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A R T I C U L O O R I G I N A L
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neural; Células parafoliculares.

THYROID C CELLS ARE DECREASED IN EXPERIMENTAL CDH

ABSTRACT: Background/aim. Experimental CDH is often associated
with malformations of neural crest origin. Several of these features are
present in human CDH and therefore likely similar pathogenic mecha-
nisms should be explored. The aim of the present study is to examine
whether thyroid C-cells, another neural crest derivative, are abnormal
in this rat model.
Methods. Pregnant rats were exposed either to 100 mg of 2-4-dichlo-
rophenyl-p-nitrophenyl ether (nitrofén) or vehicle (controls) on 9.5 day
of gestation. Fetuses were recovered on day 21st and the thyroids of tho-
se with CDH (68%) were immuno-histochemically stained with anti-cal-
citonin antibody. The number of positively stained cells per high power
field were counted using a computer-assisted image analysis method in
at least 5 sections per thyroid. The distribution of the cells within the
gland was assessed as well. Comparisons between CDH and control rats
were made by non-parametric tests with a significance threshold of p<0.05.
Results. The number of c-cells was dramatically reduced in CDH ani-
mals in comparison with controls (101.2±61.3 vs 23.1±37, p<0.0001).
Histology of the thyroid was similar in both groups, but the distribu-
tion of positive C-cells within the gland followed an abnormal pattern
in CDH rats with the cells tending to be located at the periphery rat-
her than at the core of the lobes.
Conclusions. Nitrofén induces a severe decrease in thyroid C cells
accompanied by abnormal distribution patterns. These results add furt-
her evidence of the involvement of a neural crest dysregulation as a
component of the pathogenesis of experimental CDH. Whether there
is or not a clinical counterpart to these findings is still unknown, but
the nature of the cardiovascular and craneo-facial malformations in
some babies with CDH strongly support further research in this field. 

KEY WORDS: Congenital diaphragmatic hernia; Nitrofén; Neural crest;
Parafollicular cells.

INTRODUCCIÓN

La supervivencia de los pacientes con hernia diafragmá-
tica congénita (HDC) viene básicamente determinada por el
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RESUMEN: Introducción/objetivo. La hernia diafragmática congénita
(HDC) experimental a menudo se asocia con malformaciones de ori-
gen neurocristal. Algunas de estas alteraciones están también presen-
tes en la entidad humana, por lo que el mecanismo patogénico pudie-
ra ser similar. El objetivo de este trabajo es estudiar si las células para-
foliculares tiroideas (células C), también directamente derivadas de
la cresta neural, son anormales en este modelo animal.
Metodos. Ratas gestantes fueron expuestas a 100 mg de nitrofén por
vía intragástrica (grupo nitrofén) o 1 mL de excipiente (grupo control)
en el día 9,5 de gestación. Los fetos fueron recuperados en el día 21 de
gestación y los tiroides de aquellos que presentaban HDC (68%) fue-
ron procesados para su estudio inmunohistoquímico con anticuerpo
anticalcitonina. El número de células teñidas por campo microscópico
de gran aumento fue establecido usando un método informático auto-
matizado en al menos 5 cortes de cada tiroides. Se estudió igualmen-
te la distribución de las células dentro de la glándula. Las compara-
ciones entre grupos se hicieron con métodos no paramétricos, estable-
ciendo un nivel de significación estadística de p < 0,05.
Resultados. El número total de células estaba reducido drásticamente
en los animales del grupo nitrofén comparados con los controles
(23,1±37 vs 101,2±61,3; p < 0,0001). La histología del tiroides fue
similar en los 2 grupos, pero la distribución de las células parafolicu-
lares dentro de la glándula seguía un patrón anormal en el grupo nitro-
fén.
Conclusiones. El herbicida nitrofén induce una disminución severa del
número total de células parafoliculares así como una distribución anor-
mal de las mismas dentro del tiroides. Estos resultados refuerzan la evi-
dencia del papel patogénico de una disregulación de la cresta neural
como mecanismo de esta malformación en roedores. La semejanza del
modelo experimental y la HDC en humanos invita a realizar investi-
gaciones paralelas en las 2 especies. 
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grado de hipoplasia pulmonar presente al nacimiento(1-3). Sin
embargo, otros factores como las malformaciones asocia-
das contribuyen de forma significativa al pronóstico de estos
pacientes(4, 5). Muchas de estas malformaciones afectan de
manera directa a órganos derivados directamente de la cres-
ta neural. Esta estructura embrionaria transitoria aparece de
forma precoz en el desarrollo a ambos lados del tubo neural
a medida que éste comienza a cerrarse. Las células neuro-
cristales entonces migran a diferentes partes del embrión, con-
tribuyendo al desarrollo y diferenciación de diversas partes
del mismo. Éstas incluyen huesos y cartílagos del cráneo y
cara, el oído medio, el timo, las paratiroides, los grandes vasos
cardíacos, el sistema nervioso entérico o los melanocitos
(Tabla I)(6). Las células C tiroideas o células parafoliculares
forman parte del sistema neuroendocrino conocido como sis-
tema APUD y también están derivadas directamente desde
las células de la cresta neural. Su papel en la síntesis, alma-
cenaje y excreción de calcitonina, una hormona involucrada
en la homeostasis del calcio, facilita su tinción con técnicas
de inmunohistoquímica, por lo que representan un fácil mar-
cador de alteraciones de la cresta neural en diversos modelos
experimentales(7).

Existen varios modelos que reproducen la HDC en ani-
males. El más usado es el inducido con el herbicida nitrofén,
entre otras razones porque no sólo es capaz de provocar el
defecto herniario, sino también las alteraciones que la acom-
pañan en el humano. De este modo, la hipoplasia pulmonar,
la inmadurez bioquímica, las cardiopatías congénitas o las
alteraciones craneofaciales que, entre otros, presentan los
pacientes con HDC, también están presentes en las ratas o
ratones expuestos a nitrofén(8-11). Muchas de estas malforma-
ciones y otras estudiadas hasta la fecha tan sólo en anima-
les(12) afectan a órganos derivados de la CN, motivo por el que
puede especularse sobre una alteración en esta estructura como
factor etiológico de la HDC.

En este trabajo partimos de la hipótesis de que las células
C tiroideas, derivadas directamente de la CN, están alteradas
en el modelo experimental de HDC inducida con nitrofén.

MÉTODOS

Animales de experimentación. Empleamos 10 ratas Spra-
gue-Dawley hembras vírgenes de 220-250 g de peso y machos
de fertilidad probada. Los animales fueron alojados en las
instalaciones del laboratorio experimental del hospital La Paz
de Madrid y fueron alimentados con el granulado especial y
agua de bebida ad libitum. Su manipulación se ajustó a las
exigencias de la Unión Europea vigentes (E.C. 86/L609) y
a las recogidas en el R.D. 223/1988. 

Las hembras fueron enjauladas con macho (3x1) para
su fecundación durante una noche. El día 0 de la gestación
fue contado a partir del momento en que en el frotis vaginal
se demostró la presencia de espermatozoides. Las ratas fue-
ron entonces divididas de forma aleatoria en dos grupos: con-
trol (n=5) y nitrofén (n=5).

En el día 9,5 de gestación se administró a las madres del
grupo nitrofén una dosis de 100 mg de nitrofén diluido en 1
mL de aceite de oliva puro por vía intragástrica. A los ani-
males del grupo control se les administró por la misma vía el
mismo volumen de excipiente.

Los fetos fueron recuperados en el día 21 de gestación
(término=22). Tras ser sacrificados, fueron pesados y exa-
minados para evaluar la presencia de HDC y otras malfor-
maciones. Finalmente los animales fueron conservados en
formol al 10% durante al menos 7 días tras los cuales se extra-
jo con ayuda de un microscopio quirúrgico el bloque for-
mado por la tráquea y ambos lóbulos tiroideos.

Procesamiento de los tiroides. Los bloques obtenidos fue-
ron parafinados y cortados en planos coronales con un gro-
sor de 3 mm, tiñendo uno de cada 10 con hematoxilina/eosi-
na hasta alcanzar el área máxima de superficie tiroidea.
Siguiendo una metodología descrita previamente(13), se esco-
gieron desde este punto el primero, quinto, décimo, déci-
moquinto y vigésimo cortes para ser procesados mediante
técnica inmunohistoquímica. De esta manera se aseguró una

Tabla I Estructuras derivadas de la cresta neural

Tipo celular Tejidos y órganos con células de la CN 

Adipocitos Tejido adiposo
Neuronas adrenérgicas Médula adrenal
Angioblastos Vasos sanguíneos
Células productoras de Cerebro
calcitonina (células
parafoliculares o cél. C)
Mesénquima cardíaco Tejido conectivo
Neuronas colinérgicas Esqueleto craneofacial
Condroblastos y condrorcitos Cartílagos craneofaciales
Células cromafines Dermis
Fibroblastos Ojo (córnea, coroides, esclera,

músculos pupilares y ciliares)
Células gliales Tejido conjuntivo glandular

(paratiroides, tiroides, timo,
hipófisis, lacrimal)

Melanocitos Corazón (arco aórtico, tabique,
tronco-cono)

Odontoblastos Sistema nervioso parasimpático
Osteoblastos y osteocitos Sistema nervioso periférico
Células de Rohon-Beard Ganglios espinales
Células satélite Sistema nervioso simpático
Células de Schwann Células tiroideas (células C)
Neuronas sensitivas Papila y dentina
Algunos mioblastos estriados Cuerpo último branquial
y lisos (i.e. músculos
intraoculares)
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correcta evaluación del número de células C presentes en cada
tiroides.

Inmunohistoquímica. Las cinco secciones obtenidas fue-
ron pretratadas con peróxido de hidrógeno y metanol, incu-
badas con suero de cabra e incubadas de nuevo con anticuerpo
anticalcitonina de conejo (Dako Diagnostic, Glostrup, Dina-
marca). Posteriomente, las preparaciones fueron tratadas con
el anticuerpo secundario correspondiente y, por último, reve-
ladas con diaminobenzidina y contrateñidas con hematoxili-
na de Mayer(14, 15).

Contabilización de las células. Las imágenes resultantes
tras la inmunohistoquímica fueron digitalizadas mediante una
cámara digital (Evolution LC, MediaCybernetics, Estados
Unidos) adaptada a un microscopio óptico (Olympus CX40,
Hamburgo, Alemania). Las células teñidas positivas en cada
sección tiroidea fueron contabilizadas mediante un softwa-
re de análisis de imagen (Image ProPlus v5.0.1, MediaCy-
bernetics, Estados Unidos). Para evitar sesgos, el contaje se
realizó al menos en dos ocasiones separadas por un período
de tiempo superior a 2 semanas. Como las células C tiroi-
deas siguen un patrón de distribución regular y constante den-
tro de la glándula tiroides en todos los mamíferos(16, 17), tam-
bién se analizó la localización de las células en ambos gru-
pos experimentales. El análisis estadístico se realizó median-
te tests no paramétricos con un nivel de significación esta-
dística p < 0,05.

RESULTADOS

De los 45 fetos expuestos a nitrofén, 31 (68,8%) presen-
taban una HDC, que en todos los casos fue derecha y que
no se encontró en ningún feto del grupo control. Se esco-
gieron de manera aleatoria 10 fetos con HDC y otros 10 con-
troles (2 fetos por camada) para la evaluación de las células
C tiroideas. 

El número de células C tiroideas fue significativamente
inferior en el grupo con HDC que en los controles (23,1±37

vs 101,2±61,3, p<0,01) (Fig. 1). En el grupo control la dis-
tribución de las células seguía un patrón constante y acorde
con las descripciones previas(16,18,19), con mayor número en
las áreas centrales y menor en ambos polos y en la periferia
(Fig. 2). Sin embargo, en el grupo nitrofén, 3 animales de los
10 analizados tenían células parafoliculares en un hemitiroi-
des pero ninguna en el otro. En todas las restantes glándu-
las analizadas la distribución de las células siguió un patrón
anormal, localizándose tanto en la periferia como en ambos
polos tiroideos, hecho que no ocurrió en ningún animal del
grupo control (Fig. 3). En uno de los animales, además, exis-
tía una ectopia tímica. 

DISCUSIÓN

Este trabajo demuestra una severa alteración en las célu-
las parafoliculares tiroideas en el modelo de HDC inducida
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Figura 1. Número total de células C en los grupos control y HDC.

Figura 2. Sección coronal del lóbulo tiroideo derecho de un feto con-
trol. Las células C están teñidas con anticuerpo anticalcitonina y apa-
recen en color más oscuro. Su distribución sigue un patrón caracterís-
tico en el centro de la glándula. PT: paratiroides. T: tráquea. Magnifi-
cación original x200.
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con nitrofén. Al igual que muchas otras malformaciones estu-
diadas en este modelo, ésta es un reflejo directo de una dis-
función en la migración, desarrollo o diferenciación de las
células de la CN, por lo que podemos suponer un papel etio-
patogénico de esta estructura en la HDC experimental.

A pesar de ser un modelo establecido, poco se conoce
sobre el mecanismo de acción del nitrofén. Según los datos
experimentales, este herbicida actuaría como un oxidante
interfiriendo los procesos intracelulares de oxidación y reduc-
ción, y alterando las cascadas moleculares involucradas en la
organogénesis precoz(20-22). Diversos estudios apoyan esta teo-
ría, así como el hecho de que otros teratógenos que son capa-
ces de inducir HDC también actúen como oxidantes(23-25).

A nivel molecular, posiblemente los mecanismos sobre
los que actúa el nitrofén tengan relación con el control ejer-
cido por algunos genes reguladores del desarrollo embriona-
rio. Algunos de estos genes son los Hox, factores de trans-
cripción que, desde la mosca del vinagre hasta el humano, se
encargan de la segmentación anteroposterior del organismo
activando o desactivando otros genes por debajo de ellos(26).
En los mamíferos, los 39 genes Hox existentes se encuentran
divididos en 4 grupos en 4 cromosomas distintos. De los estu-
dios hechos con animales mutantes en los que la función de
un gen Hox determinado se pierde o se multiplica, sabemos
que algunos de ellos están involucrados en la formación de
estructuras derivadas de la cresta neural. Así, los ratones
mutantes o knock-out para Hoxa3 son atímicos, aparatirode-
os, tienen cardiopatías conotruncales y un fenotipo similar al
del síndrome de DiGeorge, así como un número de células C
tiroideas disminuido(27, 28). Los knock-out para Hoxa5 pre-
sentan obstrucción laringotraqueal e histología pulmonar anor-
mal(29), y los mutantes combinados para Hoxa3, Hoxb3 y
Hoxd3 exhiben un fenotipo peculiar que afecta tanto a las vér-
tebras cervicales como a los órganos derivados del tercer y

cuarto arco branquial(30). Además, los knock-out para TTF-
1, gen diana de algunos genes Hox e involucrado en la orga-
nogénesis pulmonar, presentan una hipoplasia pulmonar simi-
lar a la de los animales con HDC(31). De todo ello podemos
deducir que, probablemente, el mecanismo de acción del tera-
tógeno pase por alterar la expresión de alguno de estos u otros
genes e interferir así, entre otros procesos, con la migración
o diferenciación de las células de la CN. El hecho de que esta
migración coincida con la ventana embrionaria en la que el
nitrofén produce la HDC en las ratas gestantes (día 9,5 apro-
ximadamente) no haría sino avalar esta teoría.

Las células C o parafoliculares del tiroides derivan del
cuerpo último branquial, una porción ventral alongada del
cuarto bolsón faríngeo que se desprende de la pared de la
faringe para descender hasta contactar con el tiroides, con
quien se funde de manera que sus células se distribuyen den-
tro de la glándula en un proceso que termina aproximada-
mente el día 14 de gestación en el ratón(32-34). El hecho de que
en el grupo control existan tanto tiroides sin células parafo-
liculares como otros con alteraciones en la distribución de las
mismas, habla a favor de una alteración en los procesos de
migración celular o en la interacción de las células de la CN
con el mesénquima del cuerpo último branquial.

Las similitudes entre las malformaciones asociadas a la
HDC en el modelo experimental y las observadas en el huma-
no, hacen pensar que el mecanismo etiopatogénico de ambas
está relacionado. No existen estudios en humanos que valoren
el contenido o la función de las células parafoliculares en los
tiroides de los pacientes con HDC; probablemente, los datos
revisados de las necropsias así como los estudios funcionales
de los supervivientes nos permitan aclarar si, como cabe supo-
ner, las células C son anormales en la HDC humana.
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