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Summary : 

The   frequent  oc c urrenc e  o f g lo me rular  le sio ns  in  sc histo so mia sis 
patients  has been  re po rte d,  a ltho ugh  appro pria te   animal  mo de ls 
fo r  the  study  o f sc histo so mal  g lo me rulo ne phritis  have   not  been 
de ve lo pe d. To  a na lyze   the  re la tio nship   between  g lo me rulo ne phritis 
and  Sc histo so ma  ma nso ni infe c tio n,  g e rb ils, Me rio ne s 

ung uic ula tus,  we re   infec ted   with  diffe re nt  number  o f c e rc ariae   and  
sac rific e d   at diffe re nt  we e ks  o f po st  infe c tio n.  Fifty  c e rc ariae   we re  
the  optimum  do se   to  produc e   the   d ise a se ,  g lo me rulo ne phritis, 
witho ut  e a rly  death o f the  a nima l.  Infec ted   g e rb ils  sho we d  
heterogeneous  types o f g lo me rular  le sio ns  with  inc re ase d   serum 
c re atinine   le ve l.  Immune   c omplex  de po sitio n  wa s not detec ted  at 
g lo me ruli  o f infec ted   g e rb ils  even  by means o f 
immunuo fluoresc enc e   and   a lso   by tra nsmissio n  e lec tron 
mic ro sc o py.  Ho we ve r,  infiltra tio n  o f mononuc lear  c e lls  in  and  
aro und   so me  o f the  alte red   g lo me ruli  wa s o bse rve d . 
Immuno histo c hemic al  sta ining ,  using   mo no c lo nal  antibo dy  (HUSM
M.g . 15)  spe c ific   to  g e rb ils  Tc e lls,  revealed   sig nific a nt  infiltra tio n 
o f Tc e lls.  The se   find ing s  sugge st  that Tc e lls  might  be  invo lve d  in 
the  deve lopment o f g lo me rulo ne phritis.  G e rb il  c ould   be  a  use ful 
model  to  c la rify  the  ro le  o f Tc e lls  in the   deve lopment o f 
g lo me rulo ne phritis  o f sc histo so mia sis. 

KEY W O RDS  :  g lo me rulo ne phritis, Sc histo so ma  ma nso ni, Mo ng o lia n  g e rb ils, 
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R és umé : SCHISTOSOMA MANSONI :  DÉVELOPPEMENT  D'UNE 
GLOMÉRULONÉPHRITE  CHEZ  LA GERBILLE  DE MONGOLIE  ET CORRÉLATION 
AVEC  L'INTENSITÉ ET LA DURÉE  DE  L'INFECTION 

Le s lé sio ns g lo mé rula ire s de s p a tie nts a tte ints de  sc histo so mia se  o nt 

é té  so uve nt ra p p o rté e s, c e p e nda nt, il n'a  p a s é té  dé ve lo p p é  de  

mo dè le  a nima l p e rme tta nt d'é tudie r le s lé sio ns de  

g lo mé rulo né p hrite s. Afin d'a na lyse r le s re la tio ns e ntre  

g lo mé rulo né p hrite  e t infe c tio n à  Sc histo so ma   manso ni, de s 

g e rb ille s,  Me rio ne s  unguic ulatus, o nt é té  infe c té e s a ve c  de s 

q ua ntité s va ria b le s de  c e rc a ire s e t sa c rifié e s à  de s da te s 

diffé re nte s a p rè s c e tte  infe sta tio n. 50 c e rc a ire s so nt la  q ua ntité  

o p tima le  p o ur p ro vo q ue r une  g lo mé rulo né p hrite  sa ns e ntra îne r la  

mo rt de  l'a nima l. Le s g e rb ille s infe c té e s mo ntre nt de s lé sio ns 

g lo mé rula ire s hé té ro g è ne s a ve c  une  é lé va tio n de  la  c ré a tinine  

sé riq ue . Il n'a  p a s é té  o b se rvé  de  dé p ô ts de  c o mp le xe s immuns 

a u nive a u de s g lo mé rule s, ni e n immuno fluo re sc e nc e , ni e n 

mic ro sc o p ie  é le c tro niq ue  à  tra nsmissio n. Ce p e nda nt, un infiltra t de  

c e llule s mo no nuc lé e s da ns e t a uto ur c e rta ins g lo mé rule s a  é té  

o b se rvé . Une  é tude  immuno histo c himiq ue , utilisa nt un a ntic o rp s 

mo no c lo na l (HUSM-M.g . 15) sp é c ifiq ue  de  c e llule s T de  g e rb ille s, 

a  ré vé lé  une  infiltra tio n de  c e s c e llule s. Ce tte  dé c o uve rte  sug g è re  

q ue  le s c e llule s T p o urra ie nt inte rve nir da ns le  dé ve lo p p e me nt de  

la  g lo mé rulo né p hrite . Le s g e rb ille s p o urra ie nt ê tre  un b o n mo dè le  

a fin de  c la rifie r le  rô le  de s c e llule s T da ns le  dé ve lo p p e me nt de s 

g lo mé rulo né p hrite s sc histo so mie nne s. 

MOTS CLÉS : g lo mé rulo né p hrite , Sc histo so ma   ma nso ni, g e rb ille , c e llule s T, 

immuno histo c himie . 

INTRODUCTION 

Infectio n  o f  humans  w ith  schisto so mes  causes  schis

to so m iasis ,  af f ec ts  ap p ro x im ate ly  300  m ill io n 

p eo p les,  is  the  mo st  impo rtant  cause  o f  g lo merulo 

nephritis  amo ng  parasitic  infectio ns  in  A frica,  and  Latin 

A merica  (rev iew ed  by  Barso um,  1993) .  Glo merulo ne

phritis  may  b e  d efined  as  a  patho lo gical  p ro cess,  cha

racterized  by  fo cal  o r  d iffuse  pro liferation,  infiltration 

o r  destructio n  o f  the  g lo merulus  w ith  o r  w itho ut  invo l

v ement  o f  the  tubules  o r  interstitial  tissues.  The  inci

d ence  o f  such  g lo merulo nephritis  am o ng  patients  w ith 

S. m ansoni  hepato sp lenic  d isease  w as  variably  repo rted 

fro m  15  to  40  %  (A ndrade et al.,  1971;  Ro cha et al, 

1976) .  It  w as  tho ught  that  schisto so mal  g lo merulo ne

phritis  might  be  a  typical  examp le  o f  immune  co m p lex 

(IC)  g lo merulo nephritis  (GN )  because  o f  their  p resence 

o f  schisto so mal  w o rm  antigen  (D e  Brito et al,  1998) 

and  IC  in  the  g lo meruli  (So bh et al,  1991) .  Ho w ev er, 

treatment  did  no t  sho w  any  impro vement  rather  pro 

gressio n  to  chro nic  renal  failure  (So bh et al,  1988) ,  and 

po lyclo nal  Bcells  activation  alo ne  w as  no t  eno ug h  to 

ind uce  GN  in  mice  (Fujiw ara et al,  1988) .  Thus  besid es 

IC,  ho st  related  factors,  such  as  Tcells  o r  macro p hag e 

functio n,  seem  to  be  invo lved  (Van  Velthuysen,  1996) . 

Several  laboratory  animal  sp ecies  fro m  mo use  to  chim

p anzee  have  been  used  for  the  study  o f S. m ansoni 

infectio n  (D e  Brito et al,  1971;  Brack et al,  1972; 

A ndrade  &  Susin,  1974;  So bh et al,  1991) .  Ho w ev er  as 

a  mo d el  o f  the  d isease,  no ne  o f  these  hosts  w as  co nsi

dered  as  ideal.  For  examp le,  the  lesions  in  chimp anzees 

clo sely  resemble  tho se  in  humans  (Sadun et al,  1975), 
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but  these  animals  are  no t  w idely  accep ted  to  use  fo r 

animal  exp eriments.  O n  the  o ther  hand ,  hamsters  and 

mice  sp o ntaneo usly  d ev elo p  renal  patho lo gy  w ith  age 

(Ro binso n et al,  1982) .  An  animal  mo d el  sho uld  pro 

v ide  a  no rmal  w o rm  d ev elo p ment  and  the  lesio ns  co m

parable  to  tho se  o f  human.  In  addition,  it  sho uld  b e 

easily  maintained .  W o rm  d ev elo p ment  and  liver  lesio ns 

reco rded  in  gerbils  infected  w ith S. japonicum   mo re  clo 

sely  resembled  to  tho se  o f  humans  than  did  the  lesio ns 

o bserv ed  in  mice  o r  rabbits  (Yingrui et al,  1983) .  But 

the  literature  d o es  no t  co ntain  any  info rmation  regar

d ing  schisto so mal  g lo merulo nephritis  in  gerbils. 

The  o bjectiv e  o f  this  exp eriment  w as  to  study  the  g lo 

merulo nephritis  in  gerbils  infected  w ith S. m ansoni  and 

its  co rrelatio n  w ith  intensity  and  duratio n  o f  infectio n. 

MATERIALS  AND  METHODS 

PARASITES 

A Puerto  Rican  strain  o f Schistosom a m ansoni 

maintained  in Biom phalaria glabrata  snails  and 

Mo ngo lian  gerbils, Meriones unguiculatus,  w as 

used  thro ugh  o ut  the  exp eriments.  Cercariae  w ere 

used  w ithin  o ne  ho ur  o f  being  shed . 

ANIMALS 

In  the  present  study  180  gerbils,  68  w eeks  o ld  o f  either 

sex  w ere  used .  A mo ng  these,  144  w ere  infected  with  dif

ferent  d o ses  o f  cercariae  (25,  50,  100  and  150  cercariae) 

o f S. m ansoni  and  the  remaining  36  animals  served  as 

co ntro ls.  These  animals  w ere  bred  at  the  Institute  for 

Animal  Experiments  o f  o ur  university.  A nimals  w ere  fed 

food  pellets  and  w ater ad libitum .  All  animal  experiments 

w ere  perfo rmed  acco rd ing  to  the  Guidelines  o n  Animal 

Experimentatio n  as  set  out  by  Hirosaki  University. 

INFECTIONS 

The  animals  w ere  anaesthetized  by  intraperitoneal  injec

tion  o f  30  mg/ kg  N em butal ®  (Pento barbital  so d ium; 

A bbo t  Labo rato ries,  North  Chicago ,  USA ).  The  infec

tio ns  w ith  cercariae  w ere  carried  o ut  by  the  ring 

metho d  o f  Smithers  and  Terry  ( 1965) .  The  m ean  num

ber  o f  cercariae  used  in  each  animal  w as  calculated 

fro m  six  rand o m  aliquo ts  o f  the  cercarial  susp ensio n. 

Fo r  cercarial  penetratio n,  o neho ur  w as  allo w ed  after 

w hich  the  w ater  in  the  ring  w as  exam ined  fo r  no n

penetrating  cercariae. 

LABORATORY  EVALUATIONS 

S. m ansoni  infected  gerbils  and  co ntro ls  matched  fo r 

ag e  and  sex  w ere  subjected  to  the  fo llo w ing  measu

rements:  1)  Serum  creatinine  co ncentratio n  (mg/ d l); 

2)  b lo o d  urea  nitro gen  (BUN )  co ncentratio n  (mg/ d l); 

3)  Serum  albumin,  g lo bulin  and  total  pro tein  c o ncen

tration  (mg/ d l),  and  serum  cho lestero l  co ncentratio n 

(mg/ d l).  A utomatic  Bio chemical  A nalyzer  (Olymp us  AU 

600)  w as  used  fo r  b io chemical  evaluatio ns. 

H IST O P A T H O L O G IC A L  EV A LUA TIO N S 

A nimals  w ere  killed  by  an  anesthetic  o v er  d o se  o f 

ether,  at  v ario us  w eeks  (w ks)  po st  infectio n  (p .i) . 

Kid ney  tissues  o f  the  sacrificed  animals  w ere  sub

jected  to  the  fo llo w ing  examinatio ns: 

A )  Light  micro sco p ic  examinatio n 

All  co llected  kid ney  samp les  w ere  f ixed  in  10  %  neu

tral  p ho sp hate  buffered  fo rmalin,  ro utinely  p ro cessed , 

em b ed d ed  in  paraffin,  sectio ned  at  4  μ m  and  stained 

w ith  hemato xy lin  and  eo sin  (H/ E),  Perio d ic  A cid  Schiff 

(PA S),  Perio d ic  acid  silver  methanamine  (PA SM)  and 

Co ng o  red  stains.  In  av erage,  fo ur  sectio ns  w ere  m ad e 

fro m  the  hilar  reg io n  o f  each  kid ney  and  w ere  exa

mined  micro sco p ically .  In  each  animal,  30  g lo meruli 

w ere  rand o mly  selected  fro m  fo ur  sectio ns.  The  m ean 

number  o f  cells  p er  g lo merular  cro sssectio n  (c/ gcs) 

w as  co unted  by  using  high  p o w er  o bjectiv es.  The 

m ean  g lo merular  d iameter  w as  measured  by  means  o f 

an  o cular  micro meter.  Glo merular  abno rmalities,  esp e

cially  mesang ial  cell  p ro liferatio n,  alteratio n  o f  the 

mesangial  matrix,  thickening  o f  the  g lo merular  base

ment  m em b rane  ( G BM ) ,  hem o rrhag e  and  necro sis 

alo ng  w ith  tubulo interstitial  chang es  w ere  reco rd ed . 

B)  Transmissio n  Electro n  Micro sco p y  (TEM) 

TEM  w as  p erfo rmed  in  three  animals  from  each  gro up 

at  each  time  po ints.  Remo v ed  kid neys  w ere  immed ia

tely  sliced  at  0.5  m m  thickness,  and  prefixed  in  co ld 

2.5  %  glutaraldehyde  so lution  in  0.1  M  pho sphate  buffer 

(PB) ,  pH  7.4,  at  4° C  for  mo re  than  tw o  ho urs.  They 

w ere  w ashed  in  tw o  chang es  o f  co ld  PB  fo r  10  min, 

and  po stfixed  in  co ld  1  %  o smium  tetrao xide  in  PB 

for  tw o  ho urs.  Sp ecimens  w ere  then  w ashed  in  three 

chang es  o f  co ld  distilled  w ater,  stained en block   w ith 

1  %  uranyl  acetate,  d ehyd rated  in  a  series  o f  alco ho l, 

and  embed d ed  in  ep o xy  resin.  Ultrathin  sectio ns  w ere 

cut,  stained  w ith  uranyl  acetate  and  lead  citrate,  and 

o bserv ed  w ith  an  electro n  micro sco p e  (JEOL,  Jap an) . 

C)  Immuno histo chemical  examinatio n 

a)  Immuno f luo rescent  m icro sco p y  fo r  d etectio n  o f 

immune  co mp lexrelated  immuno g lo bulins  (IgG,  IgM, 

and  IgA ):  Kid ney  cryostat  sectio ns  (5  μ m  thick)  w ere 

airdried  and  fixed  in  aceto ne  fo r  10  min.  The  sectio ns 

w ere  w ashed  w ith  p ho sp hate  buffered  saline  (PBS) ,  pH 

7.3  and  incubated  w ith  PBS  co ntaining  10  %  no rmal 

go at  sera  to  b lo ck  no nsp ecif ic  bind ing  sites.  Ind irect 

immuno f luo rescence  techniques  w ere  app lied  using  a 

panel  o f  antibo d ies  cro ssreactive  w ith  gerbils  immu
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no glo bulins,  d irected  against  IgG  (rabbit  antibo dy  to  rat 

IgG  (H  +  L)  (Chemico n  International  Inc.,  Temecula, 

CA,  USA );  IgM  (go at  F( ab ' ) 2  fragment  to  m o use  IgM) 

(A merican  Q ualex,  La  Mirada,  CA,  USA ),  rabbit  IgG  to 

go at  IgG  (H  +  L)  (W ako  Pure  Chemical  Industries,  Ltd., 

O saka,  Jap an)  and  IgA  (rabbit  antibo d y  to  mo use  IgA ) 

(Z YMED  Labo rato ries,  Inc.,  San  Francisco ,  CA,  USA ). 

A ntibo d ies  w ere  app lied  in  a  w o rking  dilution  1 : 100  as 

first  layers.  FITCco njugated  affinity  purified  go at  anti

rabbit  IgG  (E.Y  Laborato ries,  Inc.,  San  Mateo ,  CA,  USA ) 

w ere  used  as  seco nd  layer  in  a  w o rking  d ilution  1 : 200. 

Fo r  co ntro l  sectio ns  the  primary  antibo d y  w as  o mitted 

to  assess  no nsp ecif ic  staining.  Kid ney  cryostat  sectio ns 

from  no rmal  gerbils  w ere  used  as  negative  co ntro l, 

b )  Immuno histo chemical  staining  for  v isualization  o f 

gerbil  Tcells : Cryostat  sectio ns  w ere  air  dried  and  fixed 

in  co ld  aceto ne  fo r  10  min.  The  immuno histo chemical 

staining  w as  p erfo rmed  using  a  no v el  m o use  m o no 

clo nal  antibo d y  (HUSMM.g. 15  o f  Ig G2b  iso typ e)  sp e

cific  to  gerbil  Tcells  (Sato et al,  2000) .  Und iluted  cul

ture  supernatant  w as  ap p lied  as  first  layer.  Pero xid ase 

co njugated  go at  F( ab ' ) 2  fragment  to  m o use  IgG  (Fc ) 

(O rg ano n  Teknika  Co rp .,  Durham,  NC,  USA )  w as  used 

as  a  seco nd  layer  in  a  w o rking  d ilution  o f  1:200. 

Bo und  antibo dy  w as  d etected  using  co lo r  d ev elo p ment 

by  3,  3d iam ino benz id ine,  fo llo w ed  by  light  co unter 

staining  w ith  hemato xy lin.  Intraglo merular  and  inter

stitial  Tcells  infiltration  w ere  estimated  in  30  g lo me

rular  cro sssectio n  (g cs)  and  50  high  p o w er  fields 

(HPF)  fo r  each  animal,  respectively . 

STATISTICAL  ANALYSIS 

Statistical  significance  o f  the  results  w as  d etermi

ned  using  Student's test.  Data  w ere  exp ressed 

as  mean  ±  SD  and  a P  value  o f  less  than  0.05  w as 

taken  as  the  minimum  level  o f  significance. 

RESULTS 

Gerbils  sho w ed  glomerulonephritis,  17  %  (25/ 144) 

o f  the  to tal  infected ,  earliest  at  20  w k  po st 

infectio n  (p .i) .  Ho w ev er,  the  p rev alence  o f 

such  glo merulo nephritis  becam e  mo re  than  80  %  in  the 

gro up  infected  w ith  50  cercariae  o r  mo re  at  30  w k  p.i 

(Fig.  1A ).  In  this  study  animals  w ere  d efined  po sitive 

w hen  o v er  40  %  o f  the  g lo meruli  present  in  three  no n

co nsecutiv e  kid ney  sectio ns  sho w ed  histo lo gical  and 

immuno p atho lo g ical  lesio ns.  Fifty  cercariae  w ere  the 

o p timum  d o se  to  p ro d uce  g lo merulo nephritis  w itho ut 

early  d eath  o f  the  anim als.  It  w as  c o nf irm ed  by 

rep eated  exp eriment  fo r  its  repro ducibility  (unpubli

shed  d ata).  Gro up s  infected  w ith  a  higher  d o se  o f  cer

cariae  sho w ed  a  higher  p rev alence  o f  g lo merulo ne

phritis  but  a  sho rter  p erio d  o f  survival  (Fig.  1A,  B) . 

N o ne  o f  the  co ntro l  animals  revealed  any  g lo merulo 

nephritis. 

Gerbils  infected  w ith  50  cercariae  sho w ed  gradual  and 

consistent  elevations  o f  serum  creatinine  level  (Fig.  2A ). 

Ho w ev er,  their  serum  cho lestero l  and  BUN  (Fig.  2B) 

levels  w ere  mild  and  irregular,  did  no t  co rrelate  w ell 

w ith  the  intensity  and  d uratio n  o f  infectio n.  The 

increase  in  total  pro teins  w as  co nsid erably  greater  in 

tho se  infected  gerbils  w hile  pro po rtio nal  d ecrease  in 

serum  albumin  levels  w as  o bserv ed  in  these  animals, 

but  the  abso lute  amo unt  o f  serum  albumin  did  no t 

d iminish  (Fig.  3A ,  B) . 

Mean  g lo merular  d iameters  gradually  increased  in  the 

infected  gro ups  and  b ec am e  significantly  d ifferent  from 

tho se  o f  co ntro ls  at  20  w k  p.i  (Table  I) .  Glo merular  cell 

co unts  gradually  increased  in  all  the  infected  gerbils. 

The  increased  cellularity  becam e  significant  from  20  w k 

p.i  in  all  the  gro ups  infected  w ith  50  cercariae  and  mo re 

(Table  II) .  Glo merular  hypercellularity  w as  d ue  to  infil

tration  o f  inflammato ry  cells  and  end o cap illary  cellular 

Fig.  1.    Effect  o f  intensity  and  duration  o f 
infection  with Schistosoma mansoni  cercariae 
on  the  prevalence  o f  glomerulonephritis  (A) 
and  survival  rate  o f  gerbils  (B) .  Gr1 : 0  cercaria 
(O ) ;  Gr2:  25  cercariae  (• ) ;  Gr3:  50  cercariae 
( • ) ;  Gr4:  100  cercariae ( Δ )  and  Gr5:  150  cer
cariae  infection  (• ) .  The  number  o f  gerbils  at 
the  beginning  o f  the  experiment  was  six  at 
each  time  points. 
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pro liferations.  Infiltrated  cells  w ere  mo stly  mo no nuclear 

cells  (MNC)  and  a  few  neutro phils.  Immuno histo che

mistry  using  HUSMM.g.15  specific  to  gerbil  Tcells 

rev ealed  that  mo re  than  50  %  o f  the  infiltrated  MNC 

w ere  Tcells.  Intraglo merular  and  interstitial  infiltration 

o f  Tcells  w ere  significantly  d ifferent  fro m  the  co ntro ls 

(Fig .  4A ,  B) .  Im m uno f luo rescence  staining  sho w ed 

negative  fo r  immune  co m p lex  d epo sitio n. 

H etero g eneo us  types  o f  g lo merular  lesio ns,  membra

nopro liferative  (Fig.  5B) ,  fo cal  segmental  to  diffuse  pro 

liferative  (Fig.  5C)  and  necro tiz ing  g lo merulo nep hritis 

(Fig.  5D )  w ere  o bserv ed .  Glo merular  sclero sis  (Fig.  5E, 

F)  alo ng  w ith  tubular  atro phy,  d ilatation,  necro sis,  and 

interstitial  infiltration  o f  inflammato ry  cells  w ere  also 

o bserv ed .  Sclero sed  g lo meruli  w ere  seen  ad jacent  to 

apparently  no rmal  g lo meruli  (Fig.  5A ).  Sclero sed  areas 

Fig.  2.    Kinetics  o f  serum  creatinine  (A)  and 
blood  urea  nitrogen  (BUN)  levels  (B)  in  the  ger
bils  infected  with  50  cercariae  o f S. mansoni. 

Each  time  points  represent  poo led  sera  o f  six 
control  (•)  or  infected  ( O )  gerbils. 

Fig.  3.    Kinetics  o f  serum  total  proteins  (A) 
and  its  albumin  and  globulin  (B)  in  the  ger
bils  exposed  to  50  cercariae  o f S. mansoni. 

Each  time  points  represent  total  protein  of 
control  (O ) ,  infected  (•)  gerbils,  albumin  o f 
control  ( Δ ) ,  albumin  o f  infected  ( • ) ,  globulin 
o f  control  (• ) ,  globulin  o f  infected  (•)  ani
mals,  estimated  from  pooled  sera  o f  six  ger
bils. 

G lomerular diameter ( μ m ) at different weeks p.i. 

No. 

of cercariae 

infected  5  wk  8  wk  12  wk 
0  69  ±  2  71  ±  3  75  ±  3 

20  wk 

72  +  6 

30  wk 

77  ±  5 

40  wk 

75  +  3 
25  73  ±  8  73  ±  8  80  ±  5  78  ±  5  85  ±  5*  82  ±  5** 
50  75  +  8  77  ±  6  78  ±  4  79  ±  3*  93  ±  5***  91  ±  6*** 

100  74  ±  6  76  ±  4  80  ±  5  91  ±  1 a ***  96  ±  6b**  NA 
150  75  +  6  77  ±  5  80  ±  6  9 4 C  NA  NA 

Each  point  represents  mean  ±  SD.  Total  30  glomeruli/ animal  w ere  measured  by  means  o f  an  ocular  micrometer.  The  values  w ere  eva
luated  by  Student's ttest  and  found  significant,  where P <  0.05.  comparing  with  control  (0  cercariae).  NA:  Animal  not  available  for  exa
mination.  Six  gerbils  at  each  group  except  three  groups,  where  *:  4;  h :  2  and   c :  1  gerbil.  *: P <  0.05;  **: P  <  0.01 ;  ***: P<  0.001. 

Table  1.    Mean  glomerular  diameter  o f  gebils  infected  with  different  number  o f Schistosoma mansoni  cercariae  at  different  w eeks  p.i. 
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No. 

of cercariae 

N o. of cel ls/ glomerulus at different weeks p.i No. 

of cercariae 

infected 5  wk  8  wk  12  wk  20  wk  3 0  wk  40  wk 

0  34  ±  1  33  ±  4  34  ±  5  33 + 3  32  ±  2  36  ±  3 
25  37  ±  5  38  ±  6  37  ±  3  38  ±  8  49  ±  4***  57  ± 7*** 
50  3 6  ±  4  40  ±  8  40  ±  6  44  ±  5***  54  ±  5***  72  ±  9*** 

100  34  ±  3  3 9  ±  8  41  ±  6  47  ±  6 a **  53  ±  2b***  NA 
150  35  +  3  40  ±  8  40  ±  5  54c  NA  NA 

Each  point  represents  no.  o f  cells/ glomerular  crosssection  (mean  ±  SD).  Total  30  glomeruli/ animal  w ere  examined  and  their  contained 
cells  w ere  counted  using  high  pow er  objectives.  Cellularity  w as  evaluated  by  Student's ttest  and  found  significant,  where P <  0.05,  com
paring  with  the  control  (0  cercariae).  NA:  Animal  not  available  for  examination.  Six  gerbils,  at  each  group  except  three,  where  a:  4;  b:  2 
and   c :  1  gerbil.  ** : P<  0.01;  ***: P<  0.001. 

Table  II.    Glomerular  cellularity  o f  gerbils  infected  with  different  number  o f Schistosoma mansoni  cercariae  at  different  w eeks  p.i. 

Fig.  4.    Tcell  infiltration,  intra
glomerular  (A )  and  interstitial 
( B) ,  in  gerbils  infected  with 
S. mansoni  at  30wk  p.i.  Gr1 : 
Control,  n  =  6 ;  Gr2:  infected 
with  25  cercariae,  n  =  6;  Gr3: 
infected  with  50  cercariae,  n  =  6 
and  Gr4:  infected  with  100  cer
cariae,  n  =  2.  (A )  No .  o f  T
cells/ glomerular  cro sssectio n 
(c/ ges),  total  30  glomeruli/ animal 
w ere  examined ;  (B)  interstitial 
infiltration  o f Tcells/ 50  HPF.  The 
values  w ere  evaluated  by ttest 
and  found  significant,  where P < 

0.05,  co mparing  with  co ntro l 
group.  *: P <  0.05:  **: P <  0.01; 

P<  0.001. 

assumed  hyaline  like  ap p earance  in  H/ E,  w hich  w as 

PAS  and  PASM  po sitive.  So m e  o f  the  tubules  sho w ed 

cellular  and  hyaline  cast.  A ccumulatio ns  o f  MNCs  in 

and  aro und  so m e  o f  the  altered  g lo meruli  (Fig.  5E) 

w ere  o bserv ed .  TEM  rev ealed  renal  abno rmalities  ear

liest  at  20  w k  p.i  in  the  50  cercariea  and  mo re  infected 

gerbils.  The  abno rmalities  w ere  w rinkling  and  irregular 

thickening  o f  the  g lo merular  b asem ent  m em b rane 

( G BM )  w ith  variable  d eg ree  o f  severity  (Fig.  6A ,  B) , 

increased  mesangial  area  and  cellularity  (Fig.  6C)  in 

mo re  than  40  %  o f  the  infected  gerbils.  Peritubular 

accumulatio n  o f  MNCs  and  tubular  basement  membrane 

(TBM )  abnormalities  w ere  also  o bserv ed  (Fig.  6D ) .  Out 

o f  144  infected  gerbils  o nly  tw o  sho w ed  granulo ma 

w ith  renal  egg  d ep o sitio n.  Five  (35  % )  o f  the  infected 

gerbils  exhibited  amylo id  d ep o sitio n  earliest  at  30  w k 

p.i  in  the  renal  g lo meruli  and  interstitium.  Electro n 

micro sco p y  sho w ed  that  the  g lo merular  amylo id  d ep o 

sits  w ere  mainly  subend o thelial  (Fig.  6E,  F) .  N o ne  o f 

the  co ntro l  gerbils  sho w ed  any  amylo id  d epo sits. 

DISCUSSIO N 

Schisto so mal  g lo merulo nephritis  is  co nsid ered  a 

late  co mplicatio n  o f  hep ato sp lenic  schisto so miasis 

w ith  co llateral  circulatio n,  w here  eggs  byp ass  the 

hepatic  filter  and  are  carried  to  the  lungs  and  then  to 

the  systemic  circulation  (A ndrade et al,  1971) .  This  will 

permit  the  d iversio n  o f  the  immune  c o m p lex  (IC) 

aw ay  fro m  the  liver  and  its  Kupffer’  cells.  Thus  the 

co m p lexes  will  reach  the  kid ney  and  o ther  o rgans  by 

the  systemic  circulatio n. 

In  o ur  p resent  study,  50  cercariae  w ere  the  o p timum 

d o se  o f  infectio n  at  w hich  majority  o f  gerbils  sho w ed 

g lo merulo nep hritis  (Fig.  1A )  at  30w k  p.i.  This  d o se 

w as  w ell  to lerated  up  to  40w k  p.i  and  g lo merular 

chang es  w ere  almo st  similar  to  higher  d o se  gro up s. 

N o ne  o f  the  co ntro l  animals  sho w ed  any  g lo merulo 

nephritis.  The  serum  bio chemical  find ings  in  infected 

gerbils  co ntrasted  in  so m e  impo rtant  respects  (cho les

tero l  and  BUN )  w ith  the  b io chemical  o bserv atio ns 
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Fig.  5.    Pathological  changes  in  the  kidney  o f  gerbils  exposed  to  50  cercariae  at  30  wk  p.i.  (A)  morphologically  normal  (control,  H/ E); 
(B)  mesangioproliferative  GN  (PASM);  (C)  proliferative  GN  (H/ E);  (D)  necrotizing  GN  (H/ E);  (E)  Segmental  glomerulosclerosis  with  peri
glomerular  and  interstitial  mononuclear  cells  infiltration  (H/ E);  (F)  Glomerulosclerosis  w here  sclerosing  capillary  loops  assumed  hyaline 
appearance  (H/ E). 

148 



Fig.  6.    Electron  micrograph  o f  a  glomerulus  o f  gerbils  exposed  to  50  cercariae  o f S. mansoni  is  showing  wrinkling  and  irregular  thic
kening  o f  the  glomerular  basement  membrane  (A  &  B)  with  increased  no.  o f  cells  in  the  mesangial  area  (C),  along  with  alteration  o f 
tubular  basement  membrane  (D)  at  30  wk  p.i..  subendothelial  amyloid  deposition  (E)  with  randomly  oriented  fibrils  o f  higher  magnifica
tion  (F)  at  40  wk  p.i.  Note:  arrow,  indicate  glomerular  basement  membrane;  arrow  head,  tubular  basement  membrane;  Mes,  mesangial 
cell;  Cap,  capillary  lumen;  Ly,  lymphocyte;  AmF,  amyloid  fibril. 

149 



rep o rted  fo r  m ic e  w ith  schisto so m iasis  (Sad un  & 

Williams,  1 9 6 6 ) .  O n the o ther  hand ,  the significant  and 

co nsistent  increases  in creatinine,  total  pro tein  and glo 

bulin  co ncentratio n  reco rd ed  in hamsters  (So bh et al., 

1 9 9 1 ) ,  mice  (Sad un  &  Williams,  1 9 6 6 )  and chimp an

zees  (Sadun et al,  1 9 7 0 ) w ere  also  o bserv ed  in infected 

gerbils.  The increase  in glo bulin  co ncentratio n  in  the 

ab senc e  o f  co rresp o nd ing  increases  in  albumin  p ro 

d uced  striking  red uced  albumin:  g lo bulin  ratio .  These 

w ere  mo re  ev id ent  in the animals  w ith  heav ier  infec

tio ns  and b ec am e  mo re  marked  w ith  time  (So bh et al. 

1991 ;  Sad un et al,  1 9 7 0 ) . 

H etero g eneo us  types  o f  g lo merular  lesio ns  (Fig. 5) 

alo ng  w ith  tubulo interstitial  chang es  w ere  o bserv ed in 

g erbils.  Similar  m o rp ho lo g ic al  c hang es  w ere  also 

o bserv ed  in  humans  (Cheev er,  1 9 6 8 ; A nd rad e et al, 

1 9 7 1 ;  So bh et al,  1 9 8 9 )  and o ther  animals  (Sad un et 

al,  1 9 7 5 ; So bh et al,  1991) .  Several  investigato rs 

d emo nstrated  mesangial  hypercellularity  acco mp anied 

by  IgG g lo merular  d epo sits  (So bh et al,  1991; Hilleyer 

&  Lew ert,  1 9 7 4 ) w itho ut  abno rmality  o f the GBM (Hil

leyer  &  Lew ert,  1 9 7 4 ) in  hamsters.  Mesangial  hyper

cellularity w as seen  in o ur experiment  but did not  affect 

all  the  g lo meruli  o f  the  infected  gerbils.  Ho w ev er, 

w rinkling  and irregular  thickening  o f the GBM  w ere 

o bserv ed  in mo re  than  40 % o f the  infected  gerbils. But 

the  mechanism  o f these  patho lo gical  chang es  remained 

unkno w n.  It  canno t  b e  exp lain  by  renal  egg d ep o si

tion  since  renal  egg d ep o sitio ns  w ere  spo rad ic  (2/ 144) 

but  g lo merular  lesio ns  w ere  much  mo re  prevalent. 

A mylo id o sis  may b e o ne o f the  p atho g enetic  m echa

nisms  o f schisto so mal  g lo merulo nephritis,  w here  3  5 % 

o f  the infected  gerbils  rev ealed  amylo id o sis  (Fig.  6E, 

F) .  N o ne  o f the co ntro l  gerbils  sho w ed  any amylo id 

d epo sits.  A mylo id o sis  seco nd ary  to schisto so mal  infec

tio ns  has also  been  rep o rted  in 8 % infected  hamsters 

(So bh et al,  1991) and 16 % o f humans  schisto so miasis 

(Barso um et al,  1 9 7 9 ) . 

In  schisto so miasis,  IC  med iated  g lo merulo nep hritis 

hav e  b een  rep o rted  in mice  (Natali  & Cio li,  1 9 7 6 ;  Fuji

w ara et al,  1 9 8 8 ) ,  hamsters  (So bh et al,  1991 ),  mo n

keys  (Tad a et al,  1 9 7 5 ) and humans  (So bh et al,  1 9 8 7 ) . 

Recently  immuno electro n  micro sco p ic  lo calizatio n  o f 

schisto so mal  antigen  in  the g lo merulus  o f  hamsters, 

w here  mesang ial  exp ansio n  w ith  increased  cellularity 

has  b een  repo rted  (D e Brito et al,  1 9 9 8 ) .  It  is  inter

esting  to no te  here  that  GBM , tubules  and  interstitium 

w ere  unremarkable  in hamsters  but in o ur study,  infil

tration  o f MNCs  w ith  irregular  thickening  o f the GBM 

w ere  o bserv ed .  In  o ur gerbil  mo d el  the  g lo merular 

lesio ns  are mo st  p ro bably  no t IC  med iated ,  since  IF 

staining  and TEM o f kid ney  tissues  d id no t reveal the 

d epo sitio n  o f IC in the mesang ium  and capillary  w alls. 

In  humans  IC negative  GN  w ith  increased  number  o f 

MNCs  in  the g lo meruli  has been  rep o rted  and  sub

typing  o f  these  MNCs  in  kid ney  sho w ed  significant 

increases  (0.5 ~ 2 c/ gcs)  o f Tcells  (No lasco et al,  1987; 

Tip p ing et al,  1985) .  There  is no w ev id ence  that T

cells  play a majo r  ro le  in glomerular  injury,  w here  C D 4 + 

Tcells  resp o nsible  fo r the ind uctio n  o f  auto immune 

sy nd ro me  and  g lo merular  infiltrations  o f C D 8 +  Tcells 

are  d irectly  invo lved  in the o nset  o f pro teinuria  (Van 

Velthuysen,  1996) .  Glo merular  hypercellularity ,  d ue to 

influx  o f C D 8 +  Tcells,  w as rep o rted  in murine  malaria 

(Lloyd et al,  1993) . 

Significant  Tcells  infiltrations  in and  aro und  so m e  o f 

the  altered  g lo meruli  w ere  o bserv ed  in  o ur  stud y 

(Fig.  4A , B) . These  infiltrated  Tcells  w ere  unable  to 

b e  clarified  d ue to lack  o f info rmatio n  o n Tcell  subset 

o f  gerbils.  This  abno rmal  infiltration  o f  Tcells  and 

macro p hag es  in the glo meruli  may  ind icate  participa

tion  o f cellular  immunity  (Bo lto n et al,  1987;  Saito & 

A tkins,  1990; H o o ke et al,  1987) ,  altho ug h  so m e 

d efects  in the m acro p hag e  activatio n  system  and  also 

in  co mp lement  hav e  b een  repo rted  in gerbils  (Nasaree 

et al.,  1998; Kamiya et al,  1980) .  This  is in  ag reement 

w ith  o ur prev io us  exp eriment,  w here  w e fo und  lym

p ho cy tic  myo card itis  in gerbils  infected  w ith S. m an

soni  (Chisty et al,  1999) .  To elucid ate  the ro le  o f T

cells  in  g lo merular  injury  asso c iated  w ith  parasitic 

infectio ns  further  stud ies  are suggestive. 
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