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Nuevas herramientas en analisis de
supervivencia: Chironomus riparius frente
a triclosan.

New survival analysis tools: Chironomus riparius
exposed to triclosan.

. *
Josune Urien'

Resumen

Chironomus riparius (Meigen, 1803) es un insecto diptero, y un bioindicador utilizado con
frecuencia en ensayos de toxicidad acuatica. El anélisis de supervivencia constituye uno de
los objetivos principales de estos ensayos, y es habitual recurrir a pruebas estadisticas sen-
cillas como el conocido probit, integrado en los paquetes de software estadisticos mas uti-
lizados. Sin embargo, en los Ultimos afos se ha empezado a extender la aplicacién de
modelos matematicos mas complejos que permiten recabar informacién mas alla de las
concentraciones letales. En el estudio descrito en este articulo se analizd la supervivencia
de C riparius frente a tricloséan (TCS) mediante el modelo de umbral de tolerancia GUTS
(General Unified Threshold Model of Survival), analizando sus ventajas y la posibilidad de
ser utilizado en simulacién de nuevos escenarios.

Palabras clave: Chironomus riparius, TCS, bioindicador, analisis de supervivencia, GUTS.

Abstract

Chironomus riparius (Meigen, 1803) is a Dipteran insect and a bioindicator often used in
aquatic toxicity trials. One of the main aims of these trials is to carry out survival analyses
and it is common practice to resort to simple statistical tests such as the well-known probit,
integrated within the most widely used statistical software packages. Nevertheless, over
recent years, the application of more complex mathematical models has become more
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widespread. These allow further data to be obtained, in addition to lethal concentrations.
The study described in this paper analysed the survival of C. riparius exposed to triclosan
(TCS) using the GUTS tolerance threshold model (General Unified Threshold Model of Sur-
vival), and evaluated the advantages of this model and the possibility of using it in the sim-
ulation of new scenarios.

Key words: Chironomus riparius, TCS, survival analysis, GUTS theory.

Laburpena

Chironomus riparius (Meigen, 1803) intsektu dipteroa da, eta adierazle biologiko gisa sarri-
tan erabilia uren toxikotasun probetan. Biziraupen-analisia izaten da proba horien helburu
nagusienetakoa, eta ohiko software estatistikoetan aurkitzen den probit izeneko teknika
ezaguna erabiltzen da sarritan. Hala ere, azken urteetan eredu matematiko konplexuagoak
erabiltzeko joera hedatu da, horien bidez kontzentrazio hilgarriez gain bestelako informa-
zioak lortzen baitira. Artikulu honetan deskribatzen den ikerketan C. riparius-en triklosa-
narekiko biziraupena aztertzen da, GUTS (General Unified Threshold Model of Survival)
toletarantzia-ataria aplikatuta, horren abantailak aztertu eta eszenatoki berriak simulatzeko
aukeren aldetik.

Gako hitzak: Chironomus riparius, adierazle biologikoa, TCS, biziraupen-analisia, GUTS.

Introduccion

En los ultimos tiempos el aumento de las sustancias vertidas a los medios acuaticos
ha hecho necesario un mayor control de la calidad de las aguas. Ademas de los habi-
tuales analisis fisico-quimicos se efectla, entre otras medidas, un examen del estado
de organismos seleccionados como indicadores bioldgicos o bioindicadores. Entre
estos bioindicadores se encuentra Chironomus riparius (Meigen, 1803), un insecto
diptero cuya fase larvaria transcurre en los sedimentos de los rios.

C. riparius presenta varias particularidades que lo convierten en organismo de refe-
rencia en los ensayos de toxicidad: su amplia distribucion, ser un elemento clave en
la cadena tréfica de los ecosistemas acudaticos (Berg & Hellenthal, 1992), la facilidad
de cultivo en laboratorio, su alta tolerancia a la contaminacién organica y el déficit de
oxigeno, o la presencia de hemoglobina en su estadio larvario, cuya concentracion se
modula ante la presencia de diferentes estresores mediambientales, lo que ha susci-
tado un creciente interés en su posible utilidad como biomarcador en monitoreo
medioambiental (Moller Pilot, 2009; Nath, 2018).

Los ensayos de toxicidad con C. riparius suelen tener objetivos diversos, como el estu-
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dio de malformaciones y deformidades (Bhattacharyay et al., 2005; Planellé et al.,
2015), o investigacién a nivel molecular, bioquimico y celular (Park & Choi, 2009;
Morales et al., 2011; Wiseman et al., 2013). Las especificaciones de estos tests, con-
sensuadas internacionalmente, se recogen en las guias publicadas por la OECD (OECD,
2004, 2010, 2011). El analisis de supervivencia es también un objetivo habitual, ya
sea como paso previo al estudio de interés para elegir las concentraciones mas ade-
cuadas, o como objetivo en si mismo. Con frecuencia se recurre a software estadistico
especializado para realizar analisis de supervivencia conocidos, como el probit, que
basandose en una distribucion normal proporciona las concentraciones letales a tiem-
po fijado o LCx (por ejemplo, LC50 a 24 h serfa la concentracién de compuesto nece-
saria para que mueran la mitad de individuos en 24 h). No obstante, hoy en dia la
utilizacion de modelos matematicos en diversas areas cientificas esta llegando también
a la ecotoxicologia, proporcionando informaciéon que va mucho mas alla de la mera
obtencion de las LCx.

El triclosan o TCS (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol) es un compuesto aroméatico clo-
rado utilizado como antimicrobiano tanto en el ambiente sanitario como doméstico
(jabones, pasta dentifrica, cremas, etc.). Pasa a los sistemas acuaticos a través de las
aguas residuales urbanas, ya que las plantas de tratamiento no lo eliminan en su tota-
lidad (Dann & Hontella, 2011). En seres humanos se ha detectado en orina, leche
materna y sangre (Sandborgh-Englund et al., 2006.; Toms et al., 2011) y se ha descrito
en varios estudios su potencial como disruptor endocrino, esto es, su capacidad de
alterar el sistema endocrino (Chen et al., 2007; Gee et al., 2008). En cuanto a anima-
les, se han reportado dafios hepaticos y renales en roedores (Rodricks et al., 2010),
alteraciones del sistema tiroideo en anfibios (Helbing et al., 2010), efectos teratogé-
nicos en peces (Oliveira et al., 2009) y genotoxicidad en varias especies de invertebra-
dos (Xu et al., 2015; Martinez-Paz et al., 2017).

La funcién de supervivencia S(t), refleja la fraccién de individuos supervivientes en fun-
cion del tiempo. Toma por tanto valores comprendidos entre 0 y 1, ambos inclusive.
Esta relacionada con el denominado riesgo o hazard, h(t), que representa la probabi-
lidad de morir (por unidad de tiempo) para un individuo que ha sobrevivido hasta el
instante t:

t
S(t) = exp (—f h(u)du> (Ec. 1)
0

El calculo de ambas funciones a través de modelos biolégicos depende de los supues-
tos establecidos por cada modelo. La teoria GUTS (General Unified Threshold Model
of Survival) o Modelo General Unificado de Umbral de Supervivencia, (Jager et al.,
2011) se inicia con un modelo unicompartimental (Fig. 1, Ec.2) e incorpora los con-
ceptos de Muerte Estocastica o SD (Stochastic Death) y Tolerancia Individual o IT (Indi-
vidual Tolerance).
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Fig. 1.- Modelo unicompartimental: C,, es la concentracion de xenobiético en el medio, que penetra
en el organismo con una tasa de absorcion k; y lo abandona con una tasa de eliminacion k, C; es la
concentracion interna.

Fig. 1.- One-compartment model: C; is the internal concentration, C,, is the concentration in the expo-
sure medium, k; is the absorption rate constant and k. is the elimination rate constant.

dC;(t)
dt

Segun el modelo SD, todos los individuos (larvas de C. riparius en nuestro caso) tienen
la misma tolerancia a un compuesto dado. Para cada sustancia existe una concentra-
cion de no efecto, comun para toda la poblacién, a partir de la cual se incrementa la
probabilidad de morir. Por lo tanto, el hecho de que a la misma concentracion algunas
larvas mueran y otras sobrevivan se debe simplemente a que las Ultimas han sido “mas
afortunadas”. Por el contrario, el modelo IT supone que cada individuo posee su pro-
pia tolerancia individual, una concentracién interna maxima a partir de la cual muere
irremisiblemente (Fig. 2). Esta concentracion maxima individual se distribuye en la
poblacion a través de una determinada funcién de densidad de probabilidad, que
puede ser normal (campana de Gauss), log-logistica, de Weibull, etc.

Para ambos modelos, ITy SD, la funcién de supervivencia se calcula partiendo de una
funcién de riesgo individual:

h,(t) = ki max(0,C/(t) —z) + h,(t) (Ec.3)

Donde:

* ki es la tasa de muerte o killing rate y constituye la relacién entre la concentracion
interna y el riesgo a morir por unidad de tiempo debido a la concentracion interna
de compuesto.
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Fig. 2.- Izqda. el modelo SD: cada pulso (representado como barra azul) elimina la mitad de individuos
cada vez. Dcha. el modelo IT: el primer pulso elimina los individuos mas sensibles, un segundo pulso
no produciria mas muertes.

Fig. 2.- Left: SD model, each pulse (blue bars) eliminates half of the individuals. Right: IT model, first
pulse kills the most sensitive individuals; following pulses will not cause more deaths.

* hy (t) es el riesgo basal, sin compuesto, representa la funcion de riesgo del control.

* z es el umbral de tolerancia, la maxima concentracion de xenobidtico sin efecto en
la supervivencia.

. C,-*(t) es la concentracién interna escalada. Esta concentracion se relaciona con la
concentracién interna a través del factor de bioconcentracion mediante la expresion
@) =i—f G (t) y es sumamente Util cuando no se dispone de medios para medir
la concentracion interna real, ya que reduce el nimero de parametros a estimar
(Jager et al., 2011).

El uso de la concentracién interna escalada no persigue estimar el factor de biocon-
centracion, ni la constante de eliminacién ke. De hecho esta constante ke, aun man-
teniendo su notacion, habitualmente es denominada constante de tasa dominante,
pues representa el proceso compensatorio dominante, el mas lento, ya sea la propia
eliminacion o el proceso de recuperaciéon del dafno ocasionado por el compuesto (Jager
etal., 2011, Kulkarni et al., 2013).

A partir de este riesgo individual se obtiene la funcién de supervivencia de un individuo
con tolerancia z:

S,(t) =exp <—fthz(T)dT> (Ec.4)
0
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Introduciendo la densidad de probabilidad de dicha tolerancia, f(z), se halla la funcién
de supervivencia de toda la poblacion:

S(t) = f wSZ(t) F(2)dz (Ec.5)
0

En el supuesto de IT esta expresion se convierte en (Jager et al, 2011):

(o]

S = J ( )f(z)dz = (1 — F(maxo<r<; CL-*(T))) (Ec.6)
maxo<r<t C; (T

Donde F (max ,_r_, C; (T)) es la funcién de distribucion de probabilidad elegida, apli-
cada en el maximo de concentracion interna escalada. En los ensayos de laboratorio
la concentracion kq

Cr(t) = Cyp(1 — exp(—k, - t)) (Ec.7)

y la expresion de la supervivencia se simplifica:

(o8]

s =] f@dz=(1-F(c:m)) (Ec.8)
ci(M
Si se tiene en cuenta el riesgo basal:

S(t) = (1 —F( C{‘(T))) - e~hot (Ec.9)

Para el supuesto de SD la expresion de la funcion de supervivencia se convierte en
(Jager et al, 2011):

t
S(t) = exp (—f hZ(T)dT> (Ec. 10)
0
Tras realizar la integraciéon correspondiente se llega a:
exp(—hyt) mientras C/(t) <z
SO = { exp [—kaw (t + klexp(—ket) - ki) + (kyz — hb)t] si Ci(t)=z (Ec. 11)

siendo hy, la tasa de riesgo basal, k. la constante de eliminacioén, k la tasa de muerte,
C,, la concentracién de xenobiético en el medio, C,*(t) la concentracién interior y z el
umbral de tolerancia, comun para toda la poblacién y dependiente sélo del compuesto
utilizado, por consiguiente uno de los parédmetros a estimar.
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Objetivos

El objetivo de este estudio es realizar un analisis de supervivencia de C. riparius en
condiciones de toxicidad aguda frente a triclosan, utilizando para ello una nueva herra-
mienta basada en la teoria GUTS, y explorando la informacién y posibilidades que
aporta esta nueva técnica.

Material y métodos

Ensayos de supervivencia

Los ensayos de supervivencia se realizaron con larvas de C. riparius de cuarto estadio
criadas en laboratorio. La poblacion tiene su origen en larvas silvestres recolectadas
en Valencia (Espafa), cultivadas posteriormente en el laboratorio de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de Educacién a Distancia (UNED) siguiendo los
protocolos estandarizados para los test de toxicidad (USEPA, 2000; OCDE, 2004).
El medio de cultivo utilizado estaba compuesto por CaCl, 0.5 mM, NaCl 1 mM,
MgSO4 1 mM, NaHCO5 0.1 mM, KH,PO, 0.025 mM y FeCl;5 0.01 mM suplementado
con comida comercial para peces (TetraMin, Tetra) y hojas de ortiga trituradas.
Los cultivos se mantuvieron a 18°- 20°C, con ciclos de luz/oscuridad de 16/8 horas y
aireacion constante.

Se estudio la supervivencia de las larvas frente a triclosan (TCS) (Sigma) utilizando eta-
nol como disolvente. Las concentraciones de TCS a las que se les sometié fueron de
1-1.5-1.75-2-2.5-3 mg/L, mas el control con etanol. Por cada una de estas concen-
traciones se realizaron tres tratamientos (réplicas) independientes; cada uno de ellos
constaba de 50 larvas en un recipiente de cristal cubierto de papel de aluminio para
evitar la fotodegradacién, con orificios para una aireacién adecuada. Se conto el
ndmero de larvas vivas a las: 0-6-12-18-24-36-42-48-60-66-72-84-90 horas. Las larvas
fueron consideradas muertas cuando no reaccionaron al contacto suave con las pinzas.
Los individuos muertos fueron retirados.

Analisis de supervivencia

Los datos obtenidos en los ensayos se utilizaron para ajustar los modelos de la teoria
GUTS: el modelo SD y cinco modelos IT correspondientes a cinco funciones de densi-
dad: exponencial (3 parametros), log-logistica, normal, gamma y de Weibull (cuatro
parametros). El ajuste se realizd mediante el método de méaxima verosimilitud, a través
de la funcion de log-verosimilitud (Jager et al, 2011):

n+1

(01y) = ) s = y)In(Si-1(6) - 5,(8)) (E. 12)
i=1
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Siendo 6 el vector de pardmetros a estimar, y; las larvas supervivientes en la medida
numero i, Si (@) el valor de la funcion de supervivencia (en funcion de los parédmetros)
para el tiempo y la concentraciéon de la medida /, y n el nimero de medidas realizadas.
El valor n+7 se refiere a una medida en tiempo infinito en la que no habria supervi-
vientes (Ashauer et al, 2015). Esto permite introducir el término de censura (supervi-
vientes en la Ultima medida realizada).

Los intervalos de confianza se obtuvieron mediante la razon de verosimilitud (Meeker
y Escobar, 1995), utilizando un nivel de significacion de a=0.05.

La eleccién del modelo que mejor ajusta a los datos se realizd siguiendo el criterio de
Akaike. Para facilitar la comparacion entre modelos se hallaron también los pesos
de Akaike, que dan una estimacion de la probabilidad de cada modelo de ser el
gue mejor ajuste a los datos (Akaike, 1974; Burnham y Anderson, 2002; Symonds y
Moussalli, 2011).

Todos los calculos matemaéticos de los modelos GUTS fueron realizados con la ayuda
del software MATLAB (The MathWorks, USA).

A modo de comparativa, se calcularon las concentraciones letales a 24 y 48 h con el
modelo probit habitual, mediante el software estadistico IBM SPSS.

Resultados

El mejor ajuste se obtuvo con los modelos IT de cuatro pardmetros, en concreto el
modelo IT con funcién de distribucion de la tolerancia tipo Weibull fue el mejor seguin
el criterio de Akaike (Tabla 1).

Modelo IT Weibull | IT Normal | IT Gamma |IT log-logistica SD IT exponencial
Peso de Akaike| 0.8176 | 0.1824 45108 511012 1291034 | 141080

Tabla 1.- Pesos de Akaike de los seis modelos ajustados.

Table 1.- Akaike weights for the six tested models.

Los valores de los parametros estimados para este modelo de Weibull se recogen en
la Tabla 2, siendo hy, la tasa de riesgo basal (del control), k. la constante de eliminacién,
y o y B pardmetros propios de la funcion densidad de probabilidad de Weibull.

TCS hp (h'1) ke (W71 a(mg/L) )
IT Weibull 0.0031 0.0245 2.70 1.98
1.C. 95 % (0.0025,0.0037) (0.0230,0.0261) (2.47,2.94) (1.91,2.05)

Tabla 2.- Resultados del ajuste de los datos de supervivencia al TCS a un modelo IT de Weibull, e inter-
valos de confianza (IC) al 95%.

Table 2.- Results of fitting the survival data for TCS to a Weibull IT model, and 95 % confidence intervals.
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Una vez establecido el mejor modelo seguin este criterio se pudieron calcular las con-
centraciones letales de TCS a cualquier tiempo. En la tabla 3 se recogen a modo de
ejemplo las LCx a 24 y 48 h.

IT Weibull 24h 48h

LCx LCx (mg/L) 1C95% LCx (mg/L) 1IC95%
LC10 1.95 (1.64,2.31) 1.25 (1.07,1.47)
LC25 3.24 (2.77,3.78) 2.08 (1.81,2.40)
LC50 5.05 (4.81,5.80) 3.24 (2.86,3.68)
LC75 7.16 (6.30,8.13) 4.60 (4.11,5.16)
LC95 10.57 (9.43,11.83) 6.80 (6.15,7.51)

Tabla 3.- Concentraciones letales de TCS a 24 y 48 h, segun el modelo IT Weibull.
Table 3.- Lethal concentrations of TCS at 24 and 48 h, for the Weibull IT model.

Asi mismo, se calculé la tolerancia media de la poblacion al TCS a partir de los para-
metros 0.=2.70 y B=1.98 mg/L, obteniendo en este caso un valor de 1.76 mg/L, que
representa la concentracion escalada interna media de la poblacion, valor a partir del
cual la larva muere.

Con los datos de supervivencia a 24 y 48 h se hallaron también las LCx mediante el
método probit, recogidas en la tabla 4.

Probit 24h 48h

LCx LCx (mg/L) IC 95% LCx (mg/L) IC 95%
LC10 1.43 (,2.23) 1.189 (0.20,1.66)
LC25 2.48 (0.13,3.11) 1.843 (1.24,2.17)
LC50 3.65 (3.03, 7.66) 2571 (2.27,2.87)
LC75 4.82 (3.83,14.32) 3.298 (2.98,3.87)
LC95 6.50 (4.794,24.06) 4344 (3.80,5.55)

Tabla 4.- Concentraciones letales de TCS a 24 y 48 h, segun el modelo probit.
Table 4.- Lethal concentrations of TCS at 24 and 48 h, for the probit model.

Discusion

Se realiz6 un andlisis de la supervivencia de larvas de cuarto estadio de C. riparius
frente a TCS. Este tipo de andlisis con frecuencia se realiza a través de modelos muy
sencillos como el probit, de facil acceso en la mayoria de los paquetes informéaticos
de estadistica, cuyo objetivo principal suele ser el calculo de las LCx. Sin embargo, en
esta investigacién se optd por utilizar modelos matematicos basados en la teoria
GUTS, que facilitan mas informacion sobre el proceso que el mero célculo de las LCx.
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Se probaron cinco modelos diferentes de la variante IT de esta teorfa, asi como un
modelo SD. De ellos, el modelo IT de Weibull fue con claridad el que mejor ajustaba
a los datos, segun el criterio de Akaike. Esto es, el modelo mateméatico que mejor
ajusta a los datos de supervivencia supone que la tolerancia umbral al TCS no es la
misma en todos los individuos, sino que se distribuye en la poblaciéon segun una dis-
tribucion de Weibull.

Una vez establecido el modelo pueden obtenerse datos de sumo interés. Se relaciona
tanto la concentracion externa como el tiempo y la supervivencia (Fig. 3), lo que per-
mite una mayor flexibilidad en los célculos. Por un lado, las concentraciones y tiempos
letales no se ven limitados a los datos utilizados en los experimentos, como puede
ocurrir en otros modelos como el probit, sino que es posible obtener las LCx a cual-
quier tiempo, aunque en ese intervalo temporal en concreto no se hayan recogido
datos de supervivencia. Lo mismo podria hacerse fijando la concentracion externa 'y
hallando los tiempos letales (LTx) de eleccion. La flexibilidad de este modelo permite,
por ejemplo, obtener informacién relativa a la supervivencia a exposicion a bajas con-
centraciones y tiempos mas largos, aunque los datos no hayan sido recogidos en esas
condiciones.
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Fig. 3.- Superficie de supervivencia en funcién del tiempo de exposicion (horas) y la concentracion de
TCS (mg/L). Los puntos representan los datos experimentales.

Fig. 3.- Survival surface, as a function of time (hours) and TCS concentration (mg/L). Black dots are
experimental data.
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Estos célculos sencillos de LCx y LTx son sumamente practicos, pero la informacion
gue puede obtenerse del modelo va mucho mas alla. Permite el estudio de la distri-
bucién de la concentracion interna escalada de la poblacion. Se obtuvo un valor de
1,76 mg/L de TCS para la media poblacional de la concentracién escalada interna
umbral, valor a partir del cual la larva muere. Tal y como se mencion6 en la introduc-
cion la concentracion escalada interna no es exactamente la concentracién interna
de TCS, sino que esta relacionada con la concentracion interna real por el factor de
bioconcentracion. Para hallar la concentracion interna con exactitud y relacionarla
con la supervivencia mediante la teoria GUTS se requieren ensayos mas complejos,
como se ha efectuado ya en algunos estudios utilizando trazadores radiactivos
(Nyman et al., 2012).

A pesar de ello, esta media poblacional permite establecer multiples relaciones de
sumo interés: entre la tolerancia a diferentes compuestos, entre pautas de exposicion
a la misma concentracién (continua, por pulsos, etc.), o entre diferentes poblaciones
de C riparius de laboratorio y de campo, cultivos de diferentes laboratorios, e incluso
permitiria analizar las diferencias estacionales de una misma poblacién. En definitiva,
se cuantifica detalladamente la respuesta de la poblacion al compuesto y las diferen-
cias entre individuos, con todo lo que esto conlleva.

Las LCx obtenidas mediante el método probit son similares, aunque ligeramente infe-
riores, encontrando la mayor diferencia en el LC95 a 24 h: 10.57 mg/L con la teorfa
GUTS y 6.50 mg/L con el método probit. No se han encontrado datos en la bibliografia
que puedan validar uno u otro resultado, no obstante, las caracteristicas del modelo
GUTS, que utiliza todos los datos temporales para hacer la estimacion, hacen suponer
gue sus estimaciones sean mas precisas.

Otra de las puertas que abre la teoria GUTS es la de la simulacién. Una vez establecido
el modelo pertinente (en este caso el modelo IT con distribucién de Weibull) pueden
simularse nuevos escenarios. Una de las aplicaciones inmediatas es el disefio de expe-
rimentos. De esta forma, si en estudios de otra indole (por ejemplo, de genotoxicidad),
son necesarias unas condiciones de supervivencia concretas, no es necesario un expe-
rimento previo para establecer las concentraciones adecuadas, sino que pueden simu-
larse infinidad de posibilidades en el ordenador (concentraciones constantes, por
pulsos, etc.) y elegir el régimen més conveniente. Las posibilidades de combinacién
de concentraciones y tiempos son ilimitadas. En la Fig. 4 se puede observar una simu-
lacién ejemplo que compara la administracion de dos pulsos de TCS de 2 mg/L durante
24 h con la aplicacion de un pulso de 1Tmg/L sequido de otro de 3 mg/L. En ambos
casos puede apreciarse en los gréficos la evolucién de la concentracion interna y la
supervivencia. Ademas de estos graficos sencillos cada simulacion proporciona asi mis-
mo una matriz con todos los datos de concentracion interna y supervivencia a lo largo
del tiempo, con los intervalos de confianza elegidos.
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Fig. 4.- Ejemplo de simulacion: exposicion a dos pulsos de TCS durante 24 h, separados por 18 h de
recuperacion. Izqda.: pulsos de 1 mg/L'y 3 mg/L. Dcha.: dos pulsos iguales de 2 mg/L. Pueden apre-
ciarse las diferencias y la evolucion en el tiempo tanto de la concentracién escalada interna como de
la supervivencia.

Fig. 4.- Simulation example: two 24 hour exposure to TCS pulses, separated by a recovery period of
18 h. Left: different pulses of Tmg/L and 3 mg/L. Right: two pulses of 2 mg/L. The evolution over time
of the scaled internal concentration and the survival function can be seen in the graphs.

Aungue es necesaria mas investigacion al respecto, otra de las posibilidades que se
abre con el modelado es la simulacién de escenarios reales. No obstante, son muchas
las dificultades que quedan por superar: en este trabajo se utilizan larvas de cuarto
estadio que en campo viven en sedimento. Ademas su densidad se ve afectada por
otros factores como, por ejemplo, la lluvia y la supervivencia en cada uno de los esta-
dios influye en la de los demas. Un escenario real es un sistema sumamente complejo
y aunque ya se han dado algunos pasos hacia la simulacién (Ashauer et al., 2012,
Urien, 2017) la multitud de factores que intervienen en campo hacen que sea nece-
saria la participacion de expertos en distintas areas (biélogos, ecélogos, ingenieros
expertos en hidrologia, matematicos, etc.).”

Conclusiones

Los modelos matematicos y la simulacion soy hoy en dfa una herramienta de andlisis
de gran valor, que se esta introduciendo rapida y sélidamente en la mayoria de las
disciplinas cientifico-técnicas, econémicas, sociales, etc. Aunque su adaptacion a la
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ecotoxicologia se esta produciendo més lentamente ya han aparecido diversos mode-
los, como los basados en la teoria GUTS, que permiten obtener gran cantidad de infor-
macién de los ensayos ecotoxicolégicos habituales, y extrapolar dicha informacion a
otros escenarios. En el presente estudio se ha analizado la aplicacion de esta teoria a
la supervivencia de C. riparius frente a TCS, obteniendo datos relevantes y una cuan-
tificacion precisa del efecto de la sustancia, lo que abre asi mismo la puerta a nuevas
investigaciones: comparacién de diversas poblaciones de C. riparius, simulacion de
nuevos escenarios, inclusiéon en los estudios futuros de las condiciones de escenario
real (campo), etc.

Es imprescindible la colaboracién de investigadores de diferentes disciplinas (bidlogos,
ecologos, matematicos, informaticos, fisicos, etc.), aportando cada uno de ellos su
vision en un ambiente multidisciplinar y sumamente enriquecedor.
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