargo, cuando hay una produccion excesiva de
ROS o no funcionan adecuadamente 10s mecanismos
antioxidantes aparece una situacion de estrés oxidati-
vo. Estudios recientes proponen que este estrés oxida-
tivo en los espermatozoides puede ser causa de infer-

tilidad (4, 5).Varios estudios han descrito que un 25-
40% de los varones con infertilidad idiopética tienen ni-
veles elevados de ROS (6, 7). Ademés, un estudio pros
pectivo demostré que varones con altos niveles de ROS
tenian 7 veces menos probabilidad de iniciar una gesta-
cién que agquellos que tenian niveles bagjos (8).

L os espermatozoides humanos son muy sensibles a
este estrés oxidativo viéndose afectados avarios niveles:

- Membrana plasmética: La membrana plasmati-
ca de los espermatozoides es muy rica en acidos gra-
sos insaturados parti cularmente &cido docosohexanoi-
co, con 6 dobles enlaces por molécula. Estos acidos
grasos insaturados son esenciales ya que dotan a la
membrana la fluidez necesaria para que se produzca
la fusion ovocito-espermatozoide. Las ROS atacan
estos dobles enlaces provocando una reaccién en ca-
dena de peroxidacién lipidica que finalmente provoca
una pérdida de fluidez de membrana. Esto se traduce
en bajas tasas de fecundacion. Esta cascada de pero-
xidacion esta catalizada por metales como el hierro y
el cobre (9).

- DNA: Las ROS también atacan al DNA provo-
cando fragmentacién. Varios estudios demuestran que
altos niveles de ROS son los responsables de la frag-
mentacion del DNA cominmente observada en esper-
matozoides de hombres infértiles (10, 11). Este es un
aspecto atener en cuenta a la hora de usar esos esper-
matozoides para técnicas de reproduccion asistida:
cuando se realiza una inseminacion intrauterina (1A)
o una fecundacion in vitro (FIV) clasicalos dafios pe-
roxidativos colaterales en la membrana espermética
podrian afectar a la fecundacién, pero cuando se rea-
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liza una microinyeccion intracitoplasmética de esper-
matozoides (ICSl) estamos saltando esta barrera natu-
ral y espermatozoides con DNA fragmentado pueden
ser introducidos en el ovacito afectando al proceso de
fecundacion o dando lugar a embriones no viables.

- Apoptosis. La apoptosis ocurre de forma normal
€en espermatogonias, espermatocitos y espermatides
como mecanismo regulador de la espermatogénesis.
Sin embargo, se ha observado que la apoptosis en es-
permatozoides maduros esta relacionada con los nive-
les de ROS (1). Se encuentra una correlacion positiva
entre los niveles de caspasa 3 y caspasa 9 (genes que
codifican proteasas que intervienen en la muerte celu-
lar programada) y los niveles de ROS. Esto ocurre
porque altas concentraciones de ROS rompen la
membrana mitocondrial interna'y externa provocando
la salida de citocromo C desde la mitocondria, el cual
activa las caspasas. También se ha visto que el gen
inhibidor de la muerte celular programada Bcl-2 pro-
tege a la célula de la apoptosis por mecanismos que
reducen la produccién de ROS (12). Esta induccién
de la apoptosis se manifiesta en un descenso en el nu-

mero de espermatozoides del eyaculado y/o una re-
duccion de lamotilidad (Figura 1).

- Proteinas: Las ROS provocan ademas un des-
censo en la fosforilacion de proteinas del axonema
gue conducen a una disminucion de la motilidad (1),
inactivacion de enzimas glicoliticos (13), descenso
del ATP intracelular, aumento de defectos morfol 6gi-
cos de la pieza intermedia y, en definitiva, una pérdi-
da de viabilidad (14)

El plasma seminal contiene una variedad de sustan-
cias antioxidantes para “neutralizar” |as especies reac-
tivas producidas por los espermatozoides, de forma
gue compensan la deficiencia de enzimas citoplasméti-
cos del espermatozoide. Estos antioxidantes pueden ser
enziméticos, no enzimaticos o coadyuvantes:

a) No enzimaticos, pequefias moléculas como vi-
tamina C, alfa-tocoferol (vitamina E), tirosina, hipo-
taurinay acido Urico.

b) Enzimas, como la glutation peroxidasa y la su-
peréxido dismutasa (SOD) producidas en la cabezay
la cola del epididimo respectivamente, junto con la
catalasa. La SOD transforma el O*>_en H,0O, (menos
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A) Célula Viva; Las ROS generadas son insuficientes para
provocar el inicio de la reaccién en cadena que conduce a la
apoptosis. B) Célula Apoptética; seinicia la fase de degrada-

cion celular, ya que el aumento de las ROS genera la rotura
de la membrana mitocondrial externa e interna, permitiendo
la liberacion del citocromo C. Este Ultimo activa en le cito-
plasma la cascada de las caspasas que a su vez provocan la
ruptura de la membrana plasmatica y la degradacién del
DNA, mediante la activacion de las endonucleasas.

SOD

2(0, )+ 2 H =— H, 0, + 0,

téxico que el O? ). mientras que la glutation peroxi-
dasay lacatalasa eliminan el H;O.. (14).

El H,0O, producido como residuo de la SOD, es €li-
minado por la catalasa y la glutation peroxidasa (14).
La glutation peroxidasa elimina el H,O, por medio del
glutation (GSH), ya que lo utiliza como dador de elec-

Catalasa

Hz 0, —p H, 0+_ 0,

glutation peroxidasa
P GSSG+2 H,0

2GSH + H; 0,

trones, aunque también es capaz de eliminar otros radi-
cales peroxilo (ROO__) de varios peréxidos.

glutation reductasa
GSSG+NADPH+H_*

> 2GSH+NADP |
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Para mantener el equilibrio debe actuar el enzima
glutation reductasa de forma que regenere el glutation.

¢) Coadyuvantes o secundarios; su funcién es
servir de apoyo a los anteriores, bien mediante el su-
ministro de sustratos a los sistemas enziméaticos o
bien mediante |os sistemas de transporte o reparacion
de estructuras, previamente dafiados oxidativamente,
como el DNA, proteinas, etc. Entre ellos se encuentra
la glutation reductasa y la glucosa 6-P-deshidrogena-
sa.

Este mecanismo es de gran importancia pues se ha
observado que la actividad antioxidante tiene relacion
con lafertilidad (15-17) y que los niveles de antioxi-
dantes en el plasma seminal de varones infértiles son
significativamente mas bajos que los de varones con-
trol (18).

L as especies reactivas de oxigeno presentes en el
semen son producidas fundamentalmente por dos ti-
pos de células:

a) esper matozoides: Los espermatozoides pueden
generar ROS de dos formas (1):

1.- El sistema NADPH-oxidasa a nivel de la
membrana plasmatica, que genera anion superoé-
xido (02))

2.- La oxido-reductasa NADPH-dependiente a
nivel de las mitocondrias.

b) leucocitos: Los leucocitos estan presentes en €l
tracto reproductivo masculino y se encuentran en ma-
yor o menor cantidad en casi todos los eyaculados.
L os leucocitos son la mayor fuente de ROS en el se-
men. Cuando son activados en respuesta a una infec-
cién o inflamacién producen una gran cantidad de
ROS como mecanismo de destruccién de microorga-
nismos. Estas ROS tienen importancia si la concen-
tracion de leucocitos es anormalmente alta (leucoci-
tospermia) o cuando se elimina el plasma seminal
durante el procesamiento del semen para técnicas de
reproduccion asistida (pues se eliminan |os antioxi-
dantes del plasma).

Ademés podemos encontrar fuentes productoras
de especies reactivas de oxigeno exdgenas. Entre es-
tas fuentes podemos destacar la biotransformacion de
drogas, el humo del tabaco y otros contaminantes am-
bientales (18, 19).

OBJETIVO

El objetivo de este estudio es analizar la influen-
cia de varios factores ambientales (consumo de taba-
co, alcohoal, drogas (cannabis, anfetaminas y aluciné-
genos), sedentarismo y actividad laboral) sobre la
generacion de especies reactivas de oxigeno y su rela-

cion con la esterilidad masculing, partiendo de la hi-
potesis de que ciertas sustancias afectan al funciona-
miento de |os sistemas de generacion y/o eliminacién
de ROS en |los espermatozoides creando estrés oxida-
tivo (14), que como hemos expuesto tiene efectos de-
letéreos sobre los espermatozoides. También preten-
demos valorar la influencia del método de seleccion
espermatica o0 capacitacion “in vitro” sobre los nive-
les de ROS, generados por |0s espermatozoides.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevod a cabo en el Servicio de
Ginecologia (Reproduccién Humana) del Hospital
Universitario La Fe de Valencia, utilizando muestras
seminales -en las que no se identificaron leucocitos-
procedentes de 23 varones voluntarios con edades
comprendidas entre 18 y 34 afos. Los voluntarios
fueron divididos en dos grupos: Grupo A (GA): for-
mado por 5 voluntarios de fertilidad probada: con
gestaciones espontaneas en curso o a termino meno-
res de 1 afo. Grupo B (GB): integrado por 2 varones
gue llevaban mas de un afo sin lograr gestacion
(GB1) y 16 voluntarios que todavia no habian inten-
tado conseguir gestacion (GB2).

Todos los voluntarios rellenaron un cuestionario
en relacion a su estilo de vida con respecto a los si-
guiente factores ambientales (n° cigarrillos tabaco/
semana, consumo alcohol (5 niveles), consumo dro-
gas (5 niveles), gercicio fisico (5 niveles) y actividad
laboral (3 niveles)). Los factores con 5 niveles se co-
rrespondia con: N1 nunca; N2 ocasionalmente; N3 a
menudo; N4 habitualmente y N5 alto grado. Mientras
gue en el caso de la actividad laboral N1 movimiento
nulo; N2 variable; N3 movimiento continuo.

Las muestras fueron analizadas seguiin los parame-
tros convencionales de la OMS de 1999 (valoracién
macroscopica: volumen, pH, licuefaccion, viscosidad
y valoracion microscopica: recuento, motilidad, mor-
fologia, viabilidad, MAR test, test azul anilina, test
progresion) teniendo todas ellas valores dentro de los
estdndares de referencia de la OMS o levemente oli-
go/astenozoospérmicos. Posteriormente, cada muestra
se procesd siguiendo 2 métodos de seleccién: swim-
up y gradiente discontinuo de densidad de dos fases
(90% y 45%) recuperandose en este Ultimo caso los
espermatozoides de la fraccion 90% (G90) y la sus-
pension espermética obtenida de la interfase entre la
fraccion de 45% y la de 90% (G45). Las suspensiones
de espermatozoides asi obtenidas fueron gjustadas a
una concentracion final de 1 millén de espermatozoi-
des por mililitro.
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La generacion de ROS fue valorada mediante qui-
mioluminiscencia utilizando un luminémetro
Berthold LB9505C (version 4.08), espectrofotdmetro
altamente sensible capaz de detectar la emision de pe-
quefias cantidades de fotones. Esta técnica se basa en
la capacidad de las ROS de emitir luz al reaccionar
con luminol (amino-2,3- dihidro-1,4-phthal azinedio-
ne). A cada alicuota de muestra se le afiadi6é luminol
y peroxidasa exdgena de rabano (HPO), que amplifi-
ca la sefial quimioluminiscente. Tras esto, se monito-
rizé la quimioluminiscencia generada durante 5 mi-
nutos aproximadamente hasta que se estabilizé la
sefial (érea). En este punto se afladio PMA (Phorbol
12-myristate-13-acetate) que induce la formacion ma-
siva de ROS por |os espermatozoides y se valoro la
cota mas alta de luminiscencia generada tras su adi-
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Figura?2
Valoracion ROS de una de las muestras estudiadas obtenida del
luminémetro Berthold LB9505C (version 4.08). Se obtiene re-
presentacion gréfica azul (FM-contral), Verde (Swim up), Rojo
(gradiente 90%) y Amarillo (gradiente 45%). Facilita también
los valores de quimioluminiscencia generada sin induccion
(érea) y trasla induccion masiva de ROS al afiadir PMA (pico)

cién (pico). Los resultados fueron expresados en
cuentas por minuto (cpm). FIGURA 2.

RESULTADOS

Tras comprobar através del test de homogeneidad
laigualdad entre el grupo A (GA) y el grupo B (GB)
con respecto a las caracteristicas seminales, no se ob-
servo diferencias significativas entre ellos con res-
pecto a la técnica de capacitacion utilizada. Sin em-
bargo, se observé mediante una representacién
grafica de los valores de ambos grupos que una de las
muestras se algjaba de las demas tanto en el area co-
mo en el pico que determinaba la fraccién del gra-
diente 45% (G45). Figura 3.
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Figura3

Representacion gréfica de los valores en el gradiente de 45%
del Grupo A (gestacion, valor "1") y Grupo B (no gestacion,
valor "0"). Se aprecia la existencia de un alegjamiento muy
marcado de uno de los valores perteneciente al GB, concreta-
mente al GB1 (no logra gestar).

Mediante el estudio de correlaciones se valoré la
generacion de ROS en cada uno de los métodos de
capacitacion empleados, observandose una correla-
cion significativay positiva entre ellos. En el caso del
area vimos una correlacion positiva entre area gra-
diente 90% (G90) con area Swim up (SUP) y también
una correlacién positiva entre érea gradiente 45%
(G45) con area gradiente 90% (G90). En €l caso de
los picos existia una correlacion significativay positi-
va entre el pico del gradiente 45% (G45) con €l gra-
diente 90% (G90).

Con respecto a la capacitacion mediante la técnica
de gradientes de densidad se encontrd que existia di-
ferencias significativas entre todos los picos y ten-
dencias entre las areas del gradiente 45% y gradiente
90%. Haciendo un Contraste T para la diferencia en-
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tre las variables area gradiente 45% y gradiente 90%
podemos comprobar como al 95% la diferencia es
significativa (p-valor = 0,043). En el caso de los pi-
cos la diferencia es significativa, incluso se puede en-
contrar una relacion lineal al 90%, a pesar que €l R-
cuadrado es bajo (probablemente debido al bajo
ndmero de casos).

Aplicando el mismo procedimiento (Test T aladi-
ferencia) no se pudo encontrar diferencias significati-
vas entre areas 'y pico del gradiente 90% con el capa-
citado del Swim up.

Estudiando la relacion del area'y pico con respec-
to a los factores ambientales valorados (tabaco, alco-
hol, drogas, deporte, actividad laboral) y los métodos
de capacitacién utilizados, se pudo comprobar como
Unicamente en el caso de las drogas existe una corre-
lacién positivay significativa (siendo no lineal la va-
riacion entre las varianzas) entre dicho factor con el
area gradiente 45% y area swim up. En el caso de los
picos solamente existe correlacion significativa, posi-
tivay lineal (nivel de significatividad) con el gradien-
te de 45%.

CONCLUSIONES

La homogeneidad de los grupos estudiados (GA y
GB) con respecto a las caracteristicas seminales nos
valida los resultados obtenidos, ya que ningln para-
metro seminal influye en el resultado final. La valora-
cion estadistica de los datos no muestra diferencias
significativas en los niveles de ROS entre €l grupo A
y el grupo B. Por ello, nuestros resultados sugieren
gue, respecto a este test, los varones del grupo B tie-
nen una funcién reproductora normal. Cabe destacar
el hecho de que ninguna muestra del GA tiene valo-
res altos de ROS; y sin embargo, en algunas muestras
del grupo GB se observo valores ligeramente eleva-
dos de ROS, destacando entre ellas una que presentd
valores de ROS extremadamente altos. Entre este
grupo de valores altos de ROS (superioresa 1 x 10°
cpm), nos encontramos con los dos varones del grupo
B1 (varones que llevaba mas de un afio intentando
gestacion sin conseguirlo). Por tanto, se refuerza la
idea que niveles elevados de ROS pueden ser |a causa
de esterilidad, como reflejan varios estudios (6, 7).

Uno de los objetivos del trabajo es estudiar la pro-
duccién de ROS seglin el método de capacitacion uti-
lizado (gradiente de densidad o swim-up). Diversos
estudios muestran que el proceso “in vitro” de capaci-
tacion incrementa su generacion debido a la centrifu-
gacion, encontrando valores de 20 a 50 veces mayo-
res de ROS (6). A este respecto, parece que la

duracién de la centrifugacion es méas importante que
la fuerza (1). Nuestros resultados no muestran dife-
rencias significativas en los niveles de ROS entre los
dos métodos. Sin embargo, algunos estudios apuntan
gue el método de gradientes discontinuos de densidad
genera menor cantidad de ROS (20), provocando me-
nor fragmentacion del DNA en los espermatozoides
(21). Probablemente, nuestros resultados se compen-
sen pues con el swim up centrifugamos a mas fuerza
centrifuga pero durante menos tiempo (500g 8minu-
tos) que con los gradientes de densidad (300g 20mi-
nutos).

Al realizar un gradiente de densidad de
PureSperm los resultados muestran unos niveles de
ROS significativamente mayores en la suspension es-
permatica obtenida de |a interfase entre la fraccién de
45% y la de 90% (G45) en comparacion con los que
se observan en la fraccion de 90% (G90) (20). Es en
esta interfase (G45) donde, debido a la técnica, se
acumulan los espermatozoides de menor densidad, es
decir, que en esta fraccion el porcentaje de esperma-
tozoides morfol 6gicamente normales es menor que en
la fraccion G90. Uno de los principales defectos mor-
foldgicos que se observan en la fraccion G45 es la
presencia de gotas citoplasmaticas en la pieza inter-
media. Nuestros resultados estan de acuerdo con
otros estudios previos en los que se observo tras reali-
zar un gradiente de densidad una mayor produccion
de ROS en la fraccion donde se acumulan |os esper-
matozoides inmaduros con anomalias morfol 6gicas
de cabezay retencion citoplasmética (13, 22). La ge-
neracion excesiva de ROS por estos espermatozoides
con gota citoplasmética puede reflejar un defecto en
la funcion de las células de Sertoli que no completan
adecuadamente |la eliminacion de citoplasma de los
espermatozoides antes de la espermiacion, por lo que
se liberan del epitelio germinal espermatozoides con
citoplasma residual. La presencia de este citoplasma
residual potencia la generacion de ROS via mecanis-
mos que parecen estar mediados por el enzima citoso-
lico glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. Una cantidad
excesiva de este enzima por no eliminacién del cito-
plasma provoca la generacion de NADPH, el cual po-
tencia la produccion de ROS por una NADPH oxida-
sa (23). En humanos la prevalecia en el semen de
espermatozoides inmaduros con morfologia anormal
de cabeza y gota citoplasmatica es mayor que en
otras especies animales. Esto es debido a un control
de calidad menos riguroso de la espermiogénesis
(13). Sin embargo, el porcentaje de estos espermato-
zoides en muestras procedentes de donantes es signi-
ficativamente menor que el encontrado en muestras
con parametros seminales anormales. Esto sugiere

374 - Influencia de los factores ambientales

\ol. 20- n° 6 - Noviembre-Diciembre 2003




gue en estos varones el control de la espermiogénesis
es aln menos eficiente, lo que provoca la liberacién
de cantidades significativamente mayores de esper-
matozoides inmaduros con retencion citoplasmatica a
los tubulos seminiferos (13). Estos espermatozoides
morfol 6gicamente anormales altos productores de
ROS causan ademés un dafio oxidativo a los esper-
matozoides maduros debido a la co-existencia de am-
bos en los tabulos seminiferos y en el epididimo. Este
dafio es el que provoca la pérdida de motilidad y la
fragmentacion del DNA observadas en |os esperma-
tozoides maduros de muestras con altos niveles de
ROS (13).

Existen estudios que relacionan la esterilidad con
valores altos de ROS debido a factores ambiental es
(18, 19, 21). Los parametros ambientales estudiados
(consumo de alcohoal, tabaco, actividad laboral y de-
porte) no muestran influencia en los valores de ROS,
probablemente debido a que estaban levemente ex-
puestos (niveles bajos, nunca méas del N3). Sin em-
bargo, la relacion de ROS con las drogas es positiva,
pese a no ser consumida en exceso. Los dos varones
gue llevan més de un afio intentando gestacion sin
conseguirlo tienen un consumo moderado de drogas y
presentan niveles de ROS elevados. Este aumento en
la generacion de ROS probablemente causado por €l
consumo de drogas puede ser explicado por dos hipé-
tesis, no excluyentes: 1°.- metabolizacién de estas
sustancias en las células, generando radicales libres
(8); 0 22- a presentar receptores sensibles a los can-
nabinoides como el tetraidrocannabinol (THC), que
estimulan directamente a los espermatozoides, provo-
candoles una hiperactivacion a destiempo que eleva
los niveles de ROS, de forma que los espermatozoi-
des quedan inviables paralafecundacién (19).

Los datos obtenidos en este estudio a valorar las
ROS en las 23 muestras estudiadas, nos han aportado
informacion valiosa a cerca de la posible causa de in-
fertilidad de 2 de los voluntarios. Por €llo, nos gustaria
resaltar la importancia de la realizacion de este test en
pacientes estériles que presenten parametros seminales
normales, ya que el problema puede ser debido a dete-
rioro en el DNA, proteinas, etc. producidos por las
ROS. En los casos en |os que estos pacientes sean con-
sumidores habituales de drogas, la realizacion de este
estudio estaraincluso mas justificado.
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