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RESUMEN 

La atrazina (ATZ) es un herbicida de la familia de las triazinas que actúa específicamente en 

el fotosistema II inhibiendo el pasaje de electrones. En investigaciones donde es evaluada la 

toxicidad embrionaria de la ATZ para diferentes especies se han documentado anomalías 

endocrinas, producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en tejidos específicos y 

diferentes anormalidades morfológicas en organismos adultos, sin embargo poco se sabe 

sobre los efectos en el desarrollo embrionario. Embriones de gallina (Gallus gallus) figuran 

como modelos animales para estudiar efectos xenobióticos sobre el desarrollo embrionario, 

esto gracias a la accesibilidad de compartimentos, fácil obtención y ortología entre aves y 

mamíferos. En este sentido, el objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de la ATZ 

sobre la toxicidad del desarrollo y la hepatogénesis en embriones de Gallus gallus. La 

metodología utilizada se basó en el tratamiento in ovo por inyección en la cámara de aire en 3 

grupos: el grupo control tratado con agua destilada, un grupo tratado con la concentración de 

200 μg/L y un grupo tratado con dosis de 2000 μg/L de ATZ. Los embriones sometidos a 

experimento fueron colectados luego de 7 días de incubación. En dicho momento se 

evaluaron los parámetros morfológicos de cada embrión: mortalidad, presencia de 

hemorragia, malformaciones, peso del embrión, y fase de desarrollo (HH). Seguidamente los 

embriones se colocaron en soluciones fijadoras (Carnoy o paraformaldehído 4%) durante 7 

días. Posteriormente algunos embriones de la concentración de  2000 μg/L fueron 

seleccionados para procesamiento histológico y obtención de láminas teñidas con 

Hematoxilina-eosina que se utilizaron para evaluar descriptivamente el tejido hepático. 

Después del análisis se verificó que solo la presencia de hemorragia fue estadísticamente 

significativa a nivel subletal (2000 μg/L). Se observó diferencias en la calidad tisular e 

intensidad de la tinción con el fijador paraformaldehído 4%. Finalmente al contrastar los 

cortes histológicos correspondientes a embriones tratados y controles no se observaron 

diferencias cualitativas indicando que la ATZ en esas condiciones de tratamiento no tienen 

efectos nocivos aparente sobre la histología del hígado, aunque si se visualizaron 

características puntuales como una mayor congestión sinusoidal y presencia de células 

picnóticas en los hígados tratados con atrazina, indicando un posible impacto sobre la 

morfología del hígado. Estudios futuros podrán evaluar si otros parámetros celulares, 

bioquímicos y genéticos con diferentes concentraciones evidencian impacto en embriones de 

ave 

Palabras clave: agrotóxico, embriotoxicidad, atrazina, teratogénesis, histología, morfología. 
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RESUMO 

A atrazina (ATZ) é um herbicida triazínico que atua no fotossistema II, inibindo o transporte 

de elétrons. Estudos que avaliaram a toxicidade embrionária da ATZ em diferentes espécies 

documentaram anormalidades endócrinas, produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

em tecidos específicos e diversas anormalidades morfológicas em organismos adultos, 

entretanto pouco se sabe sobre os efeitos sobre o desenvolvimento embrionário. Embriões de 

galinha (Gallus gallus) são considerados modelos animais para o estudo dos efeitos de 

xenobióticos sobre o  desenvolvimento embrionário, devido à acessibilidade de seus 

compartimentos, facilidade de obtenção e ortologia entre aves e mamíferos. Neste sentido, o 

objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ATZ na toxicidade do desenvolvimento e na 

hepatogênese em embriões de Gallus gallus. A metodologia utilizada baseou-se no tratamento 

in ovo por injeção na câmara de ar em três grupos: um grupo controle tratado com água 

destilada, um grupo tratado com uma concentração de 200 μg/L e um grupo tratado com uma 

dose de 2000 μg/L de ATZ. Os embriões submetidos ao experimento foram coletados após 7 

dias de incubação. Nesse momento, os parâmetros morfológicos de cada embrião foram 

avaliados: mortalidade, presença de hemorragia e malformações, peso embrionário e estágio 

de desenvolvimento (HH). Posteriormente, os embriões foram colocados em fixadores 

(solução de Carnoy ou paraformaldeído 4%) por 7 dias. Alguns embriões do grupo tratado 

com 2000 μg/L foram selecionados para  processamento histológico e obtenção de lâminas 

coradas com hematoxilina-eosina, as quais foram utilizadas para avaliação descritiva do 

tecido hepático. Após as análises, verificou-se que  apenas a presença de hemorragia 

apresentou significância estatística em nível subletal (2000 μg/L). Observou-se diferenças na 

qualidade do tecido e na intensidade da coloração ao se utilizar com o fixador o 

Paraformaldeído 4%. Finalmente, ao comparar as secções histológicas correspondentes aos 

embriões tratados e controle, não foram observadas diferenças qualitativas indicando que a 

atrazina nessas condições de tratamento não tem efeito nocivo aparente sobre a histologia do 

fígado. Contudo, características específicas, como aumento da congestão sinusoidal e 

presença de células picnóticas, foram observadas nos fígados tratados com atrazina, 

indicando um possível impacto da atrazina sobre a morfologia do fígado. Estudos futuros 

poderão examinar se outros parâmetros celulares, bioquímicos e genéticos com diferentes 

concentrações de atrazina evidenciam o impacto em embriões. 

Palavras-chave: agrotóxico, embriotoxicidade, atrazina, teratogênese, histologia, morfologia. 
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ABSTRACT 

Atrazine (ATZ) is a triazine herbicide that acts specifically on photosystem II, inhibiting 

electron transport. Studies evaluating the embryonic toxicity of ATZ in different species have 

documented endocrine abnormalities, reactive oxygen species (ROS) production in specific 

tissues, and various morphological abnormalities in adult organisms. However, little is known 

about its effects on embryonic development. Chicken (Gallus gallus) embryos are used as 

animal models to study xenobiotic effects on embryonic development due to the accessibility 

of their compartments, ease of obtaining them, and their orthology between birds and 

mammals. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of ATZ on 

developmental toxicity and hepatogenesis in Gallus gallus embryos. The methodology used 

was based on in ovo treatment by injection into the air chamber in three groups: a control 

group treated with distilled water, a group treated with a concentration of 200 μg/L, and a 

group treated with a dose of 2000 μg/L of ATZ. Embryos subjected to the experiment were 

collected after 7 days of incubation. At that time, the morphological parameters of each 

embryo were evaluated: mortality, presence of hemorrhage, malformations, embryo weight, 

and developmental stage (HH). Subsequently, the embryos were placed in fixative solutions 

(Carnoy's solution or 4% paraformaldehyde) for 7 days. Later, some embryos from the 2000 

μg/L concentration group were selected for histological processing and preparation of 

hematoxylin-eosin-stained slides, which were used to descriptively evaluate the liver tissue. 

After analysis, it was verified that only the presence of hemorrhage was statistically 

significant at the sublethal level (2000 μg/L). Differences were observed in tissue quality and 

staining intensity with the 4% paraformaldehyde fixative. Finally, when comparing the 

histological sections corresponding to treated and control embryos, no qualitative differences 

were observed, indicating that atrazine (ATZ) under these treatment conditions has no 

apparent harmful effect on liver histology. However, specific characteristics such as increased 

sinusoidal congestion and the presence of pyknotic cells were observed in the livers treated 

with atrazine, indicating an impact of atrazine on liver morphology. Future studies will be 

able to evaluate whether other cellular, biochemical, and genetic parameters with different 

concentrations show an impact on avian embryos. 

Keywords: agrochemical, embryotoxicity, atrazine, teratogenesis, histology, morphology. 
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1.​ INTRODUCCIÓN 

En las últimas décadas la embriotoxicología ha tomado relevancia en el escenario 

científico, siendo capaz de evaluar la influencia negativa de sustancias con potenciales 

tóxicos en el procesos de formación de diversos organismos. Entre los resultados que 

dichos estudios reportan están la mortalidad y teratogenicidad, que permiten discutir las 

formas y dosis en que las sustancias afectan el desarrollo embrionario (PETERS & 

PIERSMA, 1990). 

Estas investigaciones son aplicables a diversos organismos. Por ejemplo, en seres 

humanos existen diversos reportes de fármacos, agrotóxicos, virus, bacterias, y cómo estos 

afectan la gestación materna (SILBERGELD & PATRICK, 2005). Además de los estudios 

realizados para develar las consecuencias de la exposición a los xenobióticos en humanos, 

la embriotoxicología posee un enfoque ecológico, que analiza los efectos contaminantes 

sobre embriones de especies silvestres. En este sentido, los modelos de ave han sido 

utilizados para modelar diversas afecciones correlacionadas con tóxicos provenientes del 

ambiente (HILL & HOFFMAN, 1984).  

Los impactos de los contaminantes ambientales producto de las actividades 

antropogénicas del hombre son percibibles en pájaros, aunque poco se sabe sobre los 

mecanismos de afección en el desarrollo embrionario de estos animales. Entre las 

sustancias más utilizadas en la industria agrícola, se encuentran los agrotóxicos, que son 

capaces de llegar a la cadena alimenticia, incluyendo la de las aves (HAO et al., 2021). 

Así, las investigaciones toxicológicas en especies avícolas son cruciales, incluyendo la 

fase embrionaria del desarrollo. En este sentido, es relevante el desarrollo de nuevos 

estudios que permitan direccionar la evaluación del riesgo ambiental, los límites de 

exposición y estrategias de manejo de los compuestos agroquímicos. 

Delante de lo expuesto, son necesarios incentivos para investigar el impacto de los 

agroquímicos con potenciales tóxicos en el medio ambiente y la fauna que la componen, 

incluyendo fases como la embriogénesis. Considerando los argumentos presentados, este 

estudio tiene como objetivo evaluar los efectos de la atrazina en la morfología y el tejido 

hepático de embriones de ave en el séptimo día de desarrollo. Además se presenta la 

descripción y comparación de los protocolos usados para obtener láminas histológicas que 

permitan visualizar el tejido de interés.  
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2.​ REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
2.1.   AGROTÓXICOS 

El uso de agrotóxicos en la agricultura moderna es un método ampliamente utilizado 

para controlar plagas, enfermedades y la propagación de malezas dentro de modelos de 

siembra monocultivistas y cultivos extensivos (LOPES & ALBUQUERQUE, 2018). Estos 

compuestos definidos como cualquier sustancia química de origen sintético empleada para 

inhibir la proliferación de insectos, larvas, hongos y cualquier microorganismo que 

ocasione perjuicios en el desarrollo de la vida humana han tenido un crecimiento sostenido 

en su consumo, alcanzando en el año 2022 un uso total de 3.70 millones de toneladas a 

nivel mundial, un 4% más comparado con las estadísticas del año anterior (FAO, 2024;  

RAMIREZ, 2020). Dicho incremento no solo refleja una dependencia de los sistemas 

agrícolas de las sustancias químicas, sino que también produce ciertas preocupaciones 

debido a la expansión generalizada y bioacumulación de moléculas con múltiples 

potenciales toxicológicos en el medio ambiente y consecuentemente en organismos vivos 

(SINGH et al., 2020). 

En este escenario, en el año 2023, Brasil plantó un total de 96,8 millones de hectáreas 

de cultivo, un 5,5% más comparado con el año anterior (IBGE, 2023). De esa área de 

cultivo, los productos mayormente plantados fueron la soya con más de 3,2 millones de 

hectáreas en el territorio, la caña de azúcar con 10 millones de hectáreas aproximadamente 

y el maíz con más de 22 millones de hectáreas (IBGE, 2023). En conjunto, los 3 cultivos 

conforman el 67,8 % del área total plantada e históricamente, son las siembras junto con el 

algodón que más agrotóxicos consumen, correspondiendo al 83% de los plaguicidas 

comercializados en el territorio (TYGEL et al., 2023). Brasil refleja las tendencias 

mundiales de intensificación química y además, las amplifica debido a los niveles de 

producción agrícola. 

En consecuencia, los ingredientes activos más utilizados en el territorio, según Pignati 

et al (2017), son: glifosato, clorpirifos, atrazina, mancozeb, methoxyfenozide, acefato, 

haloxyfop-P-methyl, Lactofen, Methomyl, Diquat, Picoxystrobin, Flumetsulam, 

Teflubenzuron, Imidacloprid, Lambda-cyhalothrin, Imazethapyr, Azoxystrob-in y 

Flutriafol. Esas sustancias se dividen entre herbicidas, insecticidas y fungicidas, y 

muestran una diversidad de moléculas que actualmente mantienen la producción de 
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cultivos, aunque también poseen diversos impactos en los ecosistemas y en los seres 

humanos (DAUFENBACK et al., 2022) 

2.2.   ATRAZINA 

Si bien el uso de glifosato figura como uno de los agrotóxicos que generan mayor 

preocupación (LIMA et al., 2021), la 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino triazina, o  

atrazina (ATZ) (Figura 1), también posee relevancia en términos toxicológicos. 

Químicamente, la ATZ se presenta como un polvo cristalino y blanquecino, inodoro, con 

características poco volátiles, poco reactivas e inflamables. Esta triazina es sintetizada en 

laboratorios como químico de grado técnico con porcentajes de pureza que van desde el 

92% al 99.9% (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1999). 

Es una sustancia fácilmente soluble en dimetilsulfóxido, moderadamente soluble en 

alcohol etílico, dietil éter, cloroformo o etil acetato, y es poco soluble en agua. Además, en 

formulados secos se conserva estable. No entanto, en ambientes ácidos, alcalinos, 

soluciones acuosas neutras o en temperaturas extremas, tiende a hidrolizarse a 

2-hidroxiatrazina, tornándose un metabolito secundario carente de actividad herbicida 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990).  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fórmula estructural de la Atrazina (Fuente: adaptada de Ibama, 2019). 

Las propiedades tanto físicas como químicas explican su amplia utilización en la 

agricultura. La atrazina se validó como el herbicida triazínico por excelencia en el 

combate de malezas gramíneas, particularmente en Estados Unidos, donde está catalogada 

como un pesticida de uso restringido (RUP), siendo que las personas que lo manejan 
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deben tener certificaciones específicas, a través de las oficinas estatales 

(LAKSHMINARAYAN et al., 1996). De acuerdo con Dorsey et al. (2003), la aplicación se 

puede realizar en polvo, líquido o granulado, facilitando la incorporación a diferentes 

sistemas de cultivo. 

El mecanismo de acción del agrotóxico conecta las propiedades físico-químicas con 

sus efectos fisiológicos: una vez la ATZ disuelta en el suelo, es absorbida por las plantas a 

través de las raíces gracias a la interceptación radicular y viaja por el xilema hasta su sitio 

activo, el sitio A del fotosistema II, causando que el proceso de transferencia de electrones 

en la fotosíntesis sea inhibido (SHIMABUKURO & SWANSON, 1969). La fotosíntesis es 

la principal forma de obtención de energía de organismos autotróficos; por lo tanto, si este 

mecanismo se ve afectado, la planta muere (MARCHI et al., 2008). El mismo mecanismo 

de absorción y translocación que asegura su eficacia en plantas también es responsable de 

su persistencia ambiental, debido a que permanece en suelos y cuerpos de agua, 

prolongando su acción más allá del cultivo objetivo  (SU & LIANG, 2011). 

Dicha persistencia es el foco de los estudios toxicológicos. En tanto que su función 

agronómica está bien caracterizada, investigaciones como las de Jablonowski et al. (2011) 

alertan que la ATZ podría causar efectos adversos en otros organismos, convirtiendo su 

uso extensivo en potencial amenaza tanto para ecosistemas como para la salud ambiental 

(ROHR, 2021). 

2.2.1. ​  Interacción de la atrazina con el medio 

La principal vía de entrada de la ATZ al ambiente es a través del suelo, donde 

fenómenos como la precipitación, escorrentía y lixiviación facilitan la diseminación del 

agroquímico (HE et al., 2019). Los eventos previamente citados dependen directamente de 

la composición edafológica; así, Junior (2021) muestra que los latosoles rojos, bajo 

condiciones de precipitación intensa, podrían transportar altas concentraciones de 

herbicidas. Una vez incorporada, la ATZ no permanece inmutable, más bien experimenta 

transformaciones como la degradación microbiana (biótica), degradación por luz (abiótica) 

y descomposición química (abiótica), interfiriendo en el proceso de degradación. La ATZ 

sufre procesos de desalquilación e hidroxilación, dando como resultado metabolitos como 

el de-etil ATZ (DEA), de-isopropil ATZ (DIA), di-desalquil ATZ (DDA), hidroxi ATZ 

(HA), de-etil hidroxi ATZ (DEHA), de-isopropil hidroxi ATZ (DIHA) y 

de-etildesisopropilhidroxi ATZ (DEDIHA) (BHATTI et al.,2022). En la Figura 2, se 
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observan los metabolitos primarios y secundarios de la ATZ encontrados en el medio 

ambiente. De los 7 metabolitos mencionados, la DEA, DIA y DDA son los principales 

productos de degradación del ATZ, poseyendo mayor polaridad, movilidad, persistencia y 

toxicidad (XUE et al., 2021). 

 

Figura 2. Vía de degradación de la atrazina, con  metabolitos primarios y  secundarios en cuerpos 
hídricos (Fuente: adaptado de DE ROSA ELVIRA et al., 2024). 

Siendo que en el suelo la ATZ persiste y además es transformada en diferentes 

metabolitos tóxicos, las superficies donde se encuentren dichos compuestos pueden 

comportarse como fuentes de contaminación. Así, es posible la liberación o la 

transferencia a diferentes entornos (CHEN et al., 2015). Dentro del mismo suelo, existen 

comunidades microbianas benéficas para el suelo que se pueden ver afectadas al contacto 

con los compuestos agroquímicos. Algunos estudios reportan que la aplicación repetida de 

atrazina podría modificar de manera significativa la estructura y función de los 

microorganismos del suelo (SEGHERS et al., 2003). Estudios como los de Tortella et al. 

(2013) confirman que en condiciones de aplicación repetida en concentraciones de 40 mg 

kg-1, existe inhibición de la actividad enzimática y la diversidad microbiana. 
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En contrapartida a los efectos inhibitorios de los microorganismos como respuesta a la 

exposición de atrazina, la literatura reporta que especies de bacterias y hongos son capaces 

de degradarla. En un experimento donde se añadió ATZ en concentración de 1000 mg L-1 a 

un consorcio bacteriano, fue detectada la presencia de agentes como DIA y HA 

(metabolitos secundarios) entre la segunda y cuarta semanas de experimento (KOLEKAR 

et al., 2019), evidenciando así la capacidad de algunas especies de bacterias para degradar 

herbicidas. 

Una vez que la ATZ es diseminada a partir del suelo, dicho compuesto puede ser 

transportado fácilmente para cuerpos de agua tanto superficiales como subterráneos, 

debido a su persistencia. El modelaje hídrico es una herramienta útil para estimar la 

distribución de la ATZ en los cuerpos de agua. En una investigación se realizó un modelo 

que estudiaba concentraciones de ATZ en aguas subterráneas, obteniendo valores entre 

0,004 y 4,7 μg L −1,  concluyendo que hay una relación directamente proporcional entre el 

uso de la ATZ y la edad del agua subterránea (STACKELBERG et al., 2012). Al hacer un 

estudio en lagos y arroyos de Estados Unidos, en aguas superficiales, se evidenció que 

entre más cultivos con uso de ATZ existen cerca del cuerpo hídrico, mayor concentración 

del compuesto hay en ellos (YUN & QIAN, 2015). 

En conjunto, estos hallazgos muestran que la ATZ, al entrar en contacto con suelos y 

cuerpos de agua, no solo se transforma en metabolitos persistentes con potencial tóxico, 

sino que también interactúa con comunidades microbianas, distintos ecosistemas y 

especies, generando impactos ecológicos. Lo anterior justifica su atención en estudios 

toxicológicos. 

2.2.2. ​ Exposición a la atrazina en organismos desarrollados 

Los efectos de la ATZ en los organismos han sido un tema ampliamente estudiado en 

diversos grupos taxonómicos, evaluando principalmente su toxicidad, a partir de 

parámetros como mortalidad, características que afectan el estado físico basal (fitness) del 

ser vivo, efectos que median el desarrollo reproductivo y  la función inmunológica. La 

mayoría de las investigaciones toman como modelo a los organismos acuáticos, donde se 

observa notable sensibilidad a este herbicida. Por ejemplo, en la especie ictiológica 

Astyanax altiparanae, expuesta a diferentes concentraciones subcrónicas de ATZ, se 

encontró que se producen alteraciones y signos prematuros de daño celular en hígado y 

testículos, además de activación de procesos que indican oxidación e inflamación 
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(DESTRO et al., 2021). En concordancia, Wang et al., (2019) mostró que la exposición de 

ATZ en concentraciones de 25 μg/ml en neutrófilos obtenidos de la sangre del pez carpa 

común (Cyprinus carpio), puede causar apoptosis en las células, además de inducir la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y disfunción mitocondrial. Así 

mismo, la exposición de 3 dosis subletales de atrazina en el pez Channa punctata causa 

micronúcleos en los eritrocitos de la sangre, daño en el DNA y en las células de las 

branquias (NWANI et al., 2011). 

Más allá de los ambientes acuáticos, un estudio en mamíferos reveló que en ratones 

BALB/c hembras, expuestas a dosis bajas, medias y altas de ATZ, por medio de la 

alimentación forzada, tuvieron diferencias significativas en el peso corporal (CHANG et 

al., 2021). Las dosis más altas de ATZ indujeron la reducción del peso corporal, del bazo y 

de las células esplénicas, en adición, disminuyeron células en sangre: linfocitos, leucocitos 

y monocitos. En el mismo experimento, al realizar un examen toxicológico, se ha 

observado que, con dosis medias y altas, ocurre aplasia y muerte tecidual en timo, bazo, 

hígado y riñones. Las dosis altas solo causaron una baja en neutrófilos, glóbulos blancos y 

normoblastos. Finalmente, se evaluaron marcadores inmunológicos como niveles de 

interleucina-5 e inmunoglobulinas, con los cuales se pudo concluir que dicho herbicida es 

capaz de causar inmunotoxicidad (CHANG et al., 2021).  

En anfibios, organismos bioindicadores, también se reportan efectos adversos. 

Mahmoud et al. (2022) hallaron en Sclerophrys regularis lesiones histopatológicas en 

riñón e hígado, incluyendo acumulación de gotículas lipídicas, fibrosis y hemorragias 

hepáticas y cambios en las concentraciones de glucógeno. Este tipo de alteraciones 

similares a las reportadas en peces y mamíferos refuerzan la idea de una afectación 

transversal a distintas especies y niveles biológicos. 

2.2.3. ​ Exposición a la atrazina en el desarrollo embrionario 

Los estudios experimentales en modelos animales han demostrado el potencial 

embriotóxico y teratógeno de diversos agroquímicos y la ATZ no es la excepción 

(GARCIA, 1998). El organismo acuático Danio rerio expuesto a este herbicida en etapa 

embrionaria desarrolló anormalidades morfológicas como edemas, deformidades del saco 

vitelino, lordosis, escoliosis y acortamiento corporal, así como formación de especies 

reactivas de oxígeno e incremento en la cantidad de enzimas indicadoras de estrés 

oxidativo (CHROMCOVA et al., 2013).  
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De forma complementaria, los modelos murinos han permitido observar mecanismos 

más específicos a nivel genético y reproductivo. Ratones hembra embarazadas indicaron 

que los individuos expuestos a ATZ en el desarrollo embrionario tienen mayores niveles 

de 8-oxo-guanina en las células meióticas. El 8-oxo-guanina es una base nitrogenada del 

DNA, marcador de daño en el material genético y estrés oxidativo, que compromete la 

reparación y la sinapsis cromosómica (GELY-PERNOT et al., 2017).  Otra investigación 

con ratones hembras expuestas a ATZ desde la etapa embrionaria, indicó anormalidades 

uterinas en la madurez. La hipótesis del mecanismo de acción es que la ATZ actúa 

independiente de estrógeno (GRIFFITHS et al., 2022).  

Los hallazgos encontrados en embriones de aves indican que la exposición a dosis 

altas de ATZ in ovo puede inhibir el crecimiento en codornices machos y hembras. En 

adición a concentraciones de 504 μg/kg por huevo, se tuvo efectos en el sistema 

reproductivo en las crías hembras, una vez nacidas (WILHELMS et al., 2006).  Matsushita 

et al. (2006) mostraron que la exposición in ovo actúa como disruptor endocrino, al influir 

en la diferenciación ovárica.  

Así, las investigaciones mencionadas reflejan que la exposición embrionaria a la ATZ 

puede alterar procesos en el desarrollo, abarcando cambios morfológicos, genéticos y 

endocrinos que a su vez pueden variar entre especies.  

2.3.  EMBRIÓN DE GALLINA COMO MODELO EXPERIMENTAL 

Los modelos embrionarios de gallina (Gallus gallus) han sido usados por décadas para 

diversos estudios relacionados con el desarrollo de vertebrados, debido a su relevancia 

biomédica en la comprensión de procesos embrionarios. Además, son comercialmente 

disponibles, de bajo costo y de fácil manipulación (STARK & ROSS, 2019).  

En términos comparativos, las aves, al ser organismos ovíparos y amniotos, 

desarrollan estructuras extraembrionarias, tales como el saco alantoideo que es un 

homólogo al presente en mamíferos, lo que refleja una conservación  fisiológica en ambos 

grupos (SMITH et al., 2012). Dicha ortología entre aves y mamíferos permite extrapolar 

resultados obtenidos en modelos aviares a algunos procesos del desarrollo ocurridos en 

mamíferos (LUCKETT, 1977). No obstante, existen diferencias fisiológicas: el desarrollo 

aviar ocurre fuera del útero y sin metabolismo materno, a diferencia de mamíferos, donde 
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las sustancias son primero metabolizadas en el hígado materno, alterando la 

biodisponibilidad y toxicocinética de las mismas (WACHHOLZ et al., 2021). 

Estudios toxicológicos en embriones de aves se fundamentan en su demostrada 

sensibilidad biológica y especificidad fisiológica frente a xenobióticos, convirtiendo dicho 

modelo en un sistema confiable para el estudio de toxicidad, teratogenicidad, genética, 

nutrición, microbiología, entre otros (HILL & HOFFMAN, 1984). En este sentido, la 

prueba in ovo de toxicidad del desarrollo es una metodología que evalúa los potenciales 

efectos tóxicos de determinadas sustancias químicas dentro del embrión de ave, 

implicando un procedimiento meticuloso que va desde la obtención de los huevos, hasta su 

puesta en condiciones controladas, la exposición a los tratamientos y el análisis final para 

calcular índices de respuesta embrionaria (ACHARYA et al., 2024).  

Los estudios de toxicidad que evalúan agrotóxicos en embriones de ave son comunes. 

Investigaciones previas han evaluado los efectos estructurales de insecticidas clorados 

como el 1,1,1 tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano (DDT) y sus metabolitos en la células 

neurales de embriones de aves (BORNMAN et al., 2007). Otros estudios han descrito los 

efectos embriotóxicos del fungicida Rovral in ovo (ARCAIN et al., 2021), las anomalías 

hepáticas en embriones aviares por la exposición al herbicida fenoxi, ácido 

2-metil-4-clorofenoxiacético (SANTAGOSTINO et al., 1988). Asimismo, se han realizado 

ensayos con clorpirifos (CHANDRA SEKARAN et al., 2023) y con metabolitos de la 

atrazina (JOSHI et al., 2013).  

A pesar de la diversidad de agroquímicos que han demostrado efectos negativos en el 

desarrollo embrionario de gallinas, son poco conocidos  los efectos tóxicos y teratogénicos 

que la ATZ puede tener en el desarrollo del embrión de ave y en el tejido hepático 

embrionario. Con esto, es importante realizar investigaciones que contemplen las 

interacciones de químicos como factor desencadenante de embriotoxicidad, visto que cada 

mecanismo depende del nivel de exposición, determinado por procesos toxicocinéticos. 

2.4. PROBABLE TOXICOCINÉTICA DE LA ATRAZINA EN AVES 

El entendimiento de los componentes toxicocinéticos y toxicodinámicos es de 

importancia en la evaluación de riesgos asociados a diferentes xenobióticos. Por un lado, 

la toxicocinética describe los procesos que ocurren en el organismo una vez que el 

xenobiótico llega a dosis efectivas, comprendiendo 4 etapas: absorción, distribución, 
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metabolismo y eliminación (ADME) (CROOM, 2016). Cabe destacar que la 

susceptibilidad a esas sustancias cambia durante el desarrollo de un organismo, es decir, 

que dosis que pueden ser seguras para adultos podrían ser peligrosas, incluso nocivas en 

etapas tempranas (CROOM, 2016). Ya la toxicodinámica, que se divide en diferentes 

niveles: molecular, celular, tisular y orgánico, se encarga de investigar los mecanismos por 

los que un xenobiótico interactúa y produce un efecto adverso  (CROOM, 2016).  

Como todo xenobiótico, el comportamiento toxicocinético de la ATZ comienza con la 

absorción y distribución, siendo estos los primeros pasos para conocer el potencial 

químico del herbicida, ya que determinan la biodisponibilidad del compuesto para 

interaccionar con diversos tejidos. 

2.4.1. ​ Absorción y distribución en embriones de ave 

En los huevos de ave, la exposición del embrión a componentes xenobióticos ocurre 

mediante diferentes vías in ovo (LEHEL et al., 2021). En la experimentación controlada, 

se utilizan métodos de simulación de absorción del ambiente al embrión, como la 

inyección de la sustancia en partes del huevo, tales como el albumen, saco vitelino o la 

yema, aunque también es posible utilizar otras metodologías como la inmersión del huevo 

en la sustancia (LEHEL et al., 2021).  

Una vez el compuesto es introducido en el embrión, comienza el proceso de 

distribución que depende mayormente de las estructuras extraembrionarias como el 

alantoides y  la bolsa amniótica (SHENG & FOLEY, 2012). A pesar de que no existen 

investigaciones sobre la absorción y distribución de ATZ en embriones de ave, estudios 

con otros xenobióticos, como el albendazol sulfóxido, indican que la concentración 

máxima en el embrión es observada 36 horas luego de la inyección, lo que indica una 

absorción gradual (NAVARRO et al., 1997).  

2.4.2. ​ Metabolismo y biotransformación en aves 

Una vez que la ATZ ha entrado al organismo gracias al proceso de absorción, ocurre 

el metabolismo. En organismos vertebrados desarrollados, el metabolismo es realizado en 

el hígado, donde una porción de la ATZ total es transformada en DEA, DIA y DEDIHA  

(QIAN et al., 2024).. En la Figura 3 se muestra un diagrama de las posibles conversiones 

metabólicas de la ATZ, que ocurren en gallinas ponedoras expuestas, ahí los metabolitos 

de la ATZ (I) son los análogos hidroxilados de I, es decir: la hidroxiatrazina (HA) (V) y 
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los intermediarios de la N-desalquilación de I y V que en el último paso lleva a la 

formación de 2-cloro-4,6-(di-amino)-s-triazina (IV) y ammelina (VIII), respectivamente 

(FOSTER & KHAN, 1976) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vía metabólica de la ATZ en gallinas ponedoras (Fuente: adaptado de FOSTER & KHAN, 1976) 

 

Asimismo, Du et al. (2017) proporcionan un análisis sobre la relación entre las 

isoformas enzimáticas del citocromo P450 (CYP450) y el metabolismo de la ATZ 

administrada en codornices (Coturnix coturnix) adultas. Los autores reportaron que el 

incremento en la dosis administrada de ATZ provoca una respuesta dosis-dependiente en 

los niveles de RNA mensajero (mRNA) de varias isoformas, incluyendo CYP1B1, 

CYP2D6, CYP2C18, CYP2H1, CYP3A4, CYP3A7 y CYP4V2. Los resultados anteriores 

indican que la exposición a ATZ activa el sistema hepático de biotransformación de 

xenobióticos, como la expresión génica de múltiples CYP450. A pesar de lo expuesto, 

existe poca información sobre la actuación metabólica de la ATZ en el hígado de 

embriones de aves. 
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2.4.3. ​ Eliminación y persistencia en aves 

En aves adultas, la eliminación de xenobióticos ocurre a nivel renal al igual que en 

mamíferos (HUNTER et al., 2008). Sin embargo, la filtración glomerular en aves no es 

constante y la función renal varía en el ciclo reproductivo, lo que influye en la cinética de 

las sustancias (HUNTER et al., 2008). 

 En contrapartida, la eliminación de xenobióticos en los embriones aviares no ocurre 

debido a la ausencia de órganos excretores; por tanto, permanecen en la circulación 

sanguínea durante la incubación a excepción de los desechos metabólicos nitrogenados 

que son secuestrados en el alantoides como una suspensión semi sólida de uratos  Lo 

anterior podría llevar a una persistencia tisular de los xenobióticos en el embrión (FRY, 

1995). En la Figura 4 se muestran las estructuras que componen el sistema embrionario en 

aves. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructuras que componen el huevo de gallina (Fuente: adaptado de HOLDEN  et al., 2022) 

 

Como se mencionó, los embriones carecen de un sistema de eliminación. En adición, 

la capacidad hepática para la biotransformación de xenobióticos también es limitada 

(HAMILTON et al., 1983). El hígado embrionario de aves sigue un proceso específico en 

relación con los sistemas de detoxificación; por ejemplo, algunas enzimas que actúan en 

las reacciones de oxidación, como la aril hidrocarburo hidroxilasa (AHHasa) y la 7-ethoxy 

coumarina-O-deethylasa, son expresadas en las fases tempranas del desarrollo 

(HEINRICH-HIRSCH et al., 1990). Asimismo, los mecanismos de conjugación, 

importantes en procesos de detoxificación, se expresan en etapas tempranas de forma 

insignificante y aumentan drásticamente hasta la eclosión, indicando una madurez en el 

organismo (DUTTON, 1978). Así, comprender la función y limitación del hígado es 

importante para estudiar la toxicocinética de xenobióticos como la atrazina en embriones. 
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2.5 ​ IMPORTANCIA DEL HÍGADO EN LOS PROCESOS TOXICOCINÉTICOS 

DE LA ATZ 

El hígado es un órgano esencial en el metabolismo de algunos xenobióticos (CHEN et 

al., 2019). De hecho, la función principal de este órgano es la biotransformación de 

diversos compuestos, en su mayoría lipofílicos, incluidos los productos finales 

metabólicos, contaminantes, antinutrientes, productos químicos y fármacos (ZAEFARIAN 

et al., 2019).  

Posterior al proceso de absorción de un xenobiótico, ocurre la distribución sistémica, 

que se encarga de llevar la sustancia al hígado a través de la circulación sanguínea. Ya en 

el hígado, los hepatocitos y algunas enzimas como los citocromos P450 realizan la 

biotransformación mediante reacciones de reducción, oxidación, hidrólisis y conjugación, 

ayudando a la transformación de sustancias lipofílicas en moléculas polares e 

hidrosolubles, lo que facilita la eliminación (ZAEFARIAN et al., 2019). 

2.5.1  Mecanismos de hepatotoxicidad  

Son diversos los mecanismos de hepatotoxicidad que se registran entre especies de 

vertebrados y que a su vez se correlacionan con el uso de xenobióticos (INGAWALE et 

al., 2014). Muchos de estos mecanismos se encuentran interrelacionados. Por ejemplo, en 

aves de la especie Columba livia expuestas a avermectina, se observaron lesiones 

hepáticas estrechamente relacionadas con el estrés oxidativo y apoptosis (ZHU et al., 

2013). A continuación se describen los principales mecanismos de toxicidad hepática por 

exposición a xenobióticos en diferentes modelos animales. 

2.5.1.1 ​ Estrés oxidativo y disfunción mitocondrial 

El estrés oxidativo en células hepáticas por tratamientos con xenobióticos es uno de 

los mecanismos más importantes y con mayor respaldo bibliográfico (QIAN et al., 2024). 

Uno de estas sustancias es la ATZ que es capaz de producir radicales libres en el 

organismo, que a su vez generan cantidades umbrales de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) mediante la alteración en el metabolismo redox y por disfunciones en las cadenas 

respiratorias mitocondriales, elevando así niveles de estrés oxidativo intracelulares (QIAN 

et al., 2024).  

En el artículo de Zhang et al. (2017) han observado alteraciones en el hígado de 

codorniz mediante tratamiento con ATZ, observando daño mitocondrial irreparable y 
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comprometimiento de la integridad morfológica y fisiológica del hígado. En el mismo 

estudio, el grupo expuesto a 500 mg/kg de ATZ tuvo lesiones hepáticas por la inflamación 

mitocondrial, destrucción de crestas y acumulación de gotas lipídicas en el tejido.  

Las consecuencias de las lesiones mitocondriales son la producción deficiente de ATP 

y amplificadores del estrés oxidativo, tal como lo reportan Nwani et al. (2010), quienes 

estudiaron marcadores de amplificación del estrés oxidativo, como peroxidación lipídica 

(LPO), en el hígado del pez Channa punctatus, tras la exposición a ATZ. El incremento de 

LPO formado es un indicador de producción de ROS que en altos niveles puede llevar a la 

inactivación enzimática, peroxidación de lípidos, daño en el DNA y muerte celular 

(NWANI et al., 2010).  

2.5.1.2 ​ Estrés del retículo endoplasmático  

El retículo endoplasmático se encarga de realizar el plegamiento de proteínas, de 

mantener los niveles de calcio intracelular y de la síntesis de lípidos (BARAL, 2024). Para 

desempeñar estas funciones, varios procesos ocurren en homeostasis total. Por ejemplo, en 

mamíferos, el plegamiento de proteínas se produce por las proteínas chaperonas resistentes 

en el RE en conjunto con un ambiente redox que incluye proteínas del tipo de disulfuro 

isomerasa (PDI) y oxidoreductina del retículo endoplasmático (ERO1) (BARAL, 2024). 

Sin embargo, la síntesis constante de proteínas puede saturar el RE por la acumulación de 

proteínas mal plegadas (JACKSON et al., 2023). Al evento anterior se le denomina estrés 

del retículo endoplasmático. Dentro del hígado, un mecanismo para mitigar el estrés del 

RE se inicia; este es un conocido evento de respuesta a la proteína desplegada (UPR) y 

busca aliviar el daño celular (BARAL, 2024; JACKSON et al., 2023). 

La atrazina ha demostrado generar estrés del RE en diferentes tejidos y especies, 

aunque no hay estudios en aves.  

En la línea L02 de hepatocitos humanos, la ATZ ha demostrado que activa 

mecanismos del estrés del RE; en este caso, la activación se correlaciona con el aumento 

de los niveles de iones de calcio intracelular; además, en el estudio se identificaron niveles 

aumentados de mRNA y proteína de las proteínas chaperonas GRP78 y GRP94 (QIAN et 

al., 2025).  

2.5.1.3. ​ Apoptosis 

Como resultado de la acumulación de daños por estrés oxidativo, mitocondrial y 

estrés del RE, las células pueden entrar en apoptosis, también conocida como muerte 
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celular programada. En la investigación de Zaya et al. (2011), se utilizaron renacuajos de 

Xenopus laevis con exposición a la ATZ, y se observó que los renacuajos tratados con 400 

µg/L tuvieron una mayor cantidad de células inmunopositivas para caspasa-3 activada en 

el hígado, lo que sugiere un aumento en la tasa de apoptosis. 

De esta forma, las investigaciones consultadas convergen en una secuencia de eventos 

donde la ATZ, al elevar las ROS y dañar las mitocondrias, podría a su vez sobrecargar el 

RE y activar las UPR. En el caso de que los sistemas homeostáticos de compensación 

fallen, la exposición a ATZ puede ocasionar apoptosis (ZAYA et al., 2011). Esos 

mecanismos son descritos en organismos adultos, y los impactos sobre el hígado en 

desarrollo pueden ser aún más drásticos y comprometer su correcta formación y 

funcionamiento por toda la vida.  

2.6. ​ HEPATOGÉNESIS EN Gallus gallus 

El desarrollo del hígado en los embriones de gallina sigue una secuencia caracterizada 

dentro de las etapas de Hamilton & Hamburger (HH) (Hamilton & Hamburger, 1992; 

WONG & CANVEY, 1992). La hepatogénesis en el embrión aviar comienza entre las 

50-53 horas de incubación, puesto que en dicha fase los divertículos endodérmicos 

emergen del intestino anterior y llegan hasta el septum transverso, específicamente al 

mesodermo; las partes distales y proximales de los divertículos posteriormente formarán el 

hígado, los conductos biliares y la vesícula, respectivamente (Figura 5)  (WONG & 

CANVEY, 1992).  

A nivel morfológico, el hígado de ave embrionado en el séptimo día de incubación se 

observa compacto y dispuesto en cordones de parénquima que en el centro poseen un 

espacio interno (lumen) que conforman el canalículo biliar. En los cordones 

parenquimatosos que se disponen de forma cilíndrica son encontradas las células hepáticas 

o hepatocitos con formas cuboidales y columnares. Dichas células poseen núcleos 

prominentes con nucleolos visibles (WONG & CANVEY, 1992; ). Además, es posible 

visualizar algunos organelos que conforman los hepatocitos, como por ejemplo, las 

mitocondrias hepáticas, que cuando observadas con microscopia electrónica de barrido 

demuestran longitudes aproximadas de 8µm y una forma filamentosa (Sandström & 

Westman, 1971). En el mismo estudio se reportan pocas y pequeñas cisternas de retículo 

endoplasmático rugoso en el citoplasma. 

 Cada cordón hepático es seccionado por capilares sinusoides, que son espacios 

vasculares recubiertos por una capa endotelial y macrófagos, que poseen funciones como 
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el pasaje de células sanguíneas y oxígeno, además de tener un rol en la hematopoyesis 

(WONG & CAVEY, 1993; Guedes et al., 2014). Los macrófagos encontrados alrededor de 

los sinusoides, también conocidos como células de Kupffer inmaduras, se encargan de la 

fagocitosis de eritrocitos en los espacios vasculares (SORRELL & WEISS, 1982).  Wong 

& Cavey (1993) reportan que los macrófagos en el revestimiento endotelial de los 

sinusoides aparecen en la fase del desarrollo 29 (HH 29). 

 

 
Figura 5. Origen de los hepatoblastos en etapas embrionarias (Fuente: adaptado de SLEISENGER & 

FORDTRAN, 2023) 

 
En el día 7 de incubación, correspondiente a la fase HH 30, el hígado del embrión 

aviar está totalmente desarrollado físicamente (WONG & CAVEY, 1993).  El hígado actúa 

como un órgano hematopoyético granulocítico secundario en el embrión, en cuanto la 

médula ósea todavía no está totalmente desarrollada (WONG & CAVEY, 1993; YAN et 

al., 2025 ). La actividad hematopoyética en el hígado embrionario de ave comienza entre 

los días E15 - E21, notada a partir de la observación de la presencia restricta de 

granulopoyesis en el tejido conectivo de los espacios porta hepáticos (Guedes et al., 2014), 

como mostrado en la Figura 6. En el mismo estudio no se observaron signos de 

eritropoyesis hepática en estas fases.  

En adición, durante los días 7 y 8 de incubación, aparece por primera vez el 

glucógeno hepático y hay un incremento de aproximadamente 7 mg/g en el día 10 de 

incubación a 26 mg/g en el día 19 de incubación (BALLARD & OLIVER, 1963). Lo 

anterior ocurre antes de que los islotes pancreáticos sean formados, en el octavo día de 

incubación. Así, el glucógeno hepático presente en el embrión de gallina podría indicar 
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que el hígado almacena energía durante el periodo de incubación (BALLARD & 

OLIVER, 1963). 

Teniendo en cuenta que el hígado es el órgano que realiza los procesos del 

metabolismo de xenobióticos, es importante conocer los mecanismos implicados en la 

hepatotoxicidad durante el desarrollo embrionario. 

 

 

 

 
 

 

 
 
 

Figura 6. Microfotografías del hígado embrionario de ave demostrando los tiempos de la hematopoyesis. 
Estadios E3 a E8 (A-F) sin actividad hematopoyética. En E3 (A), E5 (C) y E6 (D) se observa mitosis de 

hepatoblastos (indicadas con flechas). En E4 se ve la mitosis de un eritrocito circulante (flechas). En E7 se 
observan células hematopoyéticas inmaduras (flecha) en los sinusoides. En E8 hay células eritropoyéticas 
inmaduras (barras). Desde E9 a E14 se observa la ausencia de actividad hematopoyética. De E15 a E21 se 

observa un hígado con actividad hematopoyética únicamente granulocítica en el tejido conectivo (CT) de los 
espacios porta-hepáticos (indicados en flechas). Hp, hepatoblastos; VD, ducto venoso; capilares sinusoidales 

(asterisco); PV, vena porta . E3, E5, E8, E10, E11, E12, E13, E15, E16, E17 (tinciones de hematoxilina-eosina); 
E4, E6, E7, E9, E18, E19, E21 (Giemsa de Lennert). Barras indican 20 µm. (Fuente: adaptado de Guedes et al., 

2014).  

 
​2.6.2. Hepatotoxicidad de embriones de aves 

Alteraciones en hígado de embriones de gallina son reportadas em alguns estudos com 

agrotóxicos, se detectaron alteraciones bioquímicas en el hígado, específicamente en la 

disminución significativa de la actividad de la glucosa-6-fosfatasa, enzima importante en 

la gluconeogénesis, además de un aumento en la enzima ATPasa en embriões de gallina de 

12 días, expuestos al insecticida organoclorado endosulfán, lo que sugiere una dinámica 

compensatoria (PUSHPANJALI et al., 2005). Con el clorpirifos (CPF), un insecticida 

organofosforado que actúa como inhibidor de la colinesterasa y que tiene un potencial 

teratogénico, se realizó un estudio donde se evaluó su impacto en embriones de codorniz 

(QUERO et al., 2024). Los resultados histopatológicos mostraron degeneraciones, como 

focos de necrosis, congestión vascular e infiltración celular (QUERO et al., 2024). Lo 
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anterior demuestra la alta embriotoxicidad del CPF, dado que una sola exposición es capaz 

de producir lesiones hepáticas, tal y como se muestra en la Figura 7. 

Figura 7. Lesiones observadas en hígado de codorniz tratado con CPF. A) es el grupo control (día 1), con un 
parénquima  normal; B) representa el tratamiento de 38,4 µg/huevo, con trastorno trabecular; C) 

correspondiente al tratamiento de 192 µg/huevo de CPF, posee tejido necrótico al igual que D) que es el 
tratamiento con 384 µg/huevo. En E) (38,4 µg/huevo) hay dilatación de los sinusoides, aunque las células 
hepáticas están conservadas, así  como en F) (192 µg/huevo); G) representa al tratamiento 384 µg/huevo, 
donde se perciben daños en hepatocitos y citoplasma; H) en la dosis mayor de CPF hubo lesiones graves, 

incluyendo necrosis y vacuolización (Fuente: adaptado de QUERO et al., 2024). 

 

Ya con el glifosato, el herbicida de mayor uso a nivel mundial, fue realizado un 

estudio donde se evaluaron los efectos en el hígado y el riñón en embriones de ave 

expuestos a dicha sustancia. En el sexto día de incubación se aplicaron 10 mg de glifosato 

por kg de masa de huevo mediante inyección en la cámara de aire; y los huevos fueron  

incubados hasta la eclosión. Los hallazgos histológicos en los pollos tratados con glifosato 

in ovo reportan inflamación, hemorragia, necrosis y aumento de la espesura de la vena 

central (FATHI et al., 2019).  

Considerando el conocimiento previo sobre los efectos de ATZ en el hígado de varios 

organismos desarrollados, y la escasez de estudios sobre los efectos de este compuesto en 

el desarrollo hepático de embriones de organismos amniotas (aves y mamíferos), el 

presente trabajo tuvo como objetivo analizar los efectos de la atrazina en el desarrollo de 

embriones de gallina, específicamente sobre la hepatotoxicidad, desarrollando un 

protocolo de análisis histológico apropiado.  
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3.​  OBJETIVOS  

3.1  OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos de la exposición aguda a la atrazina sobre parámetros de toxicidad 

del desarrollo y sobre la morfología histológica del hígado en embriones de Gallus gallus 

en el séptimo día de incubación. 

 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

●​ Evaluar el efecto de la exposición aguda a la atrazina sobre la mortalidad embrionaria 

en embriones de Gallus gallus. 

●​ Evaluar alteraciones morfológicas externas y parámetros del desarrollo embrionario, 

incluyendo presencia de hemorragias, malformaciones, peso embrionario y etapa del 

desarrollo (HH), posterior a la exposición a atrazina. 

●​ Comparar diferentes protocolos de fijación histológica visando la optimización de la 

preservación morfológica del hígado embrionario de Gallus gallus en el séptimo día 

de incubación. 

●​ Describir y comparar la morfología histológica del hígado de embriones tratados con 

atrazina y sus respectivos controles en el séptimo día de desarrollo. 
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4.​ METODOLOGÍA 

4.1  OBTENCIÓN DE HUEVOS EMBRIONADOS Y DISEÑO EXPERIMENTAL 

El presente proyecto fue contemplado por la Comisión de Ética en el uso de Animales 

(CEUA-Unila), de acuerdo con la NOTA INFORMATIVA CONCEA/Nº 01/2024. 

Huevos fertilizados de gallina (Gallus gallus) se obtuvieron mediante la compra a 

productores orgánicos en la ciudad de Foz do Iguaçu, Paraná, entre los meses de 

septiembre a noviembre de 2025. En total se obtuvieron 7 docenas (n = 84) de huevos 

(Tabla 1), que fueron distribuidos en 5 repeticiones de 12 huevos cada una (6 huevos 

tratados y 6 controles) para la concentración de 2000 μg/L de atrazina diluida en 

acetonitrila, y 2 repeticiones de 12 huevos cada (6 huevos tratados y 6 controles) para la 

repetición de 200 μg/L de atrazina diluida en acetonitrila. Cabe destacar que el mayor 

número de repeticiones en la concentración de 2000 μg/L se debe al foco de estudio de 

efectos subletales histológicos. Los huevos control fueron tratados con agua destilada y 

autoclavada, sin embargo no se incluyó un grupo control del solvente (acetonitrila) debido 

a restricciones temporales durante la experimentación, siendo esta una limitación 

metodológica reconocida dentro del estudio. 

Tabla 1 -  Diseño experimental de embriones tratados con Atrazina a dos concentraciones con el 
respectivo control 

  Tratamiento 1 Tratamiento 2 

  Control  ATZ 2000 
μg/L 

Control ATZ 200 
μg/L 

  

Repetición 1 6 6 6 6   

Repetición 2 6 6 6 6   

Repetición 3 6 6 - -   

Repetición 4 6 6 - -   

Repetición 5 6 6 - -   
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Total de huevos por 
tratamiento 

60 

  

24 

Total de huevos 84 
Fuente: Autoría propia 

4.2  REACTIVOS E INSUMOS 

La atrazina (CAS: 1912-24-9) empleada en dicho experimento es de la marca 

Sigma-Aldrich, con pureza >98%; la acetonitrila (CAS: 75-05-8) que se utilizó en la 

disolución de la atrazina también fue adquirida en Sigma-Aldrich, de grado HPLC y con 

pureza del 99,9%. Además, para alcanzar la concentración de atrazina deseada se añadió 

agua ultrapura proveniente de un sistema de purificación de la línea ELGA PURELAB. 

Inicialmente, se elaboró una solución madre pesando 0,01 g (10 mg) de ATZ y 

disolviéndose en un balón volumétrico de 10 mL, completando el volumen con 

acetonitrila. La concentración final de la solución madre fue de 1000 mg/L. A partir de 

dicha solución madre, fue preparada una solución intermedia de 200 mg/L, de la cual se 

tomaron 100 μL y 10 μL que se diluyeron en agua ultrapura hasta un volumen final de 10 

mL en balones volumétricos separados, obteniéndose así las concentraciones de 2000 μg/L 

y 200 μg/L de atrazina, respectivamente. Dichas soluciones se transportaron al laboratorio 

de embriología del desarrollo donde se almacenaron en heladera a temperaturas constantes 

de -5°C para la conservación eficaz del ingrediente activo. 

4.3  ​ TRATAMIENTO 

4.3.1​ Procesamiento: día 0 
El procedimiento realizado en el día 0 de incubación consistió primeramente en la 

desinfección de las cáscaras de huevo con alcohol 70%. Posteriormente se ejecutó la 

observación minuciosa de los huevos con el fin de descartar la presencia de abolladuras o 

fisuras; también se realizó la enumeración de cada huevo y su respectivo pesaje en balanza 

analítica de la línea EVEN (modelo: EVA-220B-BI).  

Sucesivamente, los huevos se llevaron a la capilla de extracción de gases (Spencer 

Equipamentos). Dentro de la capilla de extracción, usando tijeras quirúrgicas se realizó un 

pequeño orificio en la cámara de aire de cada huevo (Figura 4), en dicho orificio y con el 
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auxilio de una pipeta con puntera se inyectaron las soluciones de control o tratamiento. La 

inyección en la cámara de aire como vía de introducción del xenobiótico fue seleccionada 

por ser una metodología ampliamente utilizada en estudios in ovo, permitiendo la 

absorción gradual del compuesto. En cada huevo fueron inyectadas las soluciones en una 

proporción de 1 μL/g de huevo, siendo que la masa de los huevos varió entre 43,56 g y 

64,99 g. El volumen fue ajustado individualmente al peso de cada huevo para padronizar 

la exposición. No fue observada pérdida visible de la solución durante la inyección 

Cada huevo, después de inyectado, fue sellado con silicón caliente y colocado en 

posición vertical con la cámara de aire hacia arriba por 2 horas dentro de una incubadora 

(Chocadeiras Pantanal). Pasadas dos horas, los huevos se reubicaron aleatoriamente de 

forma horizontal, y el sistema de rotación de los huevos fue entonces encendido. El 

proceso de incubación ocurrió por 7 días con un sistema de desplazamiento automático 

cada 2 horas y la temperatura fue un factor constante dentro de la incubadora con un valor 

de 38,0 ± 0,2°C. La humedad fue mantenida con auxilio de bandejas con agua. 

4.3.2 ​ Procesamiento: día 7 
En el día 7 de incubación se realizó la extracción de los embriones. Así, los huevos 

fueron retirados de la incubadora, colocados de forma horizontal en un cartón de huevos a 

temperatura ambiente. 

En cada huevo, se realizó un segundo orificio en la cámara de aire para retirar un 

aproximado de 5-6 mL de albumen (sin damnificar el embrión) y así disminuir el volumen 

interno del huevo para retirar el embrión de la cáscara. Seguidamente, los huevos 

colocados horizontalmente se cubrieron con cinta adhesiva transparente de 4 a 5 cm de 

longitud y con una tijera quirúrgica se abrió una ventana en la parte superior de la cáscara 

del huevo para observar el embrión (Figura 8). Una vez que el embrión estuvo expuesto, 

se verificó la presencia del corazón latiendo, para análisis de mortalidad. En seguida, el 

embrión fue colectado con auxilio de tijeras quirúrgicas y cucharas.  

Aquellos huevos no fertilizados, indefinidos (que no retomaron el desarrollo) o con el 

blastoderma definido pero no desarrollado (conforme a ARCAÍN et al., 2021) se 

descartaron de los análisis. Los criterios de exclusión fueron aplicados igualmente a todos 

los grupos. De los 84 huevos incubados 14 fueron descartados, divididos en 7 huevos sin 

embrión, 2 huevos que se encajaron en el parámetro de indefinidos, puesto que no tenían 

embrión, y el contenido interno presentaba características atípicas como mal olor, yema 
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verde, yema y clara densas, 3 huevos fueron descartados por poseer fisuras en la cáscara y 

3 huevos más se descartaron por tener solo el blastoderma definido. 

                                                

 

                                                                                                    

 

 

 

 
Figura 8. Abertura superior en la cáscara del huevo, donde se observa los compartimentos internos. A)   

huevo no fecundado con presencia de yema y clara apenas (descartado). B) huevo donde se visualiza yema, 
membranas vascularizadas y embrión vivo. C) embrión muerto (Fuente: Autoría propia). 

 
Cada embrión de forma separada se colocó en una placa Petri con PBS 1X, que a su 

vez fue trasladada a un microscopio estereoscópico de la línea Zeiss, para terminar la 

limpieza del embrión, especialmente retirando las membranas extraembrionarias; además, 

en esta etapa se verificó la presencia de malformaciones y de hemorragia. En adición, 

durante la observación de los embriones en lupa se realizó la clasificación de etapas según 

Hamilton y Hamburger (1951). Finalmente los embriones obtenidos se pesaron en balanza 

analítica EVEN (modelo: EVA-220B-BI). Una vez registrada la información, el material 

fue colocado en tubos Falcon de 50 mL con solución Carnoy o paraformaldehído 4% y 

luego almacenado en un refrigerador a 4 °C. La evaluación de cada endpoint metodológico 

se realizó con conocimiento previo de todos los tratamientos. 

4.4  ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE EMBRIONES 

4.4.1  ​ Preparación de las muestras 

4.4.1.1 ​ Protocolos de parafinización 

En el procesamiento de los embriones tratados con 2000 µg/L, se probaron dos 

protocolos (largo y corto) adaptados de De Andrade (2019) . Debido al tamaño de los 

embriones, se establecieron ajustes específicos en cuanto a los tiempos de exposición a los 

reactivos de deshidratación e inclusión, con el fin de garantizar una adecuada penetración 

de los solventes y preservar la integridad del tejido hepático. Además, se evaluaron dos 
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fijadores diferentes procurando la mejor preservación del tejido. Las formulaciones y 

tiempos finales del protocolo original y sus adaptaciones se encuentran descritos en la 

Tabla 2. La comparación de los protocolos tuvo carácter metodológico y no interfirió en el 

análisis de los efectos de la atrazina. 

De cada una de las cinco repeticiones a 2000 µg/L de atrazina, se seleccionó un 

embrión tratado y un embrión control para los cortes histológicos. Cada embrión se 

procesó de forma individual, así, se retiraron del tubo Falcon. La cabeza y extremidades 

fueron seccionadas, mientras que el torso se lavó en PBS 1× (tres lavados de 10 min). 

Luego, el proceso de deshidratación y diafanización se efectuó a temperatura ambiente, no 

obstante,  la impregnación e inclusión en parafina se hicieron a 65 °C.  

En las repeticiones 1, 3 y 5 se evaluó el protocolo largo, mientras que en las 

repeticiones 2, 4 y 5 se evaluó el protocolo corto (Tabla 2). Los embriones de las 

repeticiones 1-4 fueron fijados en solución Carnoy, en cuanto los embriones de la 

repetición 5 fueron fijados con PFA 4%, ambos fijadores se utilizaron durante 7 días a 

temperatura de 4 °C. Así, se obtuvo un total de 12 bloques de parafina con material 

histológico (siendo 6 de los embriones tratados y 6 control), cada uno pegado a un cassette 

histológico diferente (Figura 9). El uso de ambos fijadores fue empleado para comparar la 

preservación tisular y la calidad de las tinciones realizadas. 

 

Tabla 2 -  Comparación de los tiempos de exposición a reactivos de cada  protocolo   

 

  

Reactivos 

Tiempos por protocolo 

Protocolo largo 

(repeticiones 1,3 e 5) 

Protocolo corto 

(repeticiones 2, 4 e 5) 

Fijador Carnoy (repeticiones 1 y 3) 
o Paraformaldehído 4% 

(repetición 5) 

Carnoy (repeticiones 2 y 
4) o Paraformaldehído 4% 

(repetición 5) 

Deshidratación - Temperatura ambiente 

alcohol 70% 1 hora 30 minutos 

alcohol 80% 1 hora 30 minutos 
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Reactivos 

Tiempos por protocolo 

Protocolo largo 

(repeticiones 1,3 e 5) 

Protocolo corto 

(repeticiones 2, 4 e 5) 

alcohol 85% 1 hora 30 minutos 

alcohol 90% 1 hora 30 minutos 

alcohol 95% 1 hora 30 minutos 

alcohol puro (I) 
(CAS 64-17-5) 

overnight 30 minutos 

alcohol puro 
(II) (CAS 
64-17-5) 

1 hora 30 minutos 

alcohol 100% 
(III) (CAS 
64-17-5) 

1 hora overnight 

Diafanización - temperatura ambiente 

alcohol -xilol 
(1:1) 

1 hora 30 minutos 

xilol I (CAS 
1330-20-7) 

1 hora 15 minutos 

xilol II (CAS 
1330-20-7) 

- 15 minutos 

xilol III (CAS 
1330-20-7) 

- - 

Impregnación y parafinización  (65 °C) 

Xilol-parafina 
(1:1) (I) 

3 horas 15 minutos 

Xilol-parafina 
(1:1) (II) 

- 15 minutos 
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Fuente: Autoría propia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Material histológico en bloques de parafina posterior a un proceso de deshidratación. 
(Fuente: autoría propia) 

4.4.1.2 ​ Cortes histológicos, desparafinización, coloración hematoxilina-eosina 

y observación de láminas 

Cada bloque obtenido fue cortado transversalmente y de forma independiente en un 

microtomo (Leica-Histocore BIOCUT). Para garantizar la estandarización y uniformidad, 

fue efectuado corte de desbaste (trim) de 0,8 μm de espesura, ya el corte de sección (sec) 

se efectuó entre 0,5 y 0,6 μm de espesura. Dichos cortes de sección se colocaron en un 

baño de flotación (Lupetec) a 45 °C hasta su total expansión. Posteriormente, un 

aproximado de 5-10 cortes histológicos por embrión procesado se incluyeron en cada 

lámina histológica, las cuales se dejaron secar durante 24 horas. 

Ulteriormente, las láminas pasaron por un protocolo de desparafinización y 

rehidratación adaptado de Maestro & Kalisz, 2015. Aquí,  todas las láminas al comienzo 

se sumergieron en xileno (CAS 1330-20-7) por 10 minutos, en dos baños consecutivos. 

Luego, se realizaron dos inmersiones en alcohol absoluto (CAS 64-17-5), seguidas de 

 

  

Reactivos 

Tiempos por protocolo 

Protocolo largo 

(repeticiones 1,3 e 5) 

Protocolo corto 

(repeticiones 2, 4 e 5) 

Parafina I y II overnight 2 horas  

Parafina III emblocamiento emblocamiento 
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baños en etanol al 95%, 70% y 50% cada uno durante 5 minutos. Finalmente, las láminas 

se sumergieron en agua desionizada por 5 minutos y se re hidrataron en PBS 1X por 10 

minutos para seguidamente dejarlas secar. 

Tras el secado de las láminas, se realizó la tinción histológica por el método de 

hematoxilina-eosina (HE). Las láminas se sumergieron en un baño de hematoxilina filtrada 

al 3% de la marca Alphatec (lote: 32925) durante 10 minutos, luego las láminas se 

llevaron a un lavado en agua corriente hasta la eliminación del exceso de colorante, 

aproximadamente por 5 minutos. Posteriormente, el material se llevó a un baño de eosina 

filtrada al 3% de la marca Alphatec durante 5 minutos, repitiéndose el enjuague de agua 

corriente. Luego, las láminas se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas. 

Tras 24 horas, al material histológico procesado se le añadió bálsamo de Canadá 

sintético (Synth) como medio de montaje y se colocaron las lamínulas. Las láminas 

totalmente montadas se llevaron a la estufa de secado a 40 °C por 24 horas. Transcurrido 

dicho periodo, cada lámina se llevó a observación mediante microscopio óptico (Zeiss 

Primotech) directamente conectado a un computador con el software Zeiss Labscope.  

4.5. ANÁLISIS DE DATOS 

4.5.1  ​ ANÁLISIS MORFOLÓGICO EMBRIONARIO 

Para las variables mortalidad, malformación y presencia de hemorragia, los datos 

obtenidos fueron transformados en porcentaje y analizados por medio del test de Fisher 

exacto bilateral y se dividieron en 2 resultados por cada parámetro: un análisis estadístico 

entre control y concentración de 2000 μg/L, análisis entre control y concentración de 200 

μg/L; la magnitud de los resultados se expresó con Odds ratio con IC 95% de Baptista 

Pike. Cabe destacar que se consideraron únicamente los huevos con embriones vivos o 

muertos. Los huevos considerados indefinidos fueron descartados. 

 Para verificar la variable continua, es decir, las medias del peso (gramos) de los 

embriones dentro de cada dosis, se aplicó t de Student después de la verificación de 

normalidad por Shapiro-Wilk y de homogeneidad de varianzas por medio del test de 

Levene. Finalmente, para el análisis de datos de las fases HH dentro de cada dosis, se 

realizó el test de Wilcoxon para pruebas independientes, con el fin de mantener el carácter 

ordinal de los elementos. Los estudios estadísticos fueron ejecutados utilizando el software 
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GraphPad Prism, versión 8.0. En todos los análisis estadísticos se tomó como significancia 

estadística p < 0,05. 

4.5.2  ​ CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE LAS MUESTRAS 

HISTOLÓGICAS Y COMPARACIÓN HISTOLÓGICA DE LOS 

PROTOCOLOS 

Se compararon los protocolos de procesamiento histológico largo y corto, así como el 

desempeño de los fijadores (Carnoy y PFA 4%), con el fin de buscar diferencias en la 

preservación del tejido. La evaluación se realizó por medio de un análisis comparativo de 

microfotografías, abarcando criterios como: i) presencia o ausencia de desprendimiento de 

porciones del tejido hepático, ii) conservación o pérdida de detalles celulares y iii) una 

tinción de HE equilibrada. Lo expuesto se ejecutó conforme los datos e informaciones 

metodológicas descritos por Ellis & Yin (2017). La comparación de protocolos 

histológicos fue realizada con las láminas control, a excepción de las características de 

tinción de las células sanguíneas que se realizaron con láminas de embriones tratados 

debido a que se observó una mayor presencia de dichas células en el espacio sinusoidal de 

este grupo. 

Para las láminas de tejido hepático correspondientes a los embriones tratados con 

atrazina de 2000 μg/L se realizó una evaluación descriptiva comparativa entre los grupos 

control y tratado, a través de la adaptación descripciones histológicas previas como la 

realizada por Quero et al. (2024). El análisis de microfotografías tuvo como finalidad 

identificar la presencia o ausencia de aparentes alteraciones morfológicas. Para el hígado 

los parámetros determinados fueron: estructura y disposición de los hepatocitos, presencia 

o ausencia de necrosis, presencia o ausencia de hepatocitos hipertrofiados, congestión 

sinusoidal y presencia o ausencia de hepatocitos picnóticos. 

5.​ RESULTADOS  

5.1. ANÁLISIS MORFOLÓGICO EMBRIONARIO 

Al comparar los huevos tratados con ATZ 2000 μg/L y el control, la tasa de 

mortalidad de los embriones fue de 4,55% y 7,41%  respectivamente (Figura 10) (Tabla 1 

de los Anexos). Sin embargo, el test de Fisher indicó que no hubo diferencia 

estadísticamente significativa entre ambos grupos (P>0,999). Invariablemente, al comparar 
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la probabilidad de mortalidad entre ambos grupos (control - tratado), el valor de Odds ratio 

(OR) fue de 1,68 veces, indicando que los embriones control tuvieron una probabilidad de 

mortalidad 1,68 veces mayor que la de los tratados con 2000 μg/L. El intervalo de 

confianza Baptista - pike (IC 95%), que indica el rango donde podría encontrarse el OR 

real fue de 0,1835 - 25,37, evidenciando que los eventos de mortalidad fueron muy pocos 

en las muestras observadas. 

Al comparar la mortalidad en el grupo de huevos tratados con ATZ 200 μg/L junto al 

control (Figura 10), se observó una mayor tendencia en la mortalidad en el grupo control 

con 20,0% contra un 11,11% en el tratamiento (Tabla 1 del Anexos). Sin embargo, el test 

de Fisher evidenció un valor de P no significativo (P> 0,999). En concordancia, el OR  fue 

de 2,00; con IC 95% de Baptista–Pike de 0,19 - 32,16, mostrando nuevamente una 

imprecisión sobre la estimación e impidiendo observar estadísticamente los efectos de la 

ATZ 200 μg/L sobre la mortalidad 

 

 

 

                             

                                                            

 
 

 

Figura 10 - Mortalidad embrionaria por grupo y dosis estudiada. Las barras representan la proporción de 
embriones muertos y las líneas verticales simbolizan los intervalos de confianza del 95% por método de Wilson 
- Brown. La etiqueta en la parte superior de las barras indican la cantidad de embriones muertos en relación al 
total evaluado.  No hubo diferencia significativa entre los grupos analizados (test exacto de Fisher). (Fuente: 

autoría propia). 

 
En relación a la tasa de hemorragia observada en los embriones, con la concentración 

de  2000 μg/L de ATZ se observó una diferencia estadísticamente significativa en la 

frecuencia de aparición de hemorragia entre el grupo control y tratado, siendo que en el 

grupo control hubo una proporción de 18,52% de hemorragias y en el grupo tratado el 

porcentaje fue del 50% (Figura 11) (Tabla 2 del Anexos). En consonancia, la prueba 

exacta de Fisher indicó una diferencia estadística significativa (P= 0,0316). El OR fue de 

0,23 con un intervalo de confianza del 95% por el método Baptista - pike de 0,07 - 0,89. 

 

Versão Final Homologada
03/02/2026 15:54



47 

Cuando analizada la concentración de 200 μg/L de ATZ (Figura 11) (Tabla 2 del 

Anexos), no hubo significancia estadística  con el test exacto de Fisher (P = 0,1698), 

probablemente por el bajo número de n utilizado para dicha concentración. El OR fue de 

0,2 con un intervalo de confianza del 95% (Baptista - pike ) de 0,032 - 1,32.  

Siendo que la hemorragia fue el único endpoint con significancia estadística en la 

concentración de 2000 μg/L de atrazina, es considerado un efecto subletal macroscópico 

durante el desarrollo embrionario. En este estudio la hemorragia se registró de forma 

categórica (presencia/ausencia), aunque no se realizó un recuento de localización 

anatómica, más bien la hemorragia se observó de manera difusa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Hemorragia observada en embriones por grupo y dosis estudiada. Barras representan la 
proporción de embriones con hemorragia y las líneas verticales simbolizan los intervalos de confianza del 
95% por método de Wilson - Brown. La etiqueta en la parte superior de las barras indican la cantidad de 

hemorragias por embrión en relación al total evaluado. * Indica diferencia significativa entre grupos control 
y tratado con 2000 µg/L (test exacto de Fisher, p = 0,0316). (Fuente: autoría propia). 

Al analizar la presencia de malformaciones en la concentración de 2000 μg/L de ATZ, 

la prueba de Fisher indicó insignificancia estadística de esta característica cuando se 

comparó el tratamiento y el control (P  >0,999); los porcentajes de malformación en el 

grupo control fue de 14,8% y en el tratamiento fue de 18,18% (Figura 12) (Tabla 2 del 

Anexos). En ese sentido, el OR fue de 0,783 y el intérvalo de confianza del 95% (método 

Baptista pike) fue 0,206 - 3,004, reflejando así una estimación poco clara de los efectos de 

la atrazina sobre la malformación de los embriones.  

Ya en la concentración de 200 μg/L de ATZ, la prueba de Fisher indicó que no hay 

significancia estadística (P =0,5820), los porcentajes de malformación en el grupo control 

y tratamiento fueron de 10,00% y 22,22%, respectivamente (Figura 12) (Tabla 3 del 

Anexos). El OR fue de 0,3389 con un intervalo de confianza del 95% (Baptista - pike) de 

 

Versão Final Homologada
03/02/2026 15:54



48 

0,024 - 4,067, lo que refleja una estimación imprecisa para poder evaluar el efecto de la 

ATZ sobre la malformación. 

Así, no fueron observadas malformaciones externas evidentes, con alteraciones en el 

eje corporal, cierre neural o desarrollo de miembros, en ninguno de los grupos evaluados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Malformación embrionaria por grupo y dosis estudiada. Barras representan la proporción de 
embriones con malformación  y las líneas verticales simbolizan los intervalos de confianza del 95% por método 

de Wilson - Brown. La etiqueta en la parte superior de las barras indican la cantidad de malformaciones en 
relación al total evaluado. No hubo diferencia significativa entre los grupos analizados. P= 0,5820 en la 

concentración de 200 μg/L y P> 0,999 en la concentración 2000 μg/L. (Fuente: autoría propia). 

La variable del peso (g) en la dosis de 2000 μg/L de atrazina en media fue bastante 

cercana entre grupos control y tratado, los pesos medios fueron de 0,7996 g y 0,8273 g 

respectivamente. Por tanto, hubo una diferencia entre medias de 0.0277 ± 0.0539 g (Figura 

13). La prueba estadística de Shapiro-Wilk arrojó un resultado de compatibilidad en la 

normalidad del grupo tratado pero no en los controles, como se puede observar en el 

gráfico de probabilidad normal (Figura 14A). Ya la comparación de varianzas dictaminada 

por el test de Levene indicó que no hubo diferencias significativas en la comparación de 

grupos (P=0,7456). Lo anterior, es evidenciado en el gráfico de homocedasticidad donde 

no hay una dispersión marcada (Figura 14B). En conformidad con lo expuesto, la prueba t 

de student no mostró diferencias significativas entre el peso embrionario de los grupos 

(P=0,6092).  

Las medias del peso en la dosis de 200 μg/L fueron de 0,7449 g en el control y 0,9255 

g en el grupo tratado, obteniendo una diferencia de medias de 0.1807 ± 0.1619 g (Figura 
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13). Asimismo, la prueba estadística de Shapiro-Wilk indicó normalidad en el grupo 

control, pero no en los tratamientos. Sin embargo, el gráfico de probabilidad normal refleja 

la aproximación de los pesos obtenidos a la línea referencial (Figura 15A). Por otro lado, 

en la prueba de Levene al estudiar la homocedasticidad en los grupos se observó que no 

existen diferencias significativas (P= 0,2317). La Figura 15B que representa el gráfico de 

homocedasticidad, respalda gráficamente los resultados de la prueba de Levene. Dado que 

las varianzas resultaron homogéneas, se realizó una prueba t de student que no evidenció 

diferencias significativas entre el peso de los embriones de los grupos evaluados 

(P=0,2800). A pesar de la variación individual observada, el tratamiento con atrazina no 

promovió alteraciones significativas en el peso embrionario después de 7 días de 

incubación. 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13. Media y desviación estándar de los pesos de los embriones encontrados vivos en  las 
concentraciones de 200 μg/L (P= 0,2317) y 2000 μg/L(P= 0,6092) de tratamiento con atrazina y los controles 

respectivos. No hubo diferencia significativa entre los grupos analizados. (Fuente: autoría propia). 

 
 

 

 

 

 

Figura 14. Gráfico de probabilidad normal (14A) y homocedasticidad para la dosis de 2000 μg/L (14B). En 
14A los puntos se observan cercanos a la línea roja que representa los valores teóricos, a excepción de un outlier 

correspondiente al grupo control. En 14B el residual absoluto representado por puntos en ambos grupos se 
distribuyen de forma semejante, indicando homogeneidad de las varianzas. (Fuente: autoría propia). 
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Figura 15. Gráfico de probabilidad normal (15A) y homocedasticidad para la dosis de 200  μg/L (15B). En 15A 
los puntos se observan cercanos a la línea roja que representa los valores teóricos, a excepción de outliers 
correspondientes al grupo tratado. En 15B los residuales absolutos están distribuidos de forma semejante 

haciendo alusión a la homogeneidad de varianzas (Fuente: autoría propia). 

Finalmente, en la evaluación estadística de las etapas de desarrollo embrionario (HH) 

por medio de la prueba de Wilcoxon, se observó que en la concentración de 2000 μg/L de 

atrazina las medianas de la fase HH entre grupo control y tratado fueron equivalentes en 

ambos casos (mediana= HH 31). Además, no hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos grupos (P= 0,2144) (Figura 16) en relación a la embriogénesis 

siguiendo la clasificación de Hamilton & Hamburger (1992).En la concentración de 200 

μg/L de atrazina se evidenció una mediana de HH 30,5 en el control y HH 31,0 en los 

tratados. Mediante la prueba estadística de Wilcoxon también fue determinado que no 

hubo diferencias significativas en el desarrollo embrionario al comparar los grupos (P= 

0,2984) (Figura 16). 

Los datos indican que el tratamiento con atrazina no interfirió en el avance del 

desarrollo embrionario hasta la etapa HH esperada para el séptimo día de incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Versão Final Homologada
03/02/2026 15:54



51 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Mediana y rangos intercuartílicos de las fases embrionarias (HH) en  las concentraciones de 200 
μg/L y 2000 μg/L de tratamiento con atrazina y los controles respectivos. sin diferencia significativa entre los 

grupos analizados. (Fuente: autoría propia) 
 

La Tabla 3 muestra de forma comparativa los resultados del análisis morfológico 

embrionario entre los grupos control y tratamiento de atrazina (200 y 2000 μg/L), junto 

con las pruebas estadísticas, el valor de p y la significancia estadística.     

Tabla 3 -  resultados estadísticos de endpoints morfológicos embrionarios     

Variable / prueba valor de p Significancia estadística 

Mortalidad (%) 
(Fisher) 

>0,999 No 

Hemorragia (%) 
(Fisher) 

0,0316 Sí 

Malformación (%) 
(Fisher) 

>0,999 No 

Peso (g) (t de Student) 0,6092 No 

Etapa HH (mediana) 
(Wilcoxon) 

0,2144 No 

Fuente: Autoría propia. 

5.2. COMPARACIÓN HISTOLÓGICA DE PROTOCOLOS 

Los resultados a seguir se refieren exclusivamente a la comparación entre protocolos, 

independientemente del tratamiento con atrazina. Se observó con ambos protocolos, una 

conservación parcial de la estructura del tejido hepático, pudiendo identificarse los siguientes 

criterios: preservación de arquitectura hepática, definición nuclear, intensidad de tinción, 

integridad de los sinusoides  
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5.2.1  ​ PRESERVACIÓN DE ARQUITECTURA HEPÁTICA E INTEGRACIÓN 

DE LOS SINUSOIDES 

Al realizar comparaciones entre las microfotografías de láminas control pertenecientes 

a los protocolos largo y corto, donde se utilizó la solución Carnoy como fijador, se 

evidenciaron cortes histológicos parcialmente aptos para realizar una evaluación comparativa 

de los protocolos usados para el procesamiento del tejido hepático de los embriones de ave. 

No hubo diferencias perceptibles entre ambos protocolos (Figura 17). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 17. Láminas histológicas de hígado de embrión de gallina (E7) realizadas con dos protocolos diferentes 
(largo y corto). Las microfotografías A y C corresponden al protocolo corto (láminas control), mientras que B y 

D pertenecen al protocolo largo (láminas control). Con ambos protocolos se conserva parcialmente la 
arquitectura hepática, observándose así la vena central (VC) en A y B; los espacios sinusoidales (S), eritrocitos 
(E) y hepatocitos (H) en las imágenes c) y d). Tinción de hematoxilina-eosina (HE). Las Barras indican 200 μm 

para A y B; 50 μm para C y D. (Fuente: autoría propia). 

 
La preservación del tejido hepático fue parcial en ambos protocolos dado que en la 

evaluación histológica se observaron alteraciones que podrían comprometer la totalidad del 

tejido. Por ejemplo, se identificaron diversas pérdidas de porciones teciduales, además de un 
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visible encogimiento del hígado y los tejidos circundantes, tal como se representa en la 

Figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Disrupciones histológicas en láminas de hígado de embrión de gallina (controles). En A se observa 
una lámina del protocolo corto con una pérdida del tejido hepático en la parte inferior del lóbulo derecho 
(delimitado por un óvalo). En B es observada una lámina del protocolo largo con pérdida del tejido hepático en 
la parte superior del lóbulo (delimitado por un óvalo). En ambas microfotografías es posible evidenciar 
encogimiento del tejido. Tinción hematoxilina-eosina (HE). Barras indican 500 μm. (Fuente: autoría propia). 

5.2.2  ​ INTENSIDAD DEL COLOR Y DEFINICIÓN NUCLEAR  

En cuanto a la tinción en estos protocolos (láminas tratamiento), los hepatocitos se 

tiñen intensamente con eosina. La hematoxilina aunque se tiñó de forma menos intensa, fue 

posible observar los núcleos y nucleolos. Sin embargo, se identificó una coloración intensa 

tanto de hematoxilina como de eosina en los eritrocitos de los espacios sinusoidales (Figura 

19). 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

Figura 19. Tinción histológica de hematoxilina-eosina. En A y B se muestran microfotografías del protocolo 
largo y corto respectivamente (embriones tratados con ATZ 2000  μg/L). En el parénquima la tinción con eosina 

es visiblemente fuerte, los núcleos se observan bien delimitados, aunque con menor intensidad de la tinción 
hematoxilina. Los eritrocitos (flechas) localizados en los espacios sinusoidales poseen una tinción HE uniforme 
y con estructuras bien delimitadas. Hepatocitos (H), eritrocitos (E). Las Barras indican 50 μm. (Fuente: autoría 

propia). 
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5.3. SOLUCIONES FIJADORAS: CARNOY X PARAFORMALDEHÍDO 4% 

Al comparar los efectos de las dos soluciones fijadoras utilizadas tanto en el protocolo 

largo como en el corto (láminas de embriones control), a través de las microfotografías 

histológicas, fue posible visualizar que hubo una leve mejoría en la retracción de las láminas 

correspondientes a los embriones fijados con paraformaldehído 4%, debido a que el 

encogimiento del hígado y de los tejidos circundantes fue menor. Sin embargo, se observaron 

pérdidas de porciones teciduales, semejantes a los observados en las microfotografías 

pertenecientes a las láminas histológicas de embriones fijados con Carnoy (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Comparación de los fijadores utilizados en láminas control. En A y B se observan cortes histológicos 
de la repetición 5  relativos a los embriones controles fijados con paraformaldehído 4%, protocolo corto y largo 

correspondientemente. Las microfotografías C y D pertenecen a  embriones fijados con solución carnoy, 
protocolo corto y largo correspondientemente. Tanto en las láminas fijadas con paraformaldehído como las 

fijadas con solución Carnoy se pueden visualizar porciones desprendidas del tejido hepático (delimitado por 
óvalos). En A y B se percibe una menor retracción del tejido hepático y circundante al compararse con C y D, 

donde los espacios entre el hígado y los otros tejidos son mayores. Tinción hematoxilina-eosina (H & E). Barras 
indican 500 μm. (Fuente: autoría propia). 

 
La tinción con hematoxilina-eosina de las láminas de los embriones fijados con 

paraformaldehído 4% de ambos protocolos tuvo un efecto inverso a las láminas de ambos 

protocolos que fueron fijadas en solución Carnoy. Las láminas correspondientes a la fijación 
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con paraformaldehído mostraron una tinción más visible de la hematoxilina que de eosina en 

los hepatocitos. Aunque las células hepáticas se percibieron mejor en estas láminas, la 

visualización del núcleo fue difícil. En los espacios sinusoidales la tinción de los eritrocitos 

se reveló de forma más uniforme, pudiéndose distinguir el núcleo de dichas células, tal como 

se muestra en la Figura 21. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Tinción histológica hematoxilina-eosina en láminas correspondientes a embriones control fijados 
con paraformaldehído (4%).  A y B pertenecen a los protocolos largo y corto, en el orden mencionado. En 
ambas microfotografías se observa poca intensidad en la tinción de eosina en el parénquima hepático, se 

perciben núcleos tenuemente delimitados colorados por hematoxilina. Hepatocitos (H), eritrocitos (E), células 
hepáticas delimitadas por óvalos, núcleos celulares señalados por puntas de flecha. Las Barras indican 50 μm. 

(Fuente: autoría propia). 

 

5.4. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE LAS MUESTRAS TRATADAS x 

CONTROL 

Al realizar la examinación histológica descriptiva de las láminas más conservadas, se 

observó que la histoarquitectura hepática fue similar en las muestras correspondientes a los 

embriones control y tratados con atrazina 2000 μg/L. Dichos hallazgos no fueron 

cuantificados ni sometidos a análisis estadístico, debiendo ser interpretado como 

observaciones cualitativas. En ambos grupos los hepatocitos se encuentran en una disposición 

cilíndrica alrededor de un lumen conspicuo formados dentro de los cilindros, además de 

amplios espacios vasculares (sinusoides hepáticos) que separan los cilindros hepáticos y sin 

hipertrofia alguna (Figura 22). 

La principal diferencia encontrada entre el hígado de los animales control y los 

expuestos a atrazina 2000 μg/L fue una aparente elevación de células eritrocíticas inmaduras 

en los espacios sinusoidales de los embriones tratados con el herbicida, indicando un posible 

congestionamiento hepático, como es observado en la Figura 23. En ninguno de los grupos 

analizados se encontraron indicios de necrosis ni de vacuolización. 
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En láminas pertenecientes al tratamiento fue percibida la aparición de células con 

núcleos condensados y reducidos, semejantes a células picnóticas (Figura 24). A pesar de este 

último hallazgo en el tratamiento y de la presencia de una cantidad aparentemente mayor de 

eritrocitos en el espacio sinusoidal, no es posible asegurar que hubo cambios en el tejido 

hepático, dado que la histoarquitectura del parénquima y de hepatocitos fueron similares 

entre grupo control y tratamiento. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Comparación de la histoarquitectura hepática en embriones de 7 días. La microfotografía A es la 
representación histológica del grupo control y B corresponde al grupo tratado con atrazina (2000 μg/L). En 

ambas láminas se evidencia una disposición similar de los hepatocitos en forma de cilindro (óvalos) y el lumen 
conspicuo dentro de la conformación cilíndrica (L); los cilindros hepáticos se separan entre sí por la existencia 
de espacios sinusoidales (S).Tinción hematoxilina-eosina (HE). Barras indican 50 μm. (Fuente: autoría propia). 
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Figura 23. Comparación de la presencia de eritrocitos inmaduros en los sinusoides del hígado embrionario de 
los grupos control B, D y tratado con atrazina 2000 μg/L, microfotografías A, C. Tanto en el grupo control 

cuanto en el tratamiento se observó presencia de eritrocitos en los espacios sinusoidales (indicado por flechas), 
sin embargo, la cantidad de eritrocitos visualizada fue aparentemente mayor en las láminas del tratamiento con 

atrazina. Tinción hematoxilina-eosina (H & E). Barras indican 50 μm. (Fuente: autoría propia). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Células de núcleo reducido s en tratamiento de 2000 μg/L. Células de núcleo reducido y condensado 
en a) (flechas) Tinción hematoxilina-eosina (HE). Barras indican 50 μm. (Fuente: autoría propia). 

6.​ DISCUSIÓN 
Los estudios de embriotoxicidad y toxicología del desarrollo a nivel morfológico en 

modelos animales son importantes para entender el potencial de un agente xenobiótico 

 

Versão Final Homologada
03/02/2026 15:54



58 

para ocasionar malformaciones fetales, tasas de supervivencia, reducción del peso y 

longitud embrionaria (KHERA et al., 1989). En este contexto, el embrión de gallina figura 

como un modelo animal para evaluar los efectos de agrotóxicos  ampliamente esparcidos 

en el medio ambiente debido a las ventajas que posee por su accesibilidad a los 

compartimentos de interés (WACHHOLZ et al., 2021). Ante dicha aseveración, estudios 

realizados con atrazina, señalan efectos negativos en los procesos del desarrollo 

embrionario de múltiples especies. La atrazina siendo un agente de uso extensivo, es 

ambientalmente regulado en distintos países. En Brasil, el valor máximo permitido (VMP) 

del herbicida en agua usada para consumo humano es de 2 μg/L (CONSELHO 

NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2007). No obstante, Moreira et al. (2012) 

reportaron concentraciones de atrazina en agua que ultrapasan el VMP en cuerpos 

superficiales dentro del territorio brasileño. Así, el presente trabajo, se realizó con 

concentraciones 100 y 1000 veces más elevadas que el VMP, con el fin de estudiar los 

efectos morfológicos externos y hepáticos en embriones de gallina de 7 días. Esos valores 

fueron seleccionados puesto que los trabajos previos de nuestro grupo de investigación 

indicaron que concentraciones de 20 a 200 μg/L resultaron en ninguna diferencia 

significativa en relación a los valores de mortalidad y malformación (datos no mostrados).  

6.1. DISCUSIÓN SOBRE LA MORFOLOGÍA EMBRIONARIA 

Durante el experimento, fue constatado que la exposición a atrazina en 

concentraciones de 200 y 2000  μg/L en embriones de ave no produjo una diferencia 

estadísticamente significativa de la mortalidad cuando comparado con los grupos de 

control respectivos. Considerando los datos anteriores, los resultados sugieren que con las 

configuraciones experimentales aplicadas, no fue posible revelar que la atrazina tuviese un 

efecto claro sobre la mortalidad o supervivencia de los embriones hacia el séptimo día de 

desarrollo. Además, la mortalidad embrionaria, aunque ampliamente utilizada en estudios 

embrio toxicológicos, es considerada una prueba de baja sensibilidad para la detección de 

efectos subletales, puesto que tiende a reflejar apenas exposiciones severas de altas dosis e 

incompatibles con la vida. Por lo tanto en este estudio, la ausencia de mortalidad como 

parámetro estadístico no se interpreta como ausencia de efecto biológico. Entretanto es 

importante resaltar que la metodología empleada analizó los efectos agudos de la 

inyección única de solución, y el contacto crónico con sustancias nocivas puede 

representar un mayor riesgo de intoxicación (RALSTON-HOOPER et al., 2009).  
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Existe evidencia de que la atrazina en exposiciones agudas no demuestra ser tóxica 

sobre diversos organismos que se encuentran en etapas tempranas del desarrollo, como 

Lampsilis siliquoidea, Hyalella azteca o Diporeia spp. Aunque sí demuestra efectos 

tóxicos cuando los mismos organismos, especialmente Diporeia spp y Lampsilis 

siliquoidea, son expuestos de forma crónica (BRINGOLF et al., 2007; 

RALSTON-HOOPER et al., 2009). Con esto, también es evidenciado que los signos de 

intoxicación en escenarios de exposición aguda y crónica son variables en distintos 

organismos. Parámetros como el peso embrionario y fase HH son útiles como indicadores 

generales, sin embargo pueden no reflejar alteraciones celulares y bioquímicas iniciales. 

A pesar de la escasez de estudios de los efectos de la atrazina en embriones de ave, 

estudios comparables utilizando atrazina en diferentes modelos embrionarios muestran una 

variabilidad de efectos sobre la mortalidad. Por ejemplo, estudios en embriones de pez 

cebra observaron que no hubo una diferencia estadística en la mortalidad cuando 

expuestos a un amplio intervalo de concentraciones de atrazina desde 0,3 a 30 ppb 

(WIRBISKY et al., 2016), 0,3 a 10000 μg/L (BLAHOVA et al., 2020) y 80 mg/L (MAIA 

et al., 2025). La mayor parte de las dosificaciones utilizadas en los estudios mencionados 

sobrepasan las usadas en el presente estudio (200 y 2000  μg/L). En contraste, también se 

han reportado estudios con una disminución considerable en la supervivencia de larvas de 

la misma especie cuando se emplearon dosis de atrazina que están entre 0,1 y 5,0 mg/L 

(ZALUSKY et al. 2022).  

A pesar de no reportar datos de mortalidad significativos, los estudios citados relatan 

aún una significancia estadística en la tasa de malformaciones observadas. La ausencia de 

alteraciones histológicas marcantes puede estar relacionada a la ventana corta de 

exposición, las concentraciones limitadas y/o la limitación de coloración de 

hematoxilina-eosina al detectar alteraciones subcelulares 

Por su vez, la variable hemorragia en la concentración más alta tuvo una significancia 

estadística, habiendo más hemorragias en el grupo tratado que en el control. Lo anterior 

sugiere que la atrazina en una concentración de 2000 μg/L podría estar relacionada a 

efectos sobre el desarrollo del sistema vascular embrionario, inclusive cuando no hay una 

significancia estadística de la mortalidad embrionaria. Se resalta que la hemorragia fue 

analizada a los 7 días de desarrollo, y podría aún ser fatal en etapas más avanzadas, 

inviabilizando la eclosión del individuo. El hecho de que la hemorragia fue el único 
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parámetro con diferencia estadística sugiere que alteraciones vasculares podrían ocurrir 

antes que las alteraciones morfológicas hepáticas detectables por HE 

La dosis más baja probada en este estudio no tuvo una relevancia estadística, a pesar 

de que se observó una mayor cantidad de embriones con hemorragia en el grupo tratado, 

comparado con el control. La ausencia de significancia estadística en la concentración de 

200 μg/L comparada a la de 2000 μg/L podría estar relacionada al reducido tamaño 

muestral (n) que se analizó. Artículos donde fue evaluada la presencia de focos 

hemorrágicos en renacuajos tratados con atrazina reportan que hay una significancia 

estadística sobre la hemorragia focalizada en el tejido visceral como efecto subletal, 

utilizando concentraciones arriba del VMP (LENKOWSKI et al., 2008). En consonancia, 

embriones de pez cebra tratados con 10 mg/L de atrazina, luego de 36 horas de exposición 

tuvieron efectos negativos en el sistema vascular; aunque en este escenario si hubo una 

correlación entre la mortalidad y los disturbios vasculares (WIEGAND et al., 2001).   

La hemorragia ocurre cuando los eritrocitos salen desde los vasos sanguíneos hacia 

diversos órganos o tejidos de un organismo, esta puede ser causada por diversas razones 

como enfermedad, o como una respuesta a la toxicidad (BASHER et al., 1983; 

LENKOWSKI et al., 2008).  En este sentido, la hemorragia presente en los embriones 

tratados con 2000 μg/L de atrazina podría suponer una respuesta a la exposición de tipo 

subletal, y podría ser una señal de daño vascular presente antes de detectar parámetros de 

mortalidad. 

A pesar de no haber obtenido resultados significativos en cuanto a la presencia de 

malformaciones, peso embrionario y fases del desarrollo con tratamiento por atrazina, 

otros estudios han documentado malformaciones relativas a medidas craneales, 

alteraciones somíticas, diferencias en el peso y crecimiento según concentraciones 

utilizadas y especies en fase embrionaria evaluadas. Estudios sobre la exposición a 

atrazina en embriones de peces han reportado deformaciones corporales, edemas y 

deformación del saco vitelino, cola reducida y ausencia de cabeza en intervalos de 

concentración desde 0,1 a 5 mg/L (ZALUSKY et al., 2022). Otros estudios resaltan 

diferencias morfológicas-reproductivas sólo en la adultez de hembras de pez cebra que 

fueron expuestas a atrazina en concentraciones de 3 y 30 ppb durante el periodo 

embrionario  (WIRBINSKI et al., 2016). Es de resaltar que diferentes metodologías 

experimentales tuvieron diferentes resultados. Así, son necesarios estudios robustos, con 
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muestras lo suficientemente grandes y métodos controlados para la correcta verificación 

de los efectos sobre los embriones. 

6.2. DISCUSIÓN SOBRE LOS PROTOCOLOS HISTOLÓGICOS 

Al comparar el protocolo largo y corto para preparación de láminas histológicas de 

hígado, no fueron observadas diferencias aparentes en el tejido. Cuando se realizan los 

procesos de deshidratación, aclaramiento e impregnación del material en parafina, es 

preciso considerar el tipo de material, la espesura y las propiedades física e histoquímicas 

cuando los reactivos usados en el procesamiento interactúan con los tejidos en tiempos 

específicos (TAQI et al., 2018).  

La deshidratación, siendo la primera etapa del procesamiento, busca la eliminación 

gradativa del agua en el contenido tisular por medio de diferentes reactivos como el etanol, 

metanol, alcohol isopropílico o acetona (SUVARNA et al., 2012). Tiempos cortos pueden 

perjudicar la deshidratación, impidiendo la completa eliminación del agua, que a su vez 

perjudica la infiltración del medio de inclusión y la calidad de los cortes histológicos 

(TAQI et al., 2018; SUVARNA et al., 2012). Tiempos muy largos en agentes 

deshidratantes también tienen efectos negativos sobre el tejido, ocasionando retracción 

tisular (TAQI et al., 2018).  

Con el aclaramiento histológico es producida una homogeneidad en el índice de 

refracción haciendo que los tejidos se vuelvan transparentes, y esta etapa generalmente es 

realizada usando xilol (HONG et al., 2019). Una extensa exposición al xilol puede causar 

endurecimiento y cristalización del tejido, favoreciendo el seccionamiento y retracción del 

corte histológico; por su parte, la omisión de esta etapa afecta la impregnación de la 

parafina (TAQI et al., 2018). Por fin, la infiltración del tejido es ejecutada a través de 

materiales con cadenas largas de hidrocarburos, como la parafina (SLAOUI, 2011). La 

exposición prolongada puede favorecer las grietas en el tejido, mientras que los tiempos 

cortos pueden perjudicar la completa infiltración de parafina, creando lagunas, rasguños o 

ruptura del tejido (GOLOGAN et al., 2023) 

En este estudio,  el reactivo de deshidratación utilizado fue el etanol a diferentes 

grados. Dentro de los tiempos a los que se sometió el tejido, se resalta que tanto en el 

protocolo largo como corto fueron empleados tres baños de etanol absoluto, siendo que 

uno de ellos quedó overnight. La literatura reporta que en las fases gradativas de 
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deshidratación, cuando esta se realiza en dos días, el material es mantenido en etanol 70% 

(GITIRANA, 2024). El alcohol absoluto overnight sobre el material histológico 

probablemente fue perjudicial, ocasionando quiebras y retracción del material. Estudios 

apuntan que protocolos donde se emplea una deshidratación intensa aunado al uso de xilol, 

generan mayor retracción tisular (METGUD et al., 2013). Así, es posible dilucidar que es 

necesario realizar una optimización de los protocolos teniendo en cuenta los 

procedimientos sin interrupciones, desde la hidratación hasta la formación de bloques con 

parafina, con el fin de minimizar los efectos adversos en las láminas histológicas. 

Experimentos futuros serán realizados teniendo en cuenta las variables propuestas. 

Un factor adicional a tener en cuenta en la comparación de los resultados largo y corto 

es el tamaño de los embriones de 7 días de desarrollo. La literatura apunta a que la 

penetración de los reactivos en el tejido depende en gran medida del tamaño y profundidad 

que la muestra histológica posea, por lo tanto, entre más grande y profunda sea la muestra, 

los reactivos demorarán más tiempo en penetrar los tejidos internos (SUVARNA et al., 

2012). En este sentido, en embriones completos como los utilizados durante la 

experimentación, el alcohol podría no remover en su totalidad el agua en el interior del 

tejido, ocasionando consecuentemente una inacción del agente aclarante (xilol) y una 

pobre infiltración de la parafina. Lo anterior es explicado debido a que el agua al ser una 

molécula polar no permite que la parafina (molécula apolar) actúe en el tejido (SUVARNA 

et al., 2012). 

La selección de fijadores óptimos para el tejido de interés es importante, puesto que 

una fijación inadecuada podría comprometer las etapas posteriores del procesamiento 

histológico (AJILEYE & ESAN, 2022). En este estudio se demostró que tanto la solución 

Carnoy como el paraformaldehído 4% permitieron obtener cortes histológicos aptos para 

una evaluación morfológica parcial. Así, fue preservada la histoarquitectura de estructuras 

importantes como hepatocitos, vena central, sinusoides y eritrocitos presentes en los 

mismos sinusoides. Ambos fijadores son utilizados en experimentos con embriones. Se ha 

observado que, en tejido embrionario de gallina de 7 a 21 días de desarrollo, la solución 

Carnoy, al ser un fijador efectivo, permitió visualizar estructuras celulares de órganos 

productores de hormona del crecimiento fuera de la glándula pituitaria (MURPHY et al., 

2003). El paraformaldehido 4% ha sido empleado para la preservación de embriones de 

gallina en fase de desarrollo HH9, donde se evidenció el paraformaldehído como un 

método de fijación que afecta la morfología nuclear y la apariencia del tejido, aunque 
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mantiene las estructuras terciarias y cuaternarias de las proteínas (ECHEVERRÍA et al., 

2024).  

La selección del fijador fue impactante en los resultados de las tinciones observadas. 

La solución Carnoy es un fijador de tipo desnaturalizante que se compone de 3 sustancias: 

etanol, ácido acético y cloroformo (HOWAT & WILSON, 2014). La interacción entre los 

compuestos forman uniones de hidrógeno que estabilizan los tejidos (PUCHTLER et al., 

1968). Específicamente, el ácido acético dentro del fijador posee la capacidad de coagular 

la cromatina. Al estudiar la relación entre tinción HE y el fijador Carnoy, tejidos 

desarrollados provenientes del riñón y bazo revelan delimitada y uniformemente la 

estructura morfológica del núcleo y nucleolo en las células (GÜRGEN & YILDIRIM, 

2020). En el presente estudio, cuando se utilizó la solución Carnoy, se observaron en el 

espacio sinusoidal células eritrocíticas con núcleo y citoplasma altamente diferenciados y 

delimitados con HE, lo que indica que el fijador actuó de forma esperada en ese grupo 

celular. En cuanto a los hepatocitos, se observó el núcleo delimitado teñido de 

hematoxilina, aunque con una menor intensidad que el parénquima teñido de eosina.  

El Paraformaldehído (PFA) es un fijador de reticulación que actúa en los tejidos 

formando puentes de metileno con las proteínas, inmovilizándolas (IRGEN-GIORO, 

2022). Artículos mencionan que el PFA preserva la morfología celular y nuclear de 

distintos tejidos como el sistema nervioso (SNYDER et al., 2022) o tejido hepático 

embrionario (ELLIS & YIN, 2017). No obstante se reportan algunas distorsiones tisulares 

como vacuolización artificial, pérdida de citoplasma y una tinción más tenue de la eosina 

(SNYDER et al., 2022; ELLIS & YIN, 2017). En el presente estudio, cuando fue usado el 

paraformaldehído 4% se evidenció una coloración uniforme de las células sanguíneas en 

los sinusoides, identificando el núcleo y citoplasma de la sangre; en los hepatocitos, el 

parénquima se mostró con una coloración menos intensa de eosina y hematoxilina en 

comparación con las visualizaciones realizadas en las láminas de embriones fijados con 

Carnoy. La baja intensidad de las tinciones es una característica documentada de algunos 

fijadores reticulantes, por ejemplo, en el tejido nervioso periférico se reportó que el 

glutaraldehído (fijador reticulante) tuvo un bajo contraste de tinción nuclear y axoplasmal 

al teñir con hematoxilina eosina, tricrómico de Masson, azul rápido de luxol y azul de 

anilina (DÖRTBUDAK et al., 2025). Otra investigación que usa formaldehído (10%) para 

la fijación de tejido renal y esplénico describiendo una tinción pálida de la eosina, 

especialmente en la células renales (GÜRGEN & YILDIRIM, 2020). Lo descrito en este 
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estudio en relación a la baja tinción podría deberse a que los puentes de metileno que se 

forman entre el fijador y las proteínas, posteriormente impiden la unión de las proteínas 

con los colorantes ácidos como la eosina, un fenómeno conocido como enmascaramiento 

químico (CARSON & CAPELLANO, 2020). Además, en muestras grandes (como es el 

caso de los embriones de 7 días), la fijación con el paraformaldehído puede ser 

heterogénea, debido a que hay una penetración más lenta (en comparación al Carnoy), 

preservando bien la parte externa aunque de forma insuficiente las partes internas de la 

pieza (CHESNICK et al., 2010). 

6.3. DISCUSIÓN DE LA MORFOLOGÍA HEPÁTICA 

Finalmente, la caracterización morfológica del tejido hepático tratado x control indicó 

una diferencia importante en muestras de embriones tratados con 2000 μg/L de atrazina: la 

congestión sinusoidal. A pesar de la poca literatura sobre los efectos de la atrazina sobre el 

tejido hepático embrionario, estudios equiparables con otras especies reportan diferentes 

afectaciones en el tejido hepático. Alevines de la especie Piaractus mesopotamicus 

tratados con atrazina en la dosis de 3570 μg/L por 30 días tuvieron alteraciones hepáticas 

severas comprendiendo características como necrosis focal irreversibles, gotículas 

lipídicas en el parénquima y citoplasma vacuolado (CRUZ, 2015). La observación del 

incremento aparente de células sanguíneas inmaduras en los espacios sinusoidales en 

láminas tratadas en comparación con láminas del grupo control también ya fue observada 

en peces juveniles en desarrollo (Astyanax altiparanae) en contacto con diferentes 

concentraciones de atrazina durante 35 días, habiendo un incremento en la congestión 

vascular asociado a hiperplasia endotelial (SILVA et al. 2023). Aquí es resaltada la 

diferencia entre los procedimientos, siendo que en el actual trabajo el tratamiento fue de 

aplicación única (test agudo), en cuanto que en los trabajos citados previamente los 

animales quedaron expuestos por días al químico. Aunque no hay reportes del efecto de la 

atrazina sobre la congestión hepática del hígado aviar en desarrollo,  fué observado que en 

codornices adultas expuestas a 50, 250 y 250 mg/kg de atrazina hubo congestión leve y 

desorden en el cordón celular hepático (ZHANG et al., 2012). Los estudios indican que la 

congestión de células sanguíneas en los sinusoides probablemente esté correlacionada a 

alteraciones vasculares por el uso de xenobióticos. Dado que en este estudio no hubo un 

análisis cuantitativo de las observaciones histológicas, existen limitaciones en la 

interpretación definitiva en relación a la congestión hepática. Sin embargo, es importante 
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enfatizar que alteraciones iniciales a nivel celular pueden no ser detectables con HE; 

alteraciones bioquímicas y moleculares pueden preceder alteraciones morfológicas. 

Los núcleos picnóticos en muestras histológicas son estructuralmente informativos 

dado que su visualización sugiere problemas en el empaquetamiento de la cromatina 

(BURGOYNE, 1999). En el contexto de tratamientos con atrazina, estudios donde se 

evalúa el tejido hepático de distintas especies que han sido expuestas a atrazina reportan la 

presencia de picnosis, cariorrexis acompañado de necrosis; en adición, dichas 

investigaciones reportan resultados con marcadores oxidativos trabajados por 

inmunohistoquímica (RAJINI et al., 2015; KADRY et al., 2012). En el presente estudio, el 

mecanismo del xenobiótico en el tejido hepático embrionario no fue directamente 

evaluado, pero podría explicar la aparición de los núcleos picnóticos en las láminas 

pertenecientes a embriones tratados con 2000 μg/L. Así, para obtener resultados 

concluyentes de los hallazgos se requiere la utilización de marcadores específicos que 

indiquen alteraciones en apoptosis y en proliferación celular. 

Aunque la histoarquitectura del hígado tratado con atrazina 2000 μg/L se preservó, las 

evidencias de congestionamiento sinusoidal y presencia de células picnóticas indican que 

en la dosis evaluada, el herbicida atrazina podría inducir cambios sutiles a nivel celular y 

vascular. Estudios futuros deben realizarse con un mayor número de muestras, análisis 

cuantitativos e inmunohistoquímicos que ayuden a develar los mecanismos toxicológicos 

de la atrazina en hígado de aves en fases embrionarias. Los datos encontrados en este 

estudio sobre congestión sinusoidal y células picnóticas son de carácter descriptivos, por 

tanto no permiten inferir mecanismos, pues esto exige técnicas complementarias. 
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7.​ LIMITACIONES 

En relación a las limitaciones del estudio, algunos factores dentro del diseño 

experimental se deben tomar en cuenta. Primero, se trabajó con un número limitado de 

dosis, donde se evaluaron dos concentraciones (200 μg/L y 2000 μg/L) que a su vez 

restringe la posibilidad de evaluar la relación dosis-respuesta. En adición, el estudio se 

enfocó en morfología externa y la histología hepática, dejando de lado marcadores 

bioquímicos y/o moleculares que permitieran evaluar vías moleculares concretas que se 

pueda ver afectadas, tales como apoptosis o estrés oxidativo. La parte histológica se 

trabajó meramente con tinción Hematoxilina-eosina y la comparación entre los grupos 

(control x tratado) de 2000 μg/L fue totalmente descriptiva.  Por lo tanto, no hubo una 

sección de cuantificación morfométrica que permitiera de forma conclusiva percibir 

cambios sutiles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Versão Final Homologada
03/02/2026 15:54



67 

8.​ CONCLUSIONES 

8.1. CONCLUSIONES BIOLÓGICAS 

Este trabajo estudió los efectos de la atrazina en el desarrollo embrionario de Gallus 

gallus de 7 días, profundizando en la morfología externa y el tejido hepático. Los 

resultados obtenidos demostraron la ausencia de efectos letales significativos en las 

concentraciones de 2000 y 200 μg/L. Sin embargo, hubo significancia estadística sobre la 

presencia de hemorragia en los embriones tratados con la dosis mayor como un efecto que 

podría indicar daño vascular en nivel subletal hasta el día estudiado. Otros parámetros 

analizados como malformación embrionaria, peso o fase del desarrollo se mostraron 

estadísticamente no significativos. Lo anterior muestra que los efectos a la exposición a 

atrazina pueden expresarse como afecciones subletales aún cuando los parámetros de 

mortalidad no indican significancia estadística. Con dichos datos es posible afirmar que 

bajo la ventana de exposición y tiempo el endpoint de hemorragia podría ser un indicador 

temprano de sensibilidad. 

Los resultados histológicos de hígado embrionario pertenecientes a tratados y 

controles apuntan a que de forma descriptiva se encontró congestión sinusoidal y células 

picnóticas que figuran como alteraciones vasculares en láminas correspondientes al 

tratamiento con atrazina. Sin embargo no se encontraron otras características de daño 

tisular como vacuolización, necrosis o apoptosis. Con esto, es importante recalcar las 

limitaciones de esta parte del estudio descriptivo como el tamaño muestral, la ausencia de 

evaluaciones cuantitativas. Estudios futuros con mayores tamaños en la muestra, 

adaptaciones adecuadas en cuanto al procedimiento histológico, análisis estadísticos 

cuantitativos y con marcadores inmuno histológicos como marcadores vasculares para la 

evaluación de hemorragia, marcadores apoptóticos para células picnóticas y marcadores 

del estrés oxidativo para estudiar la congestión sinusoidal podrán traer resultados más 

conclusivos de la acción de la atrazina en embriones aviares. 

8.2. CONCLUSIONES METODOLÓGICAS 

En relación a los protocolos histológicos empleados para observar el tejido hepático, 

se constató que la duración de los protocolos (largo y corto) no se observó una diferencia 

en la histoarquitectura del tejido, aunque el protocolo debe ser aún optimizado, visto que 

el material fue apenas parcialmente preservado, La comparación de fijadores evidenció 
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que tanto la solución Carnoy como el paraformaldehído 4% preservan de forma parcial el 

tejido hepático, logrando estudios morfológicos gracias a la preservación de las estructuras 

que componen el hígado embrionario como los sinusoides, células sanguíneas, parénquima 

hepático (parcialmente). No obstante, la tinción de hematoxilina y eosina tuvo diferencias 

al comparar ambos fijadores, siendo que con la solución Carnoy, la tinción fue más intensa 

resaltando el citoplasma y la delimitación de los núcleos y con el paraformaldehído 4% la 

tinción se presentó de forma opaca, especialmente en el parénquima que es teñido con 

eosina. Lo anterior brinda información útil para estandarizar protocolos histológicos en 

futuros estudios con embriones aviares de 7 días de desarrollo.  
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ANEXOS 

 
Tabla 1- Proporción de embriones muertos con intervalos de confianza de Wilson - Brown 

95%  

Dosis 
(μg/L) 

Grupo Embriones 
muertos 

Embriones 
vivos 

Total Proporción 
de 
mortalidad 
(%) 

IC95% de 
Wilson - Brown 
embriones 
muertos 

 200  control  2  8  10  20,00%  0,0355 – 0,5098 

 200  tratado  1  8  9  11,11%  0,0057– 0,4350 

 2000  control  2  25  27  7,41%  0,01316–0,2337 

 2000  tratado  1  21  22  4,50%  0,0023 – 0,218 
 

 

Tabla 2- Proporción de embriones con hemorragia con intervalos de confianza del 95% de 
Wilson - Brown  

 

 

 

 

 

 

Dosis 
(μg/L) 

Grupo Embriones 
con 
hemorragia 

Embriones 
sin 
hemorragia 

total Proporción 
de 
mortalidad 
(%) 

Ic de Wilson 
95% 
(hemorragia) 

 200  control  2  8  10  20,00% 0,036 - 0,509 

 200  tratado  5  4  9  55,56%  0,267- 0,812 

 2000  control  5  22  27  18,52% 0,082 - 0,367 

 2000  tratado  11  11  22  50,00%  0,307 - 0,693 
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Tabla 3- Proporción de embriones con malformación junto con intervalos de confianza del 
95% de Wilson - Brown  

 

 

Tabla 4- Media de los pesos embrionarios y diferencias entre las medias 

Dosis (μg/L) Grupo Tamaño de 
la muestra 

Media de 
los pesos 

Diferencia entre 
medias (B - A) ± DE 

200 control 10 0.7449 0.1807 ± 0.1619 

200 tratado 9 0,9255 

2000 control 27 0.7996 0.02771 ± 0.05387 

2000 tratado 22 0.8273 
B - Grupo tratado 

A - Grupo control 

DE - Desviación estándar 

 

 

 

 

 

 

Dosis 
(μg/L) 

Grupo Embriones 
con 
malformación 

Embriones 
sin 
malformación 

total Proporción 
(%) de 
malformación 

Ic de 
Wilson 
95%  

 200  
control 

 1  9  10  10,00% 0,005- 
0,404 

 200  tratado  2  7  9  22,22% 0,0395- 
0,547 

 2000  
control 

 4  23  27  14,81% 0,059 - 
0,325 

 2000  tratado  4  18  22  18,18% 0,073 - 
0,385 
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Tabla 5- Mediana y rangos intercuartílicos de las fases de desarrollo HH 

Dosis (μg/L) Grupo Tamaño de 
la muestra 

Mediana de las 
fases 

embrionarias 

Rangos 
intercuartílicos 

200 control 10 30,5 Q1 (25%) = 30 

Q3 (75%) = 31 

200 tratado 9 31,00 Q1 (25%) = 31 

Q3 (75%) = 31 

2000 control 27 31,00 Q1 (25%) = 31 

Q3 (75%) = 31 

2000 tratado 22 31,00 Q1 (25%) = 30 

Q3 (75%) = 31 

Q1 - valor debajo del 25% de datos 

Q3 -  valor debajo del 75% de datos 
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