HUManiSmo 'y CIencia

Autoinmunidad tiroidea: Recuerdos personales
(1957-1959)

He creido importante transcribir estas reminis-
cencias, pues hacen parte del sudory esfuerzo
que muchos colombianos hemos brindado
para contribuir con nuestro grano de arena a
investigaciones que, en la segunda mitad del
siglo XX, transformaron y dieron nueva luz al
pensamiento inmunolégico.

Puede decirse que en la segunda mitad de la
década de los afos 50s se vivié una de las épocas
mas excitantes en el Departamento de Medicina del
Columbia- Presbyterian Medical Center (Presbyterian
Hospital o PH) en la calle 168 de la ciudad de Nueva
York. El Director (Chairman) del Departamento era
el Profesor Robert F. Loeb, uno de los internistas
mas prestigiosos del mundo, coautor del texto de
Medicina Interna de Cecil Loeb, la biblia médica
para los no iniciados. Alrededor de él se congregaba
-como podia observarse los martes en las Clinicas
Endocrinas Combinadas, celebradas en el enorme
torredén o anfiteatro que databa de comienzos del
siglo- la élite del conocimiento médico y cientifico,
personas que sacaban tiempo de sus investiga-
ciones para dictar las diversas catedras: Severo
Ochoa -el Premio Nobel espafiol, tan adusto como

Efraim Otero-Ruiz!

su nombre- en genética, -proveniente del New York
Hospital que compartia con Presbyterian y con
Bellevue el triunvirato de la medicina interna y las
clinicas combinadas-; Sydney Wernery Ken Sterling
(tiroides), Dana Atchley (electrolitos, cetoacidosis
diabética) y Seymour Lieberman (suprarrenales) en
endocrinologia; Franklin Hanger en Hepatologia;
Beatrice Seegal en inmunologia y transplantes; vy,
por supuesto, como profesores visitantes, Salomon
Berson y Rosalyn Yalow (diabetes) procedentes del
Hospital de Veteranos del Bronx, sin contar con los
innumerables profesores asistentes o visitantes,
mas jovenes, que después brillarian con luz propia.
Se asistia no sélo a la primera infancia de la nueva
genética (nacida con la doble hélice de Watson y
Crick en 1953) sino del atrevido concepto de la
enfermedad autoinmune. Ambos conceptos venian
rompiendo dogmas establecidos por casi mas de
un siglo y que habia definido Ehrlich, el padre de
la inmunologia humoral, con el término latino de
horror autotoxicus.

Efectivamente, desde 1951, J. MacFarlane
Burnet y Peter Brian Medawar habian lanzado el
concepto de la tolerancia inmunoldgica; las brillantes
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disquisiciones tedricas de Burnet sobre seleccion
clonal de linfocitos habian sido seguidas de los
elegantes experimentos de Medawar y Billingham,
primero con trasplantes de piel y luego de otros 6r-
ganos. A partir de 1955 ambos habian sido invitados
a dar conferencias en el Columbia-Presbyterian
sobre los primeros esbozos de la enfermedad au-
toinmune y la tolerancia inmunoldgica, conceptos
que les valdrian el Premio Nobel de 1960.

Por su parte Sidney Werner autor del libro mas
importante sobre tiroides editado en esa década
(1) no se perdia ni una linea de lo que se venia
diciendo, versacién que amplificaba con sus nu-
merosos viajes dentro del pais y en el extranjero.
A raiz de las publicaciones de Witebsky y Rose, y
después de la Dra. Doniach, esta fue invitada al
PH a hablar de autoinmunidad tiroidea, causando
gran sensacion. Con Witebsky y Rose la relacion
era mucho mas cercana, por hallarse ellos en la
ciudad de Buffalo, a solo 3 0 4 horas en automovil
de la ciudad de Nueva York. Incluso algunos del
grupo de Werner (incluyendo a Malinda Getty, a
Rolland Siegel, a Joan Tierney y al argentino Raul
Grinberg, a quien nunca volvi a ver después de
ese ano) hicimos un viaje en mi viejo Ford a Bu-
ffalo para asistir a un seminario dictado por el Dr.
Witebsky, con su marcado acento aleman que, 20
afnos después de llegado al pais del norte, no habia
logrado borrar, y visitar los laboratorios donde vimos
emplear la novedosa (para ese entonces) técnica
de Ouchterlony de difusién en agar y los primeros
intentos -no muy concluyentes- de electroforesis
llevada a cabo en geles similares. Alli aprendimos
también la técnica de aplicar, bajo el microscopio
Leitz de diseccion, el coadyuvante de Freund, esca-
rificando con aguja No. 27 la cara palmar (rosada)
de la patica del ratén, pues aun con esa minima
aguja era imposible inyectarlo. Parte inolvidable
para mi de ese viaje fue poder conocer por primera
vez y estar al borde de las cataratas del Niagara.

Desde recién descubierta la hormona tiroesti-
mulante (TSH) en los afios 40s, Werner se habia
interesado en esta glicoproteina de origen hipofisario
(“proteina” o fraccion protéica, se la denominaba
en ese entonces) y habia publicado numerosas
observaciones clinicas y experimentales sobre la
misma. Quizas lo mas interesante habia sido el
articulo publicado con Spooner en 1955, tres afos
antes de mi llegada a su laboratorio, en que, por
primera vez, se describia la no supresibilidad del
eje hipdfiso-tiroideo en los casos de hipertiroidis-
mo (enfermedad de Basedow-Graves). Werner,
que fue uno de los pioneros mundiales en el uso
diagndstico y terapéutico del yodo radioactivo,
31, habia disefiado una prueba, desde entonces
conocida como “prueba de Werner” (2), basada
en el hecho de que al individuo normal, cuando se
le practican dos pruebas de captacion tiroidea de
yodo radioactivo separadas por una semana de
intervalo, durante la cual se administran por via oral
100 microgramos diarios de triyodotironina (T-3) la
captacion desciende muy por debajo de lo normal
y se acerca a 0%. En cambio en el hipertiroideo
sometido a esta prueba (y que arranca, como es
obvio, con captaciones elevadas del radioisétopo)
la administracion de T-3 no le causa ningun efecto
y la segunda captacién aparece casi o tan elevada
como la primera. Werner suponia que habia algo
extrafno enlarelacién entre esa TSH “no supresible”
y la glandula del hipertiroideo. (Décadas después
vendria a conocerse que es por la formacién au-
toinmune de anticuerpos contra el receptor de TSH
que estimulan en forma anormal dicha glandula.
Actualmente la prueba de Werner ha sido sustituida
por la prueba de estimulo con TRH.)

Una primera pista habia surgido del laboratorio
de Adams y Purves (3) en la Universidad de Otago
en Nueva Zelandia; el método habia sido perfec-
cionado por McKenzie (4) el mismo afio en que
entré a trabajar con Werner. Estos investigadores
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habian descubierto y descrito un elegante aunque
laborioso método de dosificacién biolégica de TSH
en el raton blanco de cepa C3H. Al ratoncito, al que
previamente se habia administrado una dosis tra-
zadora de ¥l y se le habia inyectado tiroxina para
suprimir su propia TSH, se le sangraba de la vena
de la cola en tiempo 0 y luego 2 horas después de
haber administrado TSH en dosis crecientes (y en
volimenes de microlitros para lo que usabamos
jeringas de insulina) por esa misma vena; el aumento
de laradioactividad a las 2 horas permitia establecer
una curva de dosis-respuesta frente a la cual se
comparaban los sueros de pacientes purificados
e inyectados en microcantidades por esa misma
vena. Cuando a Adams y Purves -que no habian
notado diferencia en el efecto de TSH en normales
o hipertiroideos- se les ocurrié volver a sangrar al
mismo ratoncito a las 6 y a las 12 horas se encon-
traron con que, con sueros de hipertiroideos si habia
un aumento de la radioactividad en ese lapso. Su
novedoso hallazgo lo describieron como debido a
un “estimulador tiroideo de larga accién” (LATS, por
sus siglas en inglés) caracteristicamente presente
en el hipertiroidismo. Esta, pens6 mi profesor era,
por supuesto, la hormona “no supresible”’de su
prueba clinica! (Su casi certeza de que la TSH no
estaba elevada en hipertiroideos la comprobamos,
lo mismo que el LATS, desde los primeros meses
de desarrollado el método de ensayo bioldgico). A
pesar de los intentos por purificarlo y analizarlo, el
LATS seguiria siendo un misterio durante las dos
décadas siguientes, hasta que en los 80s. advino el
desarrollo de la moderna inmunologia y el analisis
de proteinas.

Para comprobar que la sola supresion tiroidea
de la hipdfisis del raton con 1-tiroxina no bastaba,
Werner decidié que debiamos practicar el ensayo
bioldgico en ratones hipofisectomizados vy, para
ello, me envié dos semanas al laboratorio del Dr.
Jacob Furth en el llamado entonces Jimmy Fund,
dependencia de oncologia experimental del Peter

Bent Brigham Hospital en Boston, que con el tiempo
adquiriria el pomposo nombre de xxx Cancer Re-
search Institute y donde trabajarian tanto nuestro
insigne inumnogenetista Dr. Edmond Yunis como su
alumno y amigo, el autor principal de este articulo.

El Dr. Furth, ya pasados sus 70y algo sordo, asi
como era de excelente bidlogo y experimentalista,
era de malas pulgas y de pocas relaciones amistosas
con quienes iban a entrenarse en su laboratorio; a
mi me puso bajo el cuidado de la Dra. Chang, una
bidloga china que dominaba tal técnica a la perfec-
cion. Como lo he relatado en uno de mis libros (5)
ella procesaba un ratén por minuto, de piel a piel,
lo maximo que yo llegué a lograr fue un ratén por
cada 4 6 5 minutos. En esa corta estadia aprendi
también la técnica de producir tumores (adenomas)
hipofisarios de células tirotropas en ratones, bello
modelo experimental que Furth describiria brillan-
temente dos afios mas tarde y que nos servirian
después de fuente inagotable de TSH murina. Los
dos o tres meses en que empleé los ratones hipo-
fisectomizados fueron un verdadero calvario, pues
el panhipopituitarismo causado por la operacion los
debilita al extremo de que mueren si, extremando
los cuidados, no se los manipula “como el pétalo de
una rosa”. Pero logramos confirmar que no habia
mayor diferencia con aquellos en que se suprimia
farmacolégicamente la TSH.

Yo llegaba muy temprano al laboratorio (esta-
ba soltero, sin obligaciones y vivia muy cerca del
Presbyterian) y desde las 7 am tenia que procesar
entre 50 y 60 ratones diarios, incluyendo la lectura
de la radioactividad de las pequefiisimas muestras
de sangre en detectores de centelleo tipo de pozo,
manualmente, una por una, pues aun no se habian
inventado los que procesan automaticamente series
enormes de muestras! Ala hora de los seminarios del
medio dia, de almuerzo con sandwich (los “brown
bag meetings” como solian llamarse, por la bolsa de
papel en que empacabamos el comiso) llegaba ya
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medio cansado pero me reanimaba al procesar los
datos estadisticos (sin computador, con sélo maquinas
de manivela y papel y lapiz) por las tardes, y alli con
frecuencia se incorporaban Werner y otros investi-
gadores, a una primera reunién “a puerta cerrada”.
Con relativa frecuencia nos visitaba mas temprano
o mas tarde la Dra. Yalow, pues ella también usaba
proteinas marcadas con 3!l en sus determinaciones
de anticuerpos anti-insulina y le gustaba comparar
los resultados obtenidos con nuestros detectores.
Una tarde en que me vio tan cansado, con la blusa
manchada de sangre y de la “Purina” con que se
alimentaban los ratones, me dijo sonriendo, con su
tipico acento del inglés de Brooklyn que no la aban-
donaba ni un momento: “-No sufra ni se preocupe, Dr.
Otero, que en unos afios y confio en que contaremos
con un procedimiento de dosificacion de hormonas
proteicas “in vitro” que nos libre de los trabajos con
los ratoncitos!”. Era por supuesto, la idea del radioin-
munoanalisis, que comenzaba a bulliren su mente y
que le valdria 20 afios mas tarde, en 1977, el Premio
Nobel en Fisiologia y Medicina (6).

Una caracteristica para mi desagradable de las
reuniones con Werner y su grupo era el caracter
altamente confidencial que Werner les imprimia. Por
la cercaniay la alta competitividad de los laboratorios
de investigacion tiroidea (el de Ken Sterling, por
ejemplo, estaba en el Instituto Neuroldgico, a una
calle de por medio) se nos tenia prohibido comentar
ninguno de los hallazgos con personas de fuera, so
pena de ser expulsado del laboratorio (como habia
ocurrido ya con 3 o 4 “fellows”). El unico que podia
hablar de resultados era el jefe (quien dirigié también
las clinicas combinadas endocrinas de 1947 a 1962)
y lo hacia con gran propiedad y mucha discrecion.
Claro que esa era la norma sagrada en los labo-
ratorios que yo visitaba, dentro y fuera de Nueva
York, y uno apenas comenzaba a desmenuzar la
trama (y tener idea de qué era lo que hacia cada
cual) sélo mediante la asistencia a las reuniones
de la Endocrine Society o de la American Thyroid

Association, en que se presentaba la puesta al dia
de las diversas investigaciones; afortunadamente
mi beca, otorgada por el Plan Eisenhower para la
Comision de Energia Atomica, me permitia asistir
con todos los gastos pagos a esas reuniones, auln
en las ciudades mas remotas de los Estados Uni-
dos; gracias a ello pude conocer casi todo el pais
en menos de 4 anos!

Por la confirmacion de los niveles normales de
TSH en el suero de pacientes hipertiroideos y por
la frecuente presencia del LATS en los mismos a
Werner se le ocurrié que quizas habia un factor,
hasta entonces desconocido, que reducia los niveles
circulantes o prevenia la accion de la TSH sobre la
glandula-tiroides de esos pacientes. Con la ayuda
de sus amigos Beatrice Seegal. Rpbert W. Bates
y mas tarde Elliott Osserman, del Departamento
de Microbiologia, y con la colaboracién de los
endocrindlogos que habian logrado aislar los mas
potentes extractos tirotropicos de hipdfisis humanas
y animales (entre ellos Furth, Wilhelmi, Ellis, Bakke,
Heideman, Raben y el mismo Bates) se dedico
a producir en conejos anticuerpos contra dichos
extractos y cada semana venia con los sueros o
los extractos sometidos a dichos anticuerpos para
que yo les aplicara mi ensayo bioldgico.

De ahi surgi6 el trabajo publicado en Nature
sobre neutralizacion de dichos extractos, en que me
hizo el honor de colocarme como segundo coautor
(7) y que ha merecido posteriormente, a la luz de
los modernos conceptos inmunoldgicos, el articulo
de Alberto Gémez en Acta Médica Colombiana (8)
que se transcribe a continuacion:

INVESTIGACION MEDICA COLOMBIANA

Quiero participar a usted del hallazgo reciente
de un importante antecedente cientifico para la
investigacion médica colombiana en cabeza del
doctor Efraim Otero-Ruiz.
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El doctor Otero, conocido endocrinélogo, exdi-
rector de Colciencias, expresidente de la Academia
Nacional de Medicina y actual presidente de la
Sociedad Colombiana de Historia de la Medicina,
se formo en los Estados Unidos con varios de los
pioneros de la medicina nuclear. Entre sus primeras
publicaciones encontré la que se titula Neutralization
of human serum and pituitary thyrotropic fractions
with antisera to bovine pituitary thyrotropin. A ésta
el doctor Otero se refiere en su reciente libro “La
Medicina Nuclear: temprana historia y reminiscen-
cias personales” (2002) como el resultado de su
estandarizacion de un ensayo biolégico parala TSH
en el raton en los siguientes términos:

“Debia yo preparar y sangrar dos a cuatro
veces entre 50 y 60 ratones diarios con un
meétodo que, ademas de lo tedioso, tenia la
incertidumbre de la respuesta biolégica. Ade-
mas tuve que viajar durante un mes a Boston,
al laboratorio del doctor Jacob Furth (uno de
los mas notables biélogos experimentales de la
primera mitad del siglo) quien a la sazén dirigia
a Jimmy Fund. o sea la parte de investigacion de
cancer del Children’s Hospital, donde en afios
recientes ha trabajado y se ha hecho famoso
mi amigo Edmond Yunis. Fui alli a aprender la
delicadisima hipofisectomia en el ratén, para
poder tener ratones desprovistos de su TSH
endogena. Yo llegué a poder practicar, si acaso,
una o dos hipofisectomias cada 10 minutos;
mientras que una bidlogo de la China, quien
me enserio la técnica, operaba exactamente
un ratén cada minuto!

Sin embargo, mucho nos entusiasmé el darnos
cuenta por primera vez de la existencia del
estimulador tiroideo de larga accion o LATS
(hoy se sabe que es una de las inmunog-
lobulinas tiroestimulantes que se producen
anormalmente en la enfermedad de Graves,
reconocida como entidad autoinmune) y la

posibilidad que teniamos de neutralizarlo con
anticuerpos, lo que fue motivo de un trabajo
que publicamos con Werner, William Bates yla
doctora Beatrice Seegal en la revista Nature”.

Después de leer atentamente el articulo de
Nature citado se pueden extractar los siguientes
conceptos reportados por el ilustre grupo de cien-
tificos:

1. Elantecedente de Hayashiday Li (1959) sobre
la especificidad (de especie) de los antisueros
contra la hormona pituitaria de crecimiento,
en los cuales se vio a través de experimentos
de neutralizacién, que los antisueros contra
la hormona de crecimiento humana inhibian
la hormona de crecimiento de simios pero no
de las otras especies.

2. El antecedente de Werner (1938) en el que
mostrd, en oposicién a los anteriores resulta-
dos, que los antisueros antitirotropina no eran
especie especificos.

3. Que en manos de Werner, Otero, Seegal y
Bates (1960), sueros de conejo antitirotropina
bovina neutralizaban la actividad tirotrépica de
fracciones preparadas a partir de pituitarias
humanas incluyendo a un paciente con en-
fermedad de Graves, asi como a un paciente
eutiroideo.

4. Que la naturaleza del material con actividad
tirotropica presente en el suero humano, espe-
cialmente en la enfermedad de Graves, no habia
podido ser identificada como correspondiente
a la tirotropina o habia sido identificada como
de tirotropina anormal.

5.  Que el grupo de McKenzie, en comunicacion
personal y no impresa, mostraba en esos dias
que el material en sueros hipertiroideos podia
causar activacion histologica de glandulas
tiroides murinas, un aumento de captacion de
3], asi como un aumento en el nivel de pro-
teinas yodadas, lo cual sugeria, segun ellos,
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que el material activo en esos sueros era una
tirotropina.

6. Werner, Seegal y Bates proponen que el retraso
de la activacion tiroidea por estos sueros implica
que este factor sérico no es tirotropina sino que
actua indirectamente sobre la liberacion de la
tirotropina murina.

7. Estos experimentos revelaron que el efecto
tirotrépico de las sustancias activadoras de
la tiroides presentes en sueros normales e hi-
pertiroideos podia ser igualmente neutralizado
por sueros antitirotropicos.

Como estos sueros antitirotropicos contenian
esencialmente fracciones globulinicas, podemos con-
cluir a posteriori que, en efecto, los trabajos del doctor
Otero en la Universidad de Columbia en Nueva York
en el inviemo de 1959 fueron pioneros en la definicion
de factores y mecanismos autoinmunes de la patologia
humana incluyendo la puesta en evidencia de una po-

sible red idiotipica que hacia intervenir especificidades
anticuerpo-anticuerpo que, aunque xenogeénicas, estaban
dirigidas probablemente contra las regiones hipervaria-
bles de los anticuerpos antitiroideos dada la ausenciade
especificidad de especie de sus preparaciones.

El doctor Otero, en estos términos, se convierte en
importante precursor de lainmunologia y de la reumato-
logia colombianas, y aun mundiales, si nos atenemos al
aval implicito que le confirié la revista Nature al publicar
el articulo que resulté de sus experimentos en el grupo
del doctor Sydney Wemer.

Para sustentar esta apreciacion relaciono a
continuacion, en orden cronolégico, una seleccion
de los principales eventos precursores del con-
cepto de la autoinmunidad en el siglo XX previos
a la publicacién del articulo en el que participo el
doctor Otero:

Ehrlich P, Morgenroth J. Zytotoxine Als Antikdrper. Berl klin Wochenschr 38:251-260. 1904 Donath J,

1901 Landsteiner K. Uber paroxysmale hamoglobinurie. Miinch Med Wochenschr 51:1590-1601.
1933 Rivers TN, Sprunt DH y Berry GP. Experimental allergic encephalomyelitis. J Exp Med 58: 39-54.
1938 Dameshek W'y Schwartz So. On the pathogenesis of hemolytic anemia. N Engl J Med 218: 75-82.
Coombs RA, Mourant AE y Race RR. A new test for the detection of weak and incomplete Rh agglutinins. Br J Exp Pathol
1945 26: 255-266.
Haserick JR, Lewis LA y Bortz DB. Blood factor in acute disseminated lupus erythematosus. 1. Determination of gamma
1950 globulin as a specific plasma fraction. Am J Med Sciences 219: 660-663.
Harrington WJ, Minnich V, Hollingsworth JW y col. Demostration of a thrombocytopenic factor in the blood of patients with
1951 thrombocytopenic purpura. / Lab Clin Med 38: 1-12.
1953 Billingham RE, Brent L, Medawar PB. “Actively acquired tolerance” of foreing cells. Nature 173: 603-606.
Miescher P, Fauconnet L. L'absorption du facteur LE par les noyaux cellulaires isolés. Experientia 10:
1954 252-263.
Rose NR, Witebsky E. Studies on organ specificity. V. Changes in the thyroid glands of rabbits following
1956 active immunizations with rabbit thyroid extracts. Jimmunol 76: 417-427. 1956
1956 Adams DD y Purves HD. Abnormal responses in the assay of thyrotropin. Proc Univ Ont Med School34: 11-12.
1956 Roitt IM, Doniach D, Campbell PN y col. Autoantibodies in Hashimoto’s disease (lympha-denoid goiter). Lancet 2: 820-821.
1956 Mackay IR, Taft LI, Cowling EC. Lupoid hepatitis. Lancet 2: 1323-1326.
1957 Burnet FM. The clonal selection theory of acquired immunity. Cambridge University Press, Londres.
1957 Witebsky E, Rose NR, Terplan Ky col. Chronic thyroiditis and autoimmunisation. JAMA 164: 1439-1447.
Mackay IR, Gajdusek DC. An “autoimmune” reaction against human tissue antigens in certain acute and
1958 chronic diseases II. Clinical correlations. Arch Intern Med 101: 30-37
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Como se puede ver, después de los trabajos
pioneros en el modelo humano de los grupos de
Haserick, de Harrington, de Roitt y de Mackay sigue,
a nivel mundial, el de Werner, Otero. Seegal y Bates
como precursores de toda la reumatologia cientifica
en lo que atafie al tema de la autoinmunidad. Un
logro importante y, creo, desconocido, de uno de los
investigadores mas prestigiosos de nuestro pais.

Aunque para ese entonces yo ya me habia
trasladado a la Universidad de California, en Ber-
keley, en el articulo publicado al afo siguiente,
Werner, Seegal y Osserman (9) también me dan
el reconocimiento por sus hallazgos, como puede
verse en la Figura 2 de este articulo.
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