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ABSTRACT. The green mussel Perna viridis has been used as a sentinel organism in marine and coastal ecosystem health assessments. In this
study the degree of contamination at three sites on the coast of Sucre State (Venezuela) was analyzed using molecular, cellular, and
immunological biomarkers in P. viridis. Specimens were collected from Chacopata-Guayacan (CG, Araya Peninsula), Rio Caribe (RC, Paria
Peninsula), and San Antonio del Golfo (SAG, southern Gulf of Cariaco). We determined the concentration of heavy metals in the soft tissue of
each individual, as well as the total number, viability, phagocytosis, and stability of the lysosomal membranes in hemocytes. The oxidative
damage to lipids (TBARS), sulthydryl group levels, total proteins, and lysozyme activity were quantified in the digestive gland. The results
revealed high concentrations of Zn, Cr, and Cd in the organisms from CG. The total hemolymph cell count was lower in organisms from RC and
CG. A slight increase in the number of phagocytes was observed in the organisms from RC and CG relative to those from SAG. The highest
percentage of hemocytes with destabilized lysosomal membranes was recorded for the organisms from CG, followed by RC, indicating a weak
association with the content of peroxidized lipids (TBARS); these values could be associated with the body loads of heavy metals. According to
the results, the mussels from CG show slight signs of contamination by heavy metals, likely originated by human activities. The use of
biological markers to estimate the effect of heavy metals on sentinel organisms is recommended.
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RESUMEN. El mejillén verde Perna viridis ha sido usado como organismo biosensor de la salud de ecosistemas marino-costeros. Por tal
motivo se procedi6 a evaluar el grado de contaminacion de tres localidades costeras del estado Sucre (Venezuela) determinando biomarcadores
a nivel molecular, celular e inmunoldgico en P. viridis. Los ejemplares fueron recolectados en las localidades de Chacopata-Guayacéan (CG,
peninsula de Araya), Rio Caribe (RC, peninsula de Paria) y San Antonio del Golfo (SAG, region sur del golfo de Cariaco). Se determind la
carga de metales pesados en el tejido blando de cada individuo. Ademas, se valord el niimero total, la viabilidad, la fagocitosis y la estabilidad
de las membranas lisosomales en los hemocitos. El dafio oxidativo de lipidos (TBARS), los niveles de grupos sulfhidrilos, las proteinas totales
y la actividad de la lisozima fueron cuantificados en la glandula digestiva. Los resultados evidencian altas concentraciones de Zn, Cr y Cd en
organismos provenientes de CG. El nimero de células totales en hemolinfa fue menor en los organismos de RC y CG. En estas tltimas zonas los
mejillones presentaron un ligero incremento en nimero de fagocitos con respecto a SAG. El mayor porcentaje de hemocitos con membranas
lisosomales desestabilizadas fue encontrado en los organismos de CG, seguido de RC, evidenciandose una débil asociacion con el contenido de
lipidos peroxidados (TBARS); estos valores podrian tener correspondencia con la acumulacion corporal de metales pesados. Los resultados
revelan que los mejillones de CG muestran ligeros indicios de contaminacioén por metales pesados, originados presumiblemente por actividades
antropogénicas. Esta investigacion sugiere la utilidad de marcadores biologicos destinados a estimar el impacto de metales pesados en
organismos centinelas.

Palabras clave: defensas antioxidantes, hemocitos, lisozimas, metales pesados, Perna viridis.

INTRODUCTION INTRODUCCION

The levels of heavy metals in some coastal areas of Sucre Los niveles de metales pesados en algunas zonas costeras
State (Venezuela) have recently increased due to human del estado Sucre (Venezuela) han incrementado reciente-
activities (Martinez 2002). Possible sources are urban and mente a causa antropogénica (Martinez 2002). Las posibles
industrial effluents, and freshwater flows that transport these fuentes son los efluentes urbanos e industriales, inclusive las
metals from areas of intense industrial and mining activity to descargas limnicas que transportan dichos metales desde
coastal ecosystems. To assess the health of these areas, the sitios de intensa actividad industrial y minera hasta los
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green mussel Perna viridis has been selected as a biosentinel
species to estimate the level of contamination. This mytilid
has sensitive biological markers that are modulated during
sublethal exposure to heavy metals (Zapata-Vivenes and
Nusetti 2007, Nusetti et al. 2010).

Immune, molecular, and cellular responses in bivalves are
important biomarkers for assessing the effects induced by
exposure to chemical pollutants. The ingestion and subse-
quent metabolism of xenobiotics can alter the function and
balance of the immune system, producing adverse effects
such as immunosuppresion, abnormal cell proliferation, and
alteration of the host’s defense mechanisms against patho-
gens (Cheng 1988, Cheung et al. 2001). The immune defense
system in bivalves consists of hemocytes, bacteriolytic mole-
cules, and lysosomal degradation (Sminia 1980).

Likewise, the effects of heavy metals at cellular level can
be detected through alterations in the stability of the lyso-
somal membranes (Lowe 1995). The evaluation of lysosomal
membrane integrity indicates possible deleterious conditions
associated with drastic and irreversible changes that occur in
the environment and can be an alternative in preventive
decision-making. This parameter of cell damage can be esti-
mated using the retention capacity of dyes, such as neutral
red, which may indicate a proportional relationship between
the reduction in die retention time in cells of organisms
inhabiting areas impacted by xenobiotics (Fang et al. 2008).

Antioxidant molecules and oxidative damage of the mem-
brane lipids have been used frequently as molecular biomark-
ers of chemical stress, especially pro-oxidant agents such as
some heavy metals. The use of responses at different levels of
biological organization, from molecular to cellular, provides
relevant information about the condition of the organism
under study and thus the data needed to understand the mode
of action, intoxication, and depuration of xenobiotics.

Perna viridis is an abundant species along the coast of
Sucre State, inhabiting natural banks particularly in the areas
of Chacopata-Guayacan and Rio Caribe. Moreover, a sector
interested in the suspended culture of this species has set up
small experimental farms on the southern coast of the Gulf of
Cariaco, especially at San Antonio del Golfo. The objective
of this study was to analyze different biomarkers, including
immune, biochemical, and cellular responses, in P. viridis
collected on the coast of Sucre State in order to establish the
health of the organisms and its relation to the body load of
heavy metals.

MATERIAL AND METHODS
Study area

Specimens of the green mussel P. viridis were collected
from three sites on the coast of Sucre State, northeastern
Venezuela (fig. 1): Chacopata-Guayacan (CG, 10°43'25" N,
64°52'6" W), in the northern part of the Araya Peninsula; Rio
Caribe (RC, 10°42'34" N, 63°06'54” W), in the northeastern
part of the Paria Peninsula; and San Antonio del Golfo
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sedimentos de ecosistemas locales. Para evaluar el estado de
salud de estas zonas, se ha seleccionado al mejillon verde
Perna viridis como especie biosensora para estimar el nivel
de contaminacion. Este mitilido posee marcadores biologicos
sensibles que son modulados bajo exposicion subletal a meta-
les pesados (Zapata-Vivenes y Nusetti 2007, Nusetti et al.
2010).

Las respuestas inmunoldgicas, moleculares y celulares en
bivalvos constituyen biomarcadores importantes en las eva-
luaciones de efectos inducidos por la exposicion a contami-
nantes quimicos. El ingreso y posterior metabolismo de tales
xenobidticos puede alterar las funciones y el balance del
sistema inmune, resultando en efectos perjudiciales, que
incluyen inmunosupresion, proliferacion anormal celular y
alteracion de los mecanismos de defensa del hospedero
contra patogenos (Cheng 1988, Cheung et al. 2001). El sis-
tema de defensa inmunolégico en bivalvos esta constituido
por hemocitos, moléculas bacterioliticas y degradacion a
nivel lisosomal (Sminia 1980).

De igual forma, los efectos de los metales pesados a
nivel celular pueden ser detectados por alteraciones de la
estabilidad de membranas lisosomales (Lowe 1995). La
determinacion de la integridad de la membrana lisosomal
indica posibles condiciones deletéreas ante cambios drasticos
e irreversibles que ocurren en el ambiente y puede ser una
alternativa en la toma de decisiones preventivas. Este para-
metro de dafio celular puede estimarse mediante la capacidad
de retencion de colorantes, tal como el rojo neutro, lo cual
puede indicar una relacidon proporcional entre la reduccion
del tiempo de retencion del colorante en células de organis-
mos que habitan zonas impactadas por xenobioticos (Fang
et al. 2008).

Las moléculas antioxidantes y los dafios oxidativos a
nivel de lipidos de membrana han sido utilizados frecuente-
mente como biomarcadores moleculares de estrés quimico,
especialmente por agentes pro-oxidantes como algunos meta-
les pesados. El uso de respuestas a diferentes niveles de
organizacion biologica, desde el nivel molecular hasta el
celular, origina informacion relevante sobre las condiciones
del organismo en estudio y provee los datos necesarios para
el entendimiento del modo de accidn, intoxicacion y depura-
cién de xenobioticos.

El mejillon verde P. viridis es una especie abundante en
las costas del estado Sucre, la cual habita en bancos naturales,
particularmente en las zonas de Chacopata-Guayacan y Rio
Caribe. Adicionalmente, un sector interesado en el cultivo
suspendido de la especie ha iniciado pequefios sembrados
experimentales en la franja costera sur del golfo de Cariaco,
especialmente en la localidad de San Antonio del Golfo. En
tal motivo, en esta investigacion se contrastan diversos
biomarcadores, que incluyen respuestas inmunologicas,
bioquimicas y celulares, en P. viridis recolectado en las
costas del estado Sucre con el fin de establecer la salud de los
organismos y su relacion con la carga corporal de metales
pesados.
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(SAG, 10°27'5" N, 63°46'23" W), in the southeastern Gulf of
Cariaco. Highly exploitable natural banks of P. viridis are
found around CG and RC, whereas small-scale mussel
farming is carried out at SAG.

Mussels were collected manually by divers at 1 to 2 m
depth. At each site, between 60 and 80 unsexed, sexually
mature (stage II, unspawned) organisms were selected
(Sreenivasan et al. 1989), ranging in size from 7.5 to 9.2 cm.
The specimens were collected in February and March under
homogeneous environmental conditions: temperature,
26.50-27.01 °C; salinity, 36.0-37.0; and pH, 7.55-8.10. They
were transported to the laboratory and, prior to analysis, kept
for three days in tanks under controlled conditions (tempera-
ture, 25 + 2 °C; salinity, 36 + 0.1; pH, 7.7 + 0.2; oxygenation,
90-95%) and fed, ad libitum, the microalga Chaetoceros
gracilis.

Analysis of heavy metals

The determination of heavy metals was performed using
a Perkin-Elmer model 5300 inductively coupled plasma-
optical emission spectrophotometer (ICP-OES). Soft tissue
samples were dried at 60 °C for 3 days, weighed, and pre-
digested in 10 mL of concentrated nitric acid at room temper-
ature over 24 h, followed by digestion at 60 °C for 4 h and
then at 80 °C for 2 h. The sample was allowed to cool and
10 mL of deionized water were added; the solution was
filtered through Whatman No. 42 filter paper and deionized
water was added to a final volume of 25 mL.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Los ejemplares del mejillon verde P. viridis fueron reco-
lectados en tres localidades costeras del estado Sucre, situa-
das al noreste de Venezuela (fig. 1): Chacopata-Guayacan
(CG, 10°43"25" N, 64°52'6" O), en la regiéon norte de la
peninsula de Araya; Rio Caribe (RC, 10°42'34" N, 63°06'54"
0), al noreste de la peninsula de Paria; y San Antonio del
Golfo (SAG, 10°27'5" N, 63°46'23" O), en el sureste del
Golfo de Cariaco. Las zonas CG y RC constituyen bancos
naturales extensamente explotables de la especie, y SAG es
un area de cultivo de mejillones de baja escala.

La recoleccion de los bivalvos se realizd6 manualmente
mediante buceo a profundidades de 1 a 2 m. En cada
estacion de muestreo, se seleccionaron entre 60 y 80 organis-
mos sexualmente maduros (en estadio II, no desovados)
(Sreenivasan et al. 1989), sin distincion de sexo y con tallas
entre 7.5 y 9.2 cm. Los animales fueron recolectados entre
febrero y marzo en condiciones ambientales homogéneas:
temperatura, 26.50-27.01 °C; salinidad, 36.0-37.0; y pH,
7.55-8.10. Antes de los analisis, los ejemplares fueron
trasportados al laboratorio y mantenidos durante tres dias
en acuarios bajo condiciones controladas (temperatura, 25 +
2°C; salinidad, 36 + 0.1; pH, 7.7 £ 0.2; oxigenacion,
90-95%) vy alimentados ad libitum con la microalga
Chaetoceros gracilis.

N Coche IslanN
Chacopata Rio Caribe
10°40°N - T Guayacan
Point Araya uay
Araya Peninsula
Gulf of Cariaco
Caribbean Sea San Antonio
del Golfo
Cumana
Venezuela

Py &= Sucre State

10°00' N - T

64°40' W 64°00' W 63°20' W

Figure 1. Geographic location of the collecting sites of the green mussel Perna viridis: Chacopata-Guayacan, Rio Caribe, and San Antonio

del Golfo (northeastern Venezuela).

Figura 1. Localizacion geografica de las localidades de recoleccion del mejillon verde Perna viridis: Chacopata-Guayacan, Rio Caribe y San

Antonio del Golfo (Venezuela nororiental).
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The ICP-OES conditions for the metal analysis were:
exterior argon gas flow rate of 15 L min™', nebulization
gas flow rate of 0.5 L min’!, auxiliary gas flow rate of
0.2 L min™, radio frequency of 1300 W, and peristaltic pump
flow rate of 1.5 L min~'. Each metal was measured at a char-
acteristic wavelength and their detection limits were deter-
mined from a calibration curve (Meier and Ziind 1993). The
wavelength (nm) and detection limit (ug g') for each metal
were, respectively, 206,200 and 0.10 for Zn, 327,393 and
0.05 for Cu, 228,802 and 0.04 for Cd, 267,716 and 0.05 for
Cr, 238,204 and 0.08 for Fe, and 220,353 and 0.01 for Pb.

Hemolymph extraction

Hemolymph was obtained by directly puncturing the foot
and venous sinus using a 1-mL hypodermic syringe with a
20 gauge needle, containing 0.5 mL of sterile filtered seawa-
ter (45-um Millipore filter). The volume of extracted hemo-
lymph (~0.5 mL) was maintained at 10°C, and then
centrifuged at 900 g for 10 min at 10 °C. The precipitate
fraction was removed and resuspended in 1 mL of seawater
with ethylenediamine tetracetic acid (EDTA, 4 umol L1).
This fraction was used to evaluate the cytological parameters
and immune functions.

Cell viability and total number of hemocytes

These parameters were determined by differential
staining with eosin yellow (0.1%) in sterile filtered seawater:
100 pL of the final hemocyte suspension were taken and
mixed with an equal volume of the dye; the mixture was
resuspended and a 10-pL aliquot was taken for cell counting
using a hemocytometer and light microscope (400x magnifi-
cation) (Goven et al. 1996).

Phagocytosis

The total hemocyte count was adjusted to ~2 x 10° cells
mL-!. The heat-inactivated yeast Saccharomyces cerevisiae
(5 mg mL™" in sterile seawater) was used as antigen (Zapata-
Vivenes et al. 2005); 200 uL of yeast were taken and diluted
in 3 mL of filtered seawater, and 100 puL of the hemocyte
suspension and an equal volume of the final yeast suspension
were gently mixed and centrifuged at 1000 g for 5 min.
The centrifuged samples were incubated for 24 h at 8 °C,
and 100 pL of trypan blue (0.4% w/v) were added to the cel-
lular precipitate. A 10-uL aliquot was placed in a hemocy-
tometer for cell counting with a light microscope (400x
magnification).

Lysozymes
Lysozyme activity in the digestive gland of P. viridis

was detected by the lysis of Micrococcus lysodeikticus cell
walls, using agarose lysoplates (Goven et al. 1994). The gel
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Determinacién de metales pesados

La determinacion de metales pesados se realizd con un
espectrofotometro de emision optica con fuente de plasma de
induccion (ICP-OES, por sus siglas en inglés), marca Perkin
Elmer modelo 5300. Las muestras de tejido blando fueron
deshidratadas a 60 °C durante 3 dias, pesadas y predigeridas
en 10 mL de acido nitrico concentrado a temperatura
ambiente durante 24 h. Seguidamente, las muestras fueron
digeridas a 60 °C por 4 h y luego a 80 °C por 2 h. Se dejaron
enfriar y se adicionaron 10 mL de agua desionizada; la solu-
cion se filtrd a través de papel Whatman No. 42 y se comple-
td con agua desionizada hasta un volumen final de 25 mL.

Para la determinacion de los metales con el ICP-OES, las
siguientes condiciones fueron utilizadas: flujo de gas exterior
de argon de 15 L min™!, flujo de gas al nebulizador de 0.5 L
min!, flujo de gas auxiliar de 0.2 L min!, radio frecuencia de
1300 W y flujo de la bomba peristaltica de 1.5 L min™'. Cada
metal se midi6é a una longitud de onda caracteristica y sus
limites de deteccion se determinaron por medio de una curva
de calibracion (Meier y Ziind 1993). Para cada metal, la lon-
gitud de onda (nm) y el limite de deteccion (ug g™') fueron,
respectivamente, 206,200 y 0.10 para Zn; 327,393 y 0.05
para Cu; 228,802 y 0.04 para Cd; 267,716 y 0.05 para Cr;
238,204 y 0.08 para Fe; y 220,353 y 0.01 para Pb.

Extraccion de la hemolinfa

La hemolinfa fue extraida por puncion directa al pie y
seno venoso con una jeringa hipodérmica de 1 mL de capaci-
dad con aguja calibre 20 que contenia 0.5 mL agua de mar
estéril, filtrada a miliporo (45 um). El volumen de hemolinfa
extraido (~0.5 mL) fue mantenido a 10 °C. Luego se centrifu-
g6 a 900 g durante 10 min a 10 °C. Se tomo la fraccion
precipitada y finalmente se resuspendié en 1 mL de agua de
mar con acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 4 pmol L).
Esta fraccion fue usada para determinar los parametros
citologicos y las funciones inmunoldgicas.

Viabilidad celular y nimero total de hemocitos

Estos parametros fueron determinados por tincion dife-
rencial con eosina amarilla (0.1%) en agua de mar filtrada y
estéril. Se tomaron 100 pL de la suspension final de hemoci-
tos y se mezclaron con un volumen igual del colorante; se
resuspendi6 la mezcla y luego se tomo una alicuota de 10 uL
para hacer el conteo celular en un hemocitémetro por micros-
copia de luz (magnificacion de 400 x) (Goven et al. 1996).

Fagocitosis

El nimero total de hemocitos se ajustd a ~2 x 10° células
mL'. Se empled la levadura Saccharomyces cerevisiae, inac-
tivada por calor (5 mg mL! en agua de mar estéril), como
antigeno (Zapata-Vivenes et al. 2005). Se tomaron 200 uL de
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was prepared using 67 mmol L' of potassium phosphate
(KH,PO,) buffer (pH 6.0), 1% agarose (type II), 0.1%
sodium chloride, and 0.4 mg mL! of M. lysodeikticus. The
digestive gland was extracted from 12 bivalves from each
site and homogenized in 100 mmol L' of KH,PO, buffer
(pH 6.24) at 4 °C (20% w/v). The resulting homogenate was
centrifuged at 2000 g for 10 min, and the supernatant was
used as lysozyme source. A volume equivalent to 40 puL of
the extract was placed, under sterile conditions, in each hole
of the lysoplate. The lysoplates were incubated in an oven at
37°C for 48 h. The diameters of the inhibition halos were
measured and compared using hen egg-white lysozyme
(HEL).

Lysosomal stability

The collected hemolymph was transferred to a siliconized
tube and conserved for a maximum of 3—5 min; 40 pL of the
tube’s content were transferred to the plate and mixed with
40 pL of neutral red dissolved in dimethyl sulfoxide on the
plate for 15 min in a humid, dark chamber (Lowe et al.
1992). Observations were made using a light microscope
(400x magnification) for 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min, and
the percentage of damaged hemocytes was quantified.

Lipid peroxidation

Lipoperoxidation was analyzed by measuring thiobarbitu-
ric acid reactive substances (TBARS) (Ohkawa et al. 1979).
The digestive glands were homogenized in 50 mmol L-!
imidazole-HCI at 15 °C and centrifuged at 1000 g for 20 min.
The homogenate was incubated for 10 min at 37 °C with
constant agitation, after which 12.5% trichloroacetic acid,
0.8 mol L' HCI, and 1% thiobarbituric acid were added in a
water bath at 90 °C with constant agitation for 30 min. Each
sample was placed in an ice bath for 10 min and then
centrifuged at 1500 g for 10 min at 4 °C. The absorbance was
measured at 535 nm. The concentration of TBARS was cal-
culated using 1,1,3,3-tetractoxipropane as standard. The val-
ues were expressed as nanomoles of TBARS per milligram of
protein.

Sulfhydryl groups

To determine the thiol (-SH) groups we used the method
developed by Ellman (1958), based on the quantification of
free or protein-bound thiols by the reaction of 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB), until forming the 2-nitro-5-
benzoate anion. A buffer solution containing 30 mmol L'
HCI-EDTA was prepared and the pH was adjusted to 8.2.
Each test tube was filled with 50 pL of the extract, 150 puL of
the buffer solution, 800 pL of methanol, and 50 pL of DTNB,
and then mixed and allowed to rest for 5 min at room temper-
ature. The samples were then centrifuged at 1000 g for 5 min.
Finally, the supernatant was taken and the absorbance was
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las levaduras y se diluyeron en 3 mL de agua de mar filtrada.
Se mezclaron suavemente 100 pl de la suspension de
hemocitos con un volumen igual de la suspension final de
levaduras y luego se centrifugaron a 1000 g por 5 min. Las
muestras centrifugadas se incubaron por un periodo de 24 h a
8 °C. Al precipitado celular se le afiadieron 100 puL de azul de
tripano (0.4% m/v). Una alicuota de 10 uL se coloc6 en un
hemocitometro para conteo en microscopio de luz (400 x de
magnificacion).

Lisozimas

El protocolo empleado para evaluar la actividad de la
lisozima en la glandula digestiva de P. viridis fue basado en
la lisis de la pared celular de Micrococcus lysodeikticus,
empleando lisoplacas de agarosa (Goven et al. 1994). El gel
se preparé con 67 mmol L' de una soluciéon amortiguadora
de fosfato de potasio (KH,PO,, pH 6.0), agarosa (tipo II) al
1%, cloruro de sodio (NaCl) al 0.1% y 0.4 mg mL™" de
M. lysodeikticus. Se extrajeron las glandulas digestivas de 12
bivalvos de cada localidad y, seguidamente, se homogeneiza-
ron en 100 mmol L' de una solucién amortiguadora de
KH,PO, (pH 6.24) a 4 °C (20% m/v). El homogeneizado
resultante se centrifugd a 2000 g por 10 min, y el sobrena-
dante obtenido se empled como fuente de lisozima. Un
volumen equivalente a 40 puL del extracto se sembro, bajo
condiciones estériles, en cada orificio de la lisoplaca. Las
lisoplacas fueron incubadas a 37 °C en una estufa durante
48 h. Los diametros de los halos de inhibicion fueron medi-
dos y contrastados con lisozima de clara de huevo (HEL)
estandar.

Estabilidad lisosomal

La hemolinfa recolectada se transfirié a un tubo siliconi-
zado y se conservd por un maximo de 3—5 min. Se transfirie-
ron 40 pL del contenido del tubo a la ldmina y se mezclaron
con 40 pL de rojo neutro disuelto en dimetil sulfoxido en la
lamina por 15 min en camara humeda y oscura (Lowe et al.
1992). Las observaciones se realizaron con un microscopio
de luz (magnificacion de 400 x) durante 15, 30, 45, 60, 90 y
120 min, y se cuantifico el porcentaje de células dafiadas.

Peroxidacion de lipidos

La lipoperoxidacién se determindé por el revelado de
sustancias que reaccionan al acido tiobarbiturico (TBARS)
(Ohkawa et al. 1979). Las glandulas digestivas fueron homo-
geneizadas en 50 mmol L' de imidazol-HCl a 15 °C y centri-
fugadas a 1000 g durante 20 min. El homogeneizado se
incub6 durante 10 min a 37 °C con agitacion constante, y
posteriormente se le adiciono acido tricloroacético al 12.5%,
0.8 mol L-"de HCl y 4cido tiobarbiturico al 1% en un bafio de
agua a 90 °C con agitacion constante durante 30 min. Cada
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measured at 412 nm. The concentration of the -SH groups
was calculated from a calibration curve prepared using
reduced glutathione (GSH) as standard.

Proteins

Total proteins were quantified by the method proposed by
Lowry et al. (1951), using bovine serum albumin.

Statistical analysis

A simple analysis of variance with replication was used
and all assumptions were met. Tukey’s multiple comparison
test (Sokal and Rohlf 1981) was applied. Pearson’s correla-
tion analysis was used to estimate the relationship between
the molecular and cellular parameters and the body load of
heavy metals.

RESULTS

The levels of essential metals varied among the
organisms collected. The highest mean levels of Cu and Fe
were found in the specimens from the mussel culture rafts at
SAG, while increased levels of Zn and Cr were observed in
specimens from CG. Likewise, the concentrations of non-
essential metals such as Cd and Pb were higher in the mussels
collected at CG (table 1).

Hemocytic cell viability did not show statistically
significant variations among the organisms collected at the
different sites (table 2), ranging from 70% to 100%, with
mean values oscillating between 78.50% and 89.40%.
Regarding the total number of hemocytes, lower values were
recorded for the mussels from CG and RC than for those
from SAG (2.02 x 10° cells mL™"). The percentage of phago-
cytes was significantly higher for the organisms from CG and
RC than for those from SAG. Lysozyme activity was slightly
higher for the organisms from RC, but there was no signifi-
cant statistical difference.

The molecular biomarkers examined showed high con-
centrations of total proteins and -SH groups in the mussels
from SAG, indicating the nutritional state and antioxidant
(thiol) levels. Conversely, elevated TBARS levels (a marker
of oxidative damage) were observed in mussels from CG and
RC (table 3).

The percentage of cells with reduced ability to retain
neutral red in their lysosomal compartments was significantly
high for the organisms from CG (Fs = 3.59; P < 0.05):
cellular effects were observed in the first 15 min of the assay,
with 25.60% of damaged hemocytes, and the values contin-
ued to increase until reaching 37.70% of damaged hemocytes
in 90 min. (fig. 2). The highest mean values for RC were
reached in 120 min (26.60%). The organisms from SAG
showed highest lysosomal stability, ranging from 86.80% to
95.40% during the course of the assay.
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muestra fue colocada en bafio de hielo durante 10 min y
luego centrifugada a 1500 g durante 10 min a 4 °C. La absor-
bancia de las muestras se midi6é a 535 nm. La concentracion
de TBARS se calcul6é con 1,1,3,3—tetractoxipropano como
estandar. Los valores se expresaron en nanomoles de TBARS
por miligramos de proteinas.

Grupos sulfihidrilos

Para la determinacion de los grupos tioles (-SH), se aplicd
el método desarrollado por Ellman (1958), fundamentado en
la cuantificacion de tioles libres o asociados a proteinas
mediante la reaccion del acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB), hasta formar el anion 2-nitro-5-benzoato. Para ello,
se prepar6 una solucién amortiguadora compuesta por Tris
HCI-EDTA 30 mmol L' y se ajust6 el pH a 8.2. A cada tubo
de ensayo se le adicionaron 50 uL de extracto, 150 uL de la
solucién amortiguadora, 800 puL. de metanol y 50 uL de
DTNB, luego se mezcld y se dejo reposar por 5 min a tempe-
ratura ambiente. Transcurrido este tiempo se centrifugaron
las muestras a 1000 g durante 5 min. Finalmente, se tomo el
sobrenadante para medir la absorbancia a 412 nm. La con-
centracion de -SH se calculdé por medio de una curva de
calibracion preparada con glutationa reducida (GSH) como
estandar.

Proteinas

La cuantificacion de proteinas totales se realizo siguiendo
la metodologia propuesta por Lowry et al. (1951), usando
como estandar albumina de suero bovino.

Analisis estadisticos

Se empled un analisis de varianza sencillo con réplica,
cumpliéndose todos los supuestos. Se aplico una prueba
de contraste multiple de Tukey (Sokal y Rohlf 1981). En
adicion, se estimo la asociacion entre los parametros molecu-
lares y celulares y el contenido corporal de metales pesados
mediante un analisis de correlacion de Pearson.

RESULTADOS

Los niveles de los metales esenciales presentaron varia-
ciones entre los organismos recolectados. Los mayores nive-
les promedio de Cu y Fe se observaron en los ejemplares
provenientes de las balsas de cultivos de SAG, mientras que
los niveles de Zn y Cr se incrementaron en los mejillones de
CG. Del mismo modo, las concentraciones de los metales no
esenciales como Cd y Pb fueron superiores en los ejemplares
recolectados en las costas de CG (tabla 1).

La viabilidad celular en hemocitos no presentd variacion
estadistica entre los organismos recolectados entre localida-
des (tabla 2), con un intervalo de 70% a 100% y promedios
que oscilaron entre 78.50% y 89.40%. Con respecto al
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Table 1. Heavy metals in the soft tissue of the green mussel Perna viridis collected at three sites on the coast of Sucre State (Venezuela). The
data are given in microgramos (pg) of metal per gram dry weight (mean + standard deviation).

Tabla 1. Metales pesados en el tejido blando del mejillon verde Perna viridis recolectado en tres localidades costeras del estado Sucre
(Venezuela). Los datos se expresan en micrograms (ig) de metal por gramo de masa seca (media + desviacion estandar).

Metal Chacopata-Guayacan Rio Caribe San Antonio del Golfo Fs P

Cu 8.17+4.03* 5.67 £0.69* 11.11£1.26 3.08 0.059
Fe 103.18 +92.69 51.10+£10.31* 138.41 +15.83 3.07 0.061
Zn 51.33£9.98* 37.78 £10.23* 13.20+7.61 9.55 <0.001
Cr 5.84+2.73% 1.36 045 3.60 £+ 1.05 3.72 0.035
Cd 5.58 £1.62% 0.12+0.21 0.08 £0.23 9.37 <0.001
Pb 0.12+0.20* <0.01 <0.01 5.12 0.012

* Indicates significant differences (o = 0.05) relative to the reference area (San Antonio del Golfo).

Table 2. Cytological and immunological parameters of the hemolymph of the green mussel Perna viridis collected at three sites on the coast of

Sucre State (Venezuela).

Tabla 2. Parametros citologicos e inmunologicos en la hemolinfa del mejillon verde Perna viridis recolectado en tres localidades del estado

Sucre (Venezuela).

Parameter Chacopata-Guayacan Rio Caribe San Antonio del Golfo Fs P

Viability (%) 79.60 +24.39 89.40 + 6.02 78.50+15.14 1.30 0.30
Total number of hemocytes (x10°) 1.69 £ 0.27* 1.58 £0.24* 2.02 £0.54 3.59 0.04
Phagocytosis® 5.57+2.17* 6.79 £ 1.52% 4.51+1.50 423 0.02
Lysozyme® 0.85 +0.05 0.85+0.06 0.82 +0.04 1.89 0.17

3 Percentage of phagocytic cells. ® Micromoles of enzyme per gram wet weight.

* Indicates significant differences at a = 0.05.

Table 3. Biochemical parameters of the digestive gland of the green mussel Perna viridis collected at three sites on the coast of Sucre State

Venezuela).
El'abla 3. Pz)lrémetros bioquimicos en la glandula digestiva del mejillon verde Perna viridis recolectado en tres localidades del estado Sucre
(Venezuela).

Parameter Chacopata-Guayacan Rio Caribe San Antonio del Golfo Fs P
Monoaldehyde? 1.54+£2.03* 1.13£0.56* 0.90+0.30 0.97 0.388
Thiol groups® 0.35+0.13* 0.12+0.13* 0.72+0.25 13.27 <0.001
Proteins® 19.68 +24.92* 15.45 + 5.49% 22.34+6.93 0.70 0.503

2 Nanomoles of MDA per milligram of protein. ® Micromoles of -SH per milligram of protein. ¢ Milligrams of protein per gram wet weight.

* Indicates significant differences at o = 0.05.

The following correlation coefficients between heavy
metals and quantified biological markers showed slightly
weak associations: Cu/cell viability (=0.60), Zn/thiol groups
(+0.51), Cd/thiol groups (—0.45), Ct/TBARS (+0.58), and
Cd/lysosomal destabilization (—0.40).

DiscussION
The Cu and Fe values obtained for P. viridis from SAG

are likely related to the presence of metals in the cultivation
area, as well as to the organism’s metabolic requirements to
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numero total de hemocitos los menores registros se observa-
ron en los mejillones de CG y RC en comparacion con los de
SAG (2.02 x 10°células mL™"). El porcentaje de fagocitos fue
significativamente mayor en los organismos provenientes de
CG y RC con respecto a la estacion referencial (SAG).
Adicionalmente, una ligera elevacion en la actividad de la
lisozima en la glandula digestiva fue observada en los orga-
nismos de RC, pero sin ninguna significancion estadistica.
Los biomarcadores moleculares examinados muestran
concentraciones elevadas de proteinas totales y grupos -SH
en los mejillones cultivados en SAG, lo que demuestra su
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Figure 2. Percentage of hemocytes with destabilized lysosomal
membranes in Perna viridis.

Figura 2. Porcentaje de hemocitos con membranas lisosomales
desestabilizadas en de Perna viridis.

maintain its growth, reproductive, and spawning rates in sus-
pension cultures. Similar Cu and Fe concentrations have been
reported for the brown mussel Perna perna, a related species
cultivated in the Gulf of Cariaco (Castillo et al. 2005).
Though Cu and Fe are efficiently regulated essential ele-
ments, experiments have shown that many bivalve species
are sensitive to low concentrations (Sze and Lee 2000,
Zapata-Vivenes and Nusetti 2007, Aanand et al. 2010), since
they allow the formation of reactive oxygen species by the
Fenton and Haber-Weiss reactions (Fridovich 1998). These
free radicals are responsible for molecular and structural
alterations of biologically important macromolecules, includ-
ing peroxidation of membrane lipids, protein degradation,
and oxidation of nitrogen bases (Winston and Di Giiilio
1991).

The higher concentrations of Zn, Cr, and Cd in P. viridis
from CG are likely due to human activities rather than natural
causes. The majority of Zn comes from industrial activities
such as mining, residual carbon combustion, and steel pro-
cessing. Some species show a relationship between Zn values
and animal size, which may indicate different metabolic
requirements for juveniles and adults (Kennish 1997).

The concentrations of Cd and Cr found in the soft tissue
of P. viridis from the study sites suggest that it has efficient
mechanisms to prevent toxicity and lethality. It is known that
Cr and Cd can be toxic even at relatively low concentrations.
Static assays using P. viridis have shown that the mean lethal
concentrations, in water, of Cr and Cd are, respectively,
2.27 ug L' (1.94-2.70 pg L") at 96 h (Vijayavel et al. 2007)
and 6.24 pg L' at 48 h (Meena and Balakrishnan 1993).
Many studies have established a close relationship between
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estado nutricional y sus niveles de antioxidantes (tioles).
Contrariamente, se observd que los niveles de sustancias que
reaccionan con el TBARS (un marcador de dafio oxidativo)
se incrementaron en los mejillones de CG y RC (tabla 3).

El porcentaje de células con reducida capacidad de rete-
ner en sus compartimientos lisosomales el rojo neutro fue
significativamente alta en los organismos colectados en CG
(Fs = 3.59; P < 0,05); se observaron efectos celulares en los
primeros 15 min de ensayo, con el 25.60% de los hemocitos
afectados (fig. 2), que continuaron incrementando hasta
alcanzar un 37.70% de hemocitos dafiados a los 90 min. Los
valores promedio maximos (26.60%) para los organismos
recolectados en RC fueron alcanzados en los 120 min. La
mayor estabilidad lisosomal fue encontrada en los organis-
mos de SAG, con un intervalo de estabilidad de 86.80% a
95.40% durante el trascurso del ensayo.

Los siguientes coeficientes de correlacion entre metales
pesados y marcadores bioldgicos cuantificados presentaron
asociaciones ligeramente débiles: Cu/viabilidad celular
(—0.60), Zn/grupos tioles (+0.51), Cd/grupos tioles (—0.45),
Cr/TBARS (+0.58) y Cd/desestabilizacion lisosomal (—0.40).

DiscusioN

Los valores de Cu y Fe encontrados en P. viridis en SAG
posiblemente se encuentran asociados a la disponibilidad del
metal en el area de cultivo, aunado a los requerimientos
metabolicos del organismo para mantener su tasa de creci-
miento, reproduccion y desove en siembras de suspension.
Concentraciones similares de Cu y Fe han sido sefialadas
para Perna perna, una especie afin cultivada en el golfo de
Cariaco (Castillo et al. 2005). A pesar de que el Cu y Fe son
elementos esenciales eficientemente regulados, existen evi-
dencias experimentales que demuestran que un considerable
nimero de especies de bivalvos presentan sensibilidad a
bajas concentraciones (Sze y Lee 2000, Zapata-Vivenes y
Nusetti 2007, Aanand et al. 2010), ya que permiten la forma-
cion de especies reactivas del oxigeno mediante la reaccion
de Fenton y Haber-Weiss (Fridovich 1998). Estos radicales
libres son responsables de alteraciones moleculares y estruc-
turales de macromoléculas de importancia bioldgica que
incluyen la peroxidacion de lipidos de membrana, degrada-
cion de proteinas y oxidacion de bases nitrogenadas (Winston
y Di Giiilio 1991).

El aumento en las concentraciones de Zn, Cr y Cd en
P. viridis de CG posiblemente se deben a las actividades
humanas y no a causas naturales. La mayoria del Zn es adi-
cionado durante actividades industriales como la mineria, la
combustion de carbon y residuos, y el procesado del acero.
En algunas especies parece existir una relacion entre los
valores de Zn y el tamaiio del animal, lo que puede significar
requerimientos metabolicos diferentes entre individuos jove-
nes y adultos (Kennish 1997).

Las concentraciones de Cd y Cr encontradas en el tejido
blando de P. viridis en las localidades evaluadas sugieren que
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metal levels and oxidative stress, resulting in severe molecu-
lar consequences such as direct DNA damage and subsequent
disruption of gene expression (Roling et al. 2006). Moreover,
it has been shown that sublethal levels of Cd can alter the
function of enzymes associated with carbohydrate metabo-
lism, mitochondrial respiration, and antioxidant activity
(Nusetti et al. 2010), anoxia tolerance (Zapata-Vivenes and
Nusetti 2007), and negatively affect the growth rate and res-
piration of P. viridis (Narvaez et al. 2005); this can limit its
survival in the environment.

The levels of Cd and Pb in mussels from CG can be
attributed to continuous motor oil and hydraulic fuel spills
from small fishing vessels frequently observed at service sta-
tions near the collection site. These petroleum derivatives
have high concentrations of heavy metals (Nusetti et al.
2005).

Lower hemocytic cell counts were obtained for the
mussels from CG and RC than for those from SAG. Even
though reference ranges have not been set for parameters that
discriminate between healthy and contaminated organisms,
available information indicates that a wide variety of pollut-
ants can modify the normal function of the immune system of
bivalve molluscs (Pipe et al. 1999, Livingstone et al. 2000,
Nusetti et al. 2004). Changes in immunological parameters
have been reported for Mytilus edulis transplanted to an area
impacted by crude oil (Dyrynda et al. 2000).

Lysozyme activity did not show significant variations
among the mussels from the different sites, which indicates
the effectiveness of the humoral immune response despite the
concentrations of accumulated metals. Lysozyme activity has
been used as a biomarker in immunoassays for predicting the
toxicity of xenobiotics. The bacteriolytic action of lysozymes
has been amply examined in molluscs exposed to sublethal
concentrations of diverse xenobiotic compounds, including
heavy metals. Many authors have detected acute toxic effects
of different metals (Cu, Zn, Hg) on the activity of the enzyme
in mussels (Pipe and Coles 1995, Pipe et al. 1999).

The organisms from CG had the highest mean values of
TBARS per milligram of protein. These values are related to
the formation of reactive oxygen species, such as superoxide
anion and hydroxyl radical, which can affect the antioxidant
efficiency and lead to oxidative alterations (peroxidation) of
the biological membranes. Several studies have analyzed the
intermediary role of free radicals in the toxicity of organic
pollutants in marine bivalves: M. edulis (Livingstone et al.
2000), Mytilus galloprovincialis (Livingstone 2001), and
P. viridis (Cheung et al. 2001, 2002). The cytotoxic effects
include enzyme inactivation, cell membrane lipid peroxida-
tion, DNA deterioration, and cell death, responses that can be
induced by heavy metals (Rand and Petrocelli 1985).

The concentrations of sulfhydryl (-SH) groups in the
organisms from CG and RC may be related to an alteration of
the molecular responses in antioxidant compensation against
the production of reactive intermediaries, experienced by the
input and excessive accumulation of heavy metals in the
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tales organismos poseen mecanismos eficaces para evitar
toxicidad y letalidad. Se conoce que la toxicidad del Cry Cd
puede ser alcanzada a concentraciones relativamente bajas.
En ensayos estaticos se ha determinado que la concentracion
letal media de Cr y Cd para P. viridis, en el agua, es de
227 ug L1 (1.94-2.70 pg L") a las 96 h (Vijayavel et al.
2007) y 6.24 ng L' a las 48 h (Meena y Balakrishnan 1993),
respectivamente. Existen numerosas referencias que estable-
cen una relacion estrecha entre los niveles de metales y el
estrés oxidativo, que conlleva a consecuencias moleculares
graves como dafios directos sobre el ADN y posterior pertur-
bacion de la expresion genética (Roling et al. 2006). De igual
manera, se ha demostrado que niveles subletales de Cd
pueden alterar las funciones de enzimas relacionadas con el
metabolismo de carbohidratos, la respiracion mitocondrial y
la actividad antioxidante (Nusetti et al. 2010) y la tolerancia a
la anoxia (Zapata-Vivenes y Nusetti 2007), asi como causar
cambios negativos en la tasa de respiracion y crecimiento de
P. viridis (Narvaez et al. 2005), limitando su supervivencia en
el ambiente.

Las concentraciones corporales de Cd y Pb en los mejillo-
nes de CG pueden atribuirse a los continuos derrames de
combustibles, aceites hidraulicos y de motores de embarca-
ciones pesqueras, frecuentemente observados en estaciones
de servicios aledanas al sitio de recoleccion. Se conoce que
estos derivados del petréleo poseen elevadas concentraciones
de metales pesados (Nusetti et al. 2005).

Los menores registros en el nimero total de hemocitos
fueron observados en los mejillones de CG y RC en compara-
cion con los de SAG. A pesar de que no se han planteado
intervalos referenciales para los parametros que discriminen
a organismos sanos de contaminados, se tiene informacion
que una gran variedad de agentes contaminantes pueden
modular las funciones normales del sistema inmunolédgico en
moluscos bivalvos (Pipe et al. 1999, Livingstone et al. 2000,
Nusetti et al. 2004). Se han observado algunos cambios en
los parametros inmunoldgicos en el mejillon Mytilus edulis
trasplantado a una zona impactada por petréleo crudo
(Dyrynda et al. 2000).

No se observaron variaciones en la actividad de la liso-
zima en los mejillones entre las distintas localidades, lo que
demuestra la efectividad de esta respuesta humoral a pesar de
las concentraciones de metales acumulados. La actividad de
la lisozima ha sido usada como biomarcador en inmunoensa-
yos de biotoxicidad de xenobioticos. Su accidon bacteriolitica
ha sido ampliamente examinada en moluscos expuestos
a concentraciones subletales de diversos compuestos xeno-
bioticos, incluyendo metales pesados. Muchos autores han
encontrado efectos toxicos agudos de distintos metales (Cu,
Zn, Hg) sobre la actividad de la enzima en mejillones (Pipe y
Coles 1995, Pipe et al. 1999).

Los organismos de CG presentaron los mayores prome-
dios de TBARS por miligramo de proteinas. Estos valores
estan relacionados con la formacién de especies reactivas del
oxigeno, tales como el anién superoxido y el radical
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organisms inhabiting that area. The concentration of total
thiol (-SH) groups has been used to assess heavy metal con-
tamination in different biological systems (Hernandez 2006).
An increase in the concentration of GSH has been reported as
an antioxidant response in P. viridis exposed to polychlorate
biphenyls, strong inducers of oxidative stress (Cheung et al.
2002).

Damage to 50% of the surrounding cells was not
observed after 120 min, indicating apparent good health at
least of the mussels from RC and SAG. The highest percent-
age of cells with lysosomes incapable of retaining neutral red
was recorded for the organisms from CG. It has been shown
that mussels inhabiting potentially impacted areas present
frequent abnormalities and a lower retention time of neutral
red in the lysosomal compartments. Lysosomes from hemo-
cytes of organisms from areas subject to severe anthropo-
genic contamination showed signs of membrane damage
after 30 to 60 min of staining with the dye (Lowe and Pipe
1994, Harding et al. 2004).

In field studies, Talet et al. (2009) observed decreased
neutral red retention in lysosomes of M. galloprovincialis
transplanted to areas with high levels of organic pollutants.
This response has been associated with exposure to high
levels of polycyclic hydrocarbons in M. galloprovincialis and
P. perna (Francione et al. 2007, Pereira et al. 2007), P. viridis
(Nicholson and Szefer 2003), and static assays with Cu
(Nicholson 2003). The percentage of damaged lysosomes
and its association with organisms from CG with high levels
of Cd, albeit weak, indicates the environmental quality of this
coastal site and represents an early warning of pollution.

We recommend using cellular or biochemical biomarkers
in biomonitoring organisms in order to complement environ-
mental studies and thus be able to assess the effects induced
by metallic xenobiotics on the physiology of organisms
inhabiting marine and coastal ecosystems. The concentra-
tions of heavy metals (especially Cd, Cr, and Pb) accumu-
lated in the soft tissues of mussels from CG, together with
reduced lysosomal stability in hemocytes, are indicators of
the availability of these elements at the site and their cellular
effects.

English translation by Christine Harris.
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