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La Reserpina Aumenta la Expresion de BDNF y PCNA,
y Disminuye la de Caspasa-3, en Células Intersticiales
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RESUMEN: La reserpina es un antipsicético e hipotensor arterial que reduce significativamente los niveles de monoaminas
centrales, y también es utilizada para modelar los cuadros depresivos humanos en animales de laboratorio. Este tradrajatstudio,
Wistar machos adolescentes, como la reserpina afecta indicadores moleculares de la funcion testicular, la cual serbdavisto alte
humanos deprimidos. Una semana luego de finalizado el tratamiento con reserpina (4 dosis de 0,0 0 1,0 mg/Kg, cadajiékts) la re
ansiosa y depresiva fue evaluada en un laberinto en cruz elevado. Posteriormente, se sacrificaron los animales y thsticalos,los
los cuales fueron fijados e incluidos en bloques de parafina de donde se obtuvieron cortes histologinoslelegpesor. Estos se
utilizaron para medir el diametro de los tubulos seminiferos y para medir por inmunohistoquimica el porcentaje de cgticlakemter
(células de Leydig) positivas a (1) Factor neurotréfico derivado del cerebro, (2) antigeno nuclear de células en pr{Bilkdcipn
PCNA, respectivamente, por sus siglas en inglés), y a (3) caspasa-3. Se obtuvo también un indice de positividad ahretrégemae
en las células intersticiales. La expresion del receptor de andrégeno fue evaluada utilizando una escala semicuartitegs/é0dé es
2y 3) y el resto de las moléculas por presencia 0 ausencia de expresion de cada antigeno investigado en 300 céludampboprepar
resultados comportamentales indicaron alteraciones en la respuesta de ansiedad y una significativa depresion motordatengcijanayo
en conductas de escape del sector blanco) en los animales tratados con reserpina. No se observaron diferencias endedafiametros
tubulos seminiferos ni en la expresién del receptor de andrégeno, mientras que si se encontré mayor proporcion destiélalas inter
positivas a BDNF y PCNA, y menor proporcién de células positivas a caspasa-3, en los animales tratados. Los resultadodscorrobor
capacidad de la reserpina para reproducir rasgos comportamentales de la depresion. La administracion de la droga, sm embargo,
parece reproducir a nivel testicular los efectos deletéreos encontrados en humanos deprimidos, e incluso los resultadas faugiere
reserpina puede mejorar algunos aspectos de la funcionalidad testicular relacionadas con la actividad de las célales iaterstas.

PALABRAS CLAVE: Testiculos; Ratas; BDNF, PCNA; Caspasa.

INTRODUCCION

La reserpina es un depletor de monoaminas que féi@ embargo, que ratas tratadas con reserpina exhiben sig-
originalmente utilizada como antipsicético e hipotensdios Y sintomas similares a los exhibidos por humanos diag-
arterial (Seeman & Lee, 1975; Shamon & Perez, 2009) y @@sticados con depresion, incluyendo lentificacion en loco-
también empleada para modelar los cuadros depresivos M@cion y mayor consumo de alcohol (Khadratsgl, 2017;
manos en animales de laboratorio (FR[]E', 2017) Este Ruiz et aI) Esto fundamenta la utilizacion de este modelo
modelo cuenta con criticas de constructo en referencia #Rra el estudio de las dimensiones biol6gicas y
utilidad del mismo para estudiar la depresién en humang@mportamentales de la depresion (Deussing, 2006), asi
(Leite Hunziker & Pérez-Acosta, 2001). Se ha observadé?mo para entender su patogenia y evaluar posibles trata-
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mientos (Escorihuela & Fernandez-Terual, 1998). Existen diestosterona y de la morfologia de los tibulos seminiferos,
embargo variables en las que no se ve analogia entre trastqroiolo que mayor diametro de los tdbulos seminiferos implica
y modelo. Por ejemplo, la reserpina aumenta los niveles s@yores niveles de testosterona y mayor produccién
hormonas tiroideas, en tanto que en humanos lo mas cone$permatogenética (Rodriguszal, 1999).
es que la depresidn curse con hipotiroidismo (Rua). Se
conoce muy poco la manera en que la reserpina afecta otras  El objetivo de este trabajo fue estudiar si la reserpina,
variables relacionadas con depresion en humanos, tales camomo modelo farmacolégico de depresion en animales de la-
la espermatogénesis y los niveles de testosterona, que sebenatorio, reproduce en ratas los efectos deletéreos sobre las
cuentran en niveles mas bajos en individuos deprimidaglulas productoras de testosterona que fueran reportados a
(Schweigeet al, 1999; Zarroutt al, 2009). nivel testicular en humanos deprimidos (Schwekggfeal ;
Zarroufet al). Para esto se trataron ratas macho, adolescen-
Existen numerosos marcadores moleculares que d&s, con reserpina, empleando una dosis con la que previa-
cuenta de la funcién testicular. Uno de ellos es el factarente observamos signos de conducta depresivadRaliy
neurotrépico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas gnse estudiaron marcadores de la funcidén testicular.
inglés). La concentracion local de dicho factor tiene un papgspecificamente, se midié mediante inmunohistoquimica la
relevante en el desarrollo de la depresion, viéndose alterguisitividad a BDNF, PCNA, caspasa-3 y RA en las células
en el hipocampo vy la corteza pre-frontal. Ademas, la variaxtersticiales, asi como el diametro de los tlbulos seminiferos.
cién de dichas concentraciones ha sido emparentada coPdaia confirmar la efectividad de la reserpina en inducir sinto-
estabilidad del humor y con otras psicopatologias (Angeluanias depresivos se evalué a los animales en el laberinto eleva-
et al, 2005). EI BDNF también se encuentra a nivel testiculao en cruz (LEC).
(Mutter et al., 1999), particularmente en las células
intersticiales (células de Leydig) (Yochkoeial, 2015). Se La decision de analizar estos fendbmenos en ratas ado-
ha propuesto varias funciones para esta molécula a niledcentes radica en que en esta etapa se produce un aumento
testicular, relacionadas con la proliferacion celular (Yochkowde la produccidon de testosterona, y el inicio de la
et al), el desarrollo testicular (Li & Zhou, 2013) y laespermatogénesis. La adolescencia es, asimismo, una de las
espermatogénesis (Safatial, 2017). A su vez, existen otros etapas vitales mas afectadas por la depresion éRal3.
marcadores de desarrollo y proliferacién celular en los testi-
culos como el antigeno nuclear de células en proliferacién
(PCNA). Esta es una proteina intranuclear, cofactor de la ADMATERIAL Y METODO
polimerasa, que también se encuentra en las células
intersticiales, entre otros tipos celulares (Chapman &
Wolgemuth, 1994). Sujetos, disefio experimental y tratamiento
farmacoldgico. Los animales, 14 ratas Wistar machos de
Ademas de moléculas que sefialan proliferacion cel@0 dias de edad -adolescentes- al inicio del experimento,
lar en los testiculos, existen las que marcan muerte celufaieron provistos por la Unidad de Reactivos Bioldgicos de
como es el caso de la caspasa-3. Esta enzima esta asocidtlparimentacion de la Facultad de Medicina de la Univer-
la muerte celular por apoptosis, aumentando su presencissétad de la Republica (URBE-Fmed-UdelaR). Los anima-
estos procesos. En el caso de las células intersticiales adeleg$ueron mantenidos con agua y comida ad-libitum y fue-
de estar asociada a los procesos de muerte celular, esta @so-administrados con reserpina [0.0 (vehiculo) o 1,0 mg/
ciada a la disminucién de la testosterona (i€imal, 2001), kg, cada 48 horas por 8 dias, Sigma-Aldrich, EE.UU.]. La
principal hormona producida por estas células. reserpina se vehiculizé en solucién fisiolégica y se admi-
nistr6 de manera intraperitoneal en un volumen de 0,015
Otros indicadores de la funcién testicular son lanl/gr de peso. Veinticuatro horas de finalizado el protocolo
abundancia de receptores de andrégenos (RA) y el didametmaplico a las ratas el test del laberinto elevado en cruz vy,
de los tabulos seminiferos. Los RA median el efecto de loma semana después, fueron sacrificados y sus testiculos
andrégenos, especialmente de la testosterona, hormona pesados y fijados en solucién fijadora de Bouin. Se hicieron
regula el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis bBloques de parafina y se obtuvieron cortes de 6 micrometros
los machos. La ausencia o disminucion de la expresion de B& espesor que luego fueron teflidos con hematoxilina y
en células intersticiales esta asociada con problemas eredssina o se les aplicé inmunohistoquimica. El protocolo de
espermatogénesis (Lavalle & Lalosa, 2015). El diametro dacrificio fue aprobado por la Comision de Etica en Uso de
los tibulos seminiferos también esta asociado a los nivelesAdemales de la Facultad de Veterinaria de Universidad de la
testosterona y sobre todo a la espermatogénesis. Rapublica (CEUA-Fvet-UdelaR, Exp n°111130-000658-13),
espermatogénesis depende de los niveles intratesticularetJdeguay.
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Test de Laberinto Elevado en Cruz (LEC)EIl propésito 3 (AB 4051, Abcam, UK), anti PCNA (Dako M0879, USA)
de esta evaluacion fue confirmar la accion depresiva dedanticuerpo primario de raton anti AR humano (AR N-20
reserpina a nivel comportamental. El test de LEC es aR€-816, Santa Cruz, USA) en camara hiumeda durante toda
pliamente usado para medir respuesta ansiosa (tiempol@moche. Se utilizdé el mismo kit amplificador Mach 2
brazos) y motora (entradas a brazos), la cual esta asocia@able (Mouse-HRP + Rabbit-AP, Polymer detection Kit,
la patologia depresiva, dado que en la depresién la actiBiocare medical, USA) y cromdégeno DAB en los cuatro
dad motora €4 disminuida (Ruiet al). El aparato emplea- casos. Se agregd un preparado como control negativo para
do era una plataforma en forma de cruz, elevada a 50 cm datla ensayo (sin aplicar anticuerpo primarios) y controles
suelo. La plataforma estaba compuesta por dos brazos ahpersitivos para cada uno de los anticuerpos primarios.
tos de 50 x 10 cm y dos cerrados de 50 x 10 con paredes de 40
cm de altura y descubierta en la parte superior. La evaluacion se hizo capturando imagenes de los
preparados por medio de un microscopio 6ptico Olympus
En cada sesién experimental los animales se pusie®®X50 (Olympus, Tokio, Japdén), video camara digital
de manera individual en el centro del laberinto, enfrentandmfinity 1; Lumenera, Toronto, ON, Canada), computadora
un brazo abierto. Los animales se retiraron del laberinto dggrsonal con programa Infinity médulos Capture y Analize
pués de 5 minutos de exploracién libre. Las sesiones se re@dlimenera, Toronto, ON, Canada) para captura y analisis
zaron en la tarde (14:00 a 18:00 h) en una habitacion ilumirde imagenes, las cuales fueron evaluadas por observadores
da con luz artificial blanca y aislada acusticamente. entrenados. La positividad a PCNA, caspasa-3 y BDNF fue
evaluada en 300 células intersticiales por preparado, mien-
Las pruebas se grabaron por medio de una camara@s que para los RA se calcul6 el indice de positividad para
video ubicada en el techo de la habitacién. Posteriormentada preparado considerando un score cualitativo (0: nega-
los archivos de video fueron evaluados, registrandose kbgo, 1: débil, 2: moderado, 3: intenso). El indice de
siguientes patrones comportamentales: a) Frecuencia deusitividad se calculé como 1xn1+2xn2+ 3xn3/cantidad de
tradas a brazos abiertos y cerrados; b) tiempo en cada galulas contadas, donde n= proporcién de células por cam-
de los brazos y en el centro; c) latencia para ingresar a lga-que muestran débil (1), moderada (2) o intensa (3)
zos cerrados. Siguiendo estudios previos (Acewtdd, positividad.
2016), la latencia de la primera entrada al brazo cerrado y el
tiempo pasado en los brazos abiertos fueron consideradoglisis estadisticoTodas las variables registradas (pesos,
indices de respuesta ansiosa, en tanto que la frecuenciaatébles en el LAC, y aquellas derivadas de la evaluacion
entradas a los brazos cerrados fue considerado un indicéidéofisiol6gica) fueron analizadas por T de Student para
locomocion. grupos independientes (i.e., tratados vs. controles). Los va-
lores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significa-
Inmunohistoquimica e histologia cuantitativa Los testi- tivos y los resultados se expresan como me@&M.
culos fueron disecados, pesados y fijados por inmersién en
solucién fijadora de Bouin durante 24 horas. Fueron
deshidratados por inmersion sucesiva en etanol 70°, 95RESULTADOS
100° e incluidos en bloques de parafina. Se obtuvo cortes de
6 um de cada animal tefiidos con hematoxilina y eosina para
medir el diametro de los tabulos seminiferos (30/corte). Pdraberinto Elevado en Cruz.El test se aplico el dia siguiente
los ensayos de inmunohistoquimica, tras colocar lasfinalizar el protocolo de administracion de reserpina. Los
portaobjetos con las secciones de los tejidos en estufa (68ultados fueron coherentes con trabajos previos de nues-
°C, 10 min), las mismas se colocaron en xilol (15 min tyo laboratorio (Ruizt al) y confirmaron el efecto depre-
luego otros 10 en nuevo xilol). Posteriormente se hidrasbr de reserpina. Los animales tratados con esta droga tu-
las muestras en concentraciones decrecientes de etanol (M8Ppn, en comparacion con los controles tratados con vehi-
95°, 70°) y se las lavo en PBS (5 min). Luego se recupeandlo, una latencia significativamente mayor (t = 2,15, p<0,05)
los antigenos con horno microondas, con las secciones gara ingresar a los brazos cerrados, ademas de tener (t = -
mergidas en solucion buffer citrato 0,01 M, pH 6,0, por 3,21, p<0,05) significativamente menos ingresos a los bra-
min, a 100 % de potencia, luego por 12 min a 40 % de poes cerrados (Fig. 1). Estos resultados evidencian una
tencia y luego se dejé reposar por 20 min. Se lavé nuevalentizacién en la actividad motora y una alteracion en la
mente en PBS (5 min), se coloco el suero bloqueante y luespuesta a situaciones de riesgo, producto de la adminis-
go el anticuerpo primario: en laminas diferentes, obtenidaacion de reserpina, y son similares a los resultados encon-
de cada animal, se aplicd ya sea anticuerpo primario aritedos en trabajos previos de nuestro grupo en el campo abier-
BDNF (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti caspasa y en la prueba de la caja de luz oscuridad (Btak). No
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Tabla I. Variables registradas en Laberinto elevado en cruz.

Reserpina Control p<0,05
Latencia para ingresar a brazos cerrados (segs) 10,5+10,5 5,6£1,3 SI
Tiempo en brazos abiertos (segs) 3,7£2,9 14,7+11,7 NO
Tiempo en brazos cerrados (segs) 252,1+13,3 264,5+11,4 NO
Tiempo en el centro (segs) 21,3+11,9 21,0+£7,7 NO
Frecuencia de entradas en brazos cerrados 3,6+1,0 6,8+1,1 SI
Frecuencia de entradas en brazos abiertos 0,4+0,3 1,840,7 NO

Medias y errores para las variables estudiadas en animales tratados con reserpina y controles. Se indica para cuales
variables se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre grupos.

se encontraron diferencias significativas entre los grupos
en el resto de las variables (i.e., tiempo en brazos abiertos
y cerrados, ingresos a brazos abiertos) (Tabla I).

—

Histofisiologia testicular.No se encontraron diferencias in-
herentes al tratamiento en el peso de los animales , ni en el
’—]—‘ peso de los testiculos promediados, ni entre si (derecho vs
derecho, izquierdo vs izquierdo) (Tabla I). A nivel molecular,
se encontraron diferencias significativas en la positividad

Fig. 1. Respuestas de locomocion y ansiedad en el laberinto elevad

en cruz (LEC), en ratas adolescentes tratadas con reserpina o vefi%ﬁas celulas intersticiales a BDNF y PCNA (Fig. 2). Los

lo. Los animales tratados con reserpina (RES) exhibieron, en confydimales tratados con reserpina expresaron significativas ma-
racion con sus pares tratados con vehiculo (VEH), significativameM@ proporcion de células positivas a ambas proteinas que
menos ingresos a los brazos cerrados (Panel A) y una mayor latesigi pares controles [(t=3,59, p<0,05) y (t=4,78, p<0,001);
para ingresar por primera vez a los brazos cerrados (Panel B). BRNF y PCNA, respectivamente]. Por el contrario, los ani-
valores expresan las mediggsvio estandar, y los asteriscos dengnmales tratados expresaron significativamente menos (t=-2,84,
tan diferencias segun test T de Student (p<0,05). p<0,01) proporcién de células positivas a caspasa-3 que sus
pares controles (Fig. 2).

—

*

Frecuencia de entradas en brazos cerrados en LEC
Latencia para entrar en brazos cerrados en LEC (segs)

RES VEH RES VEH

>
o

En tanto, no se encontraron diferencias significati-
® vas entre grupos en el indice de positividad a RA en las
w células intersticiales ni en los diametros de los tubulos
seminiferos (Tabla I1).

00  Porcentaje (%) células positivas a PCNA

I> Porcentaje (%) células positivas a BONF

i [ Fig. 2. Inmunoreactividad para BDNF, PCNAy caspasa-3 en células intersticiales, en anima-
les tratados con reserpina (RES) y en controles tratados con vehiculo (VEH). Los animales
del grupo RES expresaron significativamente mayor porcentaje de positividad a BDNF (A) y
PCNA (B), pero significativamente menos porcentaje de caspasa-3 (C), que sus pares contro-
les. Los valores expresan las metltesvio estandar, y los asteriscos denotan diferencias
estadisticamente significativas segun test T de Student (p<0,05).

) Porcentaje (%) células positivas a caspasa
b

RES VeH

Tabla Il. Variables histofisiolégicas registradas.

Reserpina Control p<0,05
Peso al sacrificio (gramos) 189,6+7,9 177,1+15,7 NO
Peso testiculos (promedio en gramos) 1,13+0,04 1,72+0,63 NO
Porcentaje (%) células de Leydig + a BDNF 76,0+2,0 65,1£2,2 SI
Porcentaje (%) células de Leydig + a caspasa-3 30,0+£1,9 55,4+9,4 SI
Porcentaje (%) células de Leydig + a PCNA 81,4+1,7 72,5+1,7 SI
Indice de positividad en células de Leydig a RA 1,1+£0,07 1,3+0,02 NO
Diametro de tabulos seminiferos (micrometros) 520,4+17,3  479,5+12,7 NO

Medias y errores para las variables estudiadas en animales tratados con reserpina y controles. Se indica para
cuales variables se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre grupos.
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DISCUSION espermatogénesis, asi como la disminucién de marcadores
de muerte celular, sugiere que la reserpina es una droga con
potencial para mejorar la funcién androgénica testicular. Esta

Los resultados obtenidos aportan nueva informaci@ctividad androgénica mejorada, de ocurrir intensamente,
sobre la validez de la administracion de reserpina comodria tener efectos sobre la espermatogénesis. Sin embar-
modelo farmacoldgico de depresién, sobre el impacto de, el diametro de los tibulos seminiferos indica que no hubo
esta droga en los testiculos y sobre su potencial usfecto sobre la espermatogénesis. El efecto estimulador so-
biotecnolégico. bre el nimero y actividad de las células intersticiales impli-

ca una hipétesis que futuros estudios deberan investigar

En lo que respecta al primer punto, la reserpina leanpleando marcadores moleculares alternativos (i.e.
demostrado ser un modelo farmacolégico valido para menzimas esteroidogénicas) y diferentes protocolos de admi-
delar sintomas depresivos en animales de laboratorio danistracion, asi como la determinacion de concentraciones
gue modela muchos sintomas vistos en humanos deprisgricas de testosterona.

dos: enlentecimiento motor, baja de niveles de monoaminas

centrales y aumento del consumo de alcohol (Khadedawy

al.; Ruizet al); sin embargo, hay variables caracteristica8UlZ, P.; GENOVESE, P.; BIELLI, A.; HERRERA, E. &

de la depresion en humanos, como el hipotiroidismo, queMAUTASSI, R. M. Reserpine increases BDNF and PCNA

reserpina no reproduce en animales de laboratorio @uizexpre_ssmn, but decreases caspase-3, in rat Interstitial Cells

al.). Los resultados de este trabajo son consistentes con Ls?gd'g cells). Int. J. Morphol., 36(3p95-900, 2018.

literatura. Por un lado, ol_oservamos §ignificativas alteracio- SUMMARY: Reserpine, a drug that depletes central

nes en patrones de ansiedad y actividad locomotora emy@hoamines, has been used as an antipsychotic and arterial

LEC en los animales tratados con reserpina. Estos animaiggotensive, and to model depression in animals. The present study

se desplazaron menos (menos movimientos entre brazoahylyzed, in adolescent male rats, the effects of chronic reserpine

tuvieron una respuesta de ansiedad alterada (mayor latetigiatment on molecular indexes of testicular function. A week after
en ingreso a brazos cerrados). Sin embargo, los resultatfsination of the treatment (4 doses of 0,0 or 1,0 mg/Kg/every

también indicaron que la reserpina mejora la funcigtp h) the animals were tested for anxiety response and depression

testicular a nivel de las células intersticiales, dado que é@_tternsin an elevated plus maze. They were then euthanized, their
' testes dissected, fixed and embedded in paraffin to obtain blocks.

menta los niveles de BDNF y PCNA asociados con mayQs . ! ;

. . - stological sections (fim) were obtained and used to measure
res niveles de testosterona (El-Gefetral, 1998; Jeomt the diameter of seminiferous tubules and the expression in Leydig
al., 2017). Estos datos contrastan con lo observado en Rlis of Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Proliferating
manos, donde el diagnostico de depresion esta asociad@|Bnuclear antigen (PCNA), Caspase-3 and androgen receptors,
bajos niveles de testosterona (Schwe@eil). De hecho, byimmunohistochemistry. Behavioral results indicated significant
hay protocolos que usan esta hormona para el tratamiealterations in anxiety responses and a significant motor depression

farmacologico de la depresion (Zarrafal). (e.g., greater latency to escape from the white sector). There were

no differences between groups in the diameter of seminiferous
Los resultados pueden considerarse en el marco agPules nor in the andr_ogen receptors positivity. Reserp_lr_we-treated
P animals, however, exhibited more BDNF and PCNA positive cells,

potencial uso biotecnoldgico de la reserpina, como tratglﬁd less positive Caspase-3 cells in Leydig cells, than control

miento para mejorar la funcion testicular. Existen €SCaSAJmals. The results corroborate the efficacy of reserpine to repro-

investigaciones en animales de laboratorio sobre el efegige some of the behavioral components of depression. The drug,
de la reserpina en variables reproductivas en macho (Adagagever, does not seem to exert in rats the same effects on testicular
& Fudge, 1959; Thomaet al, 1969), y en su mayoria lasfunction that have been found in humans diagnosed with depression.
mismas subrayan efectos negativos de esta droga. Ning&nghermore the drug seems to enhance some aspects of testicular
de ellas, sin embargo, empled los indicadores moleculart#ction related to Leydig cells function in rats.

o el protocolo utilizado en este trabajo. Muchos trabajos plan-

tean que los factores neurotréficos, dentro de ellos el BDNE
tienen uso potencial como tratamientos para mejorar la
espermatogénesis (Muttet al; Li & Zhou; Safariet al;
Yochkovaet al). De igual forma el PCNA esta asociad
con mejoras en la espermatogénsis (Toussah, 2011), y
los mayores niveles de caspasa-3 con muerte celular (Shgpe%edo, M. B.; Fabio, M. C.; Fernandez, M. S. & Pautassi, R. M. Anxiety
et al, 2010). El aumento observado en los marcadores deresponse and restraint-induced stress differentially affect ethanol intake
diferenciacién y proliferacion celular en células intersticiales, in female adolescent ratdeuroscience, 33859-74, 2016.
encargadas de producir testosterona y estimular Agdams, A. E. & Fudge, M. W. Effects of reserpine on the reproductive
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