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1 - INTRODUÇÃO 

 

 

O transplante de medula óssea (ou transplante de células progenitoras hemato-

poéticas) alogênico tem sido realizado no tratamento de diversas patologias hematológicas 

benignas e malignas (aplasia medular e leucemia mielóide crônica, por exemplo), além de 

doenças metabólicas e imunológicas congênitas (Armitage, 1994). A medula óssea foi a pri-

meira fonte de células progenitoras hematopoéticas e permanece, até hoje, como a principal 

nos transplantes alogênicos, embora o uso de células progenitoras sangüíneas (sangue 

periférico ou de cordão umbilical) venha aumentando (Gluckman, 1997; Rindgen, 1999; 

Gratwohl, 1999).  

Cerca de 30% dos pacientes têm um familiar HLA-compatível que poderá servir 

como doador de células progenitoras hematopoéticas para o transplante. Para os demais, a 

fonte de células poderá ser um doador não-relacionado (existem cerca de 7 milhões inscri-

tos em todo o mundo) ou uma unidade de sangue do cordão umbilical.  

Fatores vinculados ao paciente, à doença e ao diagnóstico, como idade, status 

da doença e tipo de doador influenciam de maneira significativa os diferentes desfechos após 

transplante de medula óssea alogênico (mortalidade relacionada ao transplante, recidiva e 

sobrevida global). O número de células infundidas sempre foi considerado um fator prognós-

tico importante relacionado à pega do transplante; doses baixas infundidas associavam-se a 

taxa de rejeição maior e a recuperação leucocitária mais lenta (Storb, 1977; Niederwieser, 

1987). Mais recentemente, demonstrou-se que o número total de células nucleadas infundi-

das era um fator prognóstico importante para os demais desfechos do transplante alogênico: 
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doses baixas têm sido correlacionadas com aumento na mortalidade associada ao trans-

plante (Mehta, 1997b; Sierra, 1997; Sierra, 2000) e redução na sobrevida livre de doença (Mehta, 

1997b; Sierra, 1997; Sierra, 2000; Barrett, 2000). Essa afirmativa é válida independentemen-

te da fonte de células progenitoras hematopoéticas (medula óssea, sangue periférico ou de 

cordão umbilical) ou da natureza do doador (aparentado ou não-aparentado) (Gluckman, 

1997; Russell, 1999). 

CD34 é a denominação de uma molécula de membrana presente em células 

progenitoras hematopoéticas e tem sido utilizada como um marcador dessas células, prin-

cipalmente em transplante de células progenitoras periféricas (Korbling, 1995; Kiss, 1997; 

Weaver, 1997; Schulman, 1999). Mais recentemente, sua quantificação tem mostrado ser 

um importante fator prognóstico em transplante de medula óssea T- depletada ou provenien-

te de doador não-relacionado: o uso de doses elevadas de células CD34 positivas associa-       

-se a melhor sobrevida global e a menor mortalidade relacionada ao transplante, além de 

haver evidências de uma taxa de recidiva menor (Mavroudis, 1996; Anasetti, 1999; Bahçeci, 

2000). Ainda não se tem clareza sobre os mecanismos pelos quais a dose celular influencia 

esses desfechos. O estudo de Mavroudis, publicado em 1996, levantava possíveis respos-

tas para tais achados: doses baixas de células CD34 infundidas estariam relacionadas a 

uma recuperação hematológica mais lenta e este fato talvez se refletisse na incidência de in-

fecções (Mavroudis, 1996). Contudo o pequeno número de pacientes e a utilização de me-

dula óssea depletada em linfócitos T não permitiam conclusões definitivas. 

O objetivo principal deste estudo foi verificar a correlação entre a dose de células 

CD34 positivas e a recuperação hematopoética de maneira geral (a curto e longo prazos), a 

incidência de infecções após o transplante, a mortalidade relacionada ao procedimento e a 

sobrevida global. Para isso, foram coletados dados de uma coorte de 212 pacientes conse-

cutivos submetidos a transplante de medula óssea não manipulada proveniente de doador 

familiar HLA-compatível.  
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2 - BASE TEÓRICA 

 

 

O transplante alogênico de células progenitoras hematopoéticas consiste na infusão 

dessas células provenientes de um doador (aparentado ou não-aparentado) em um 

paciente submetido previamente a quimioterapia ou radioterapia, usualmente 

mieloablativa. Esta modalidade de transplante vem sendo utilizada há mais de 30 

anos para tratar diferentes tipos de doenças hematológicas malignas ou não 

(leucemias agudas e crônicas, linfomas, aplasia medular severa, etc.). Também tem 

servido para corrigir diversas doenças congênitas, como déficits imunológicos e 

doenças de depósito (imunodeficiência severa combinada e doença de Hunter, por 

exemplo) (Armitage, 1994). No ano de 1999, foram realizados, na Europa, 5.879 

transplantes alogênicos, dos quais cerca de 60% utilizaram um doador familiar HLA-

idêntico (European Group for Blood and Marrow transplantation – EBMT, 2001). 

Calcula-se que, nos Estados Unidos, realize-se anualmente um número semelhante 

de procedimentos.  

O primeiro transplante de medula óssea com pega prolongada foi efetuado em 

1963 por Mathé e colaboradores em um paciente com leucemia aguda refratária, o qual veio 

a falecer cerca de 20 meses após o procedimento em decorrência de um quadro hoje co-

nhecido como doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) (Mathé, 1963). Não se sabia, 

à época, se o paciente e seu doador eram HLA-compatíveis, pois o conhecimento da impor-

tância do sistema de histocompatibilidade ainda estava se construindo. Em 1968, Gatti e co-
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laboradores descreveram o primeiro transplante de medula óssea com sucesso, em pacien-

te portador de imunodeficiência severa combinada, a partir de um doador que se presumia 

ser HLA-compatível. Posteriormente verificou-se que existia uma diferença em um dos antí-

genos. O sucesso dessa e de outras iniciativas semelhantes levou o grupo de Seattle a de-

senvolver, em 1969, um programa de transplante de medula óssea em pacientes com leu-

cemia aguda refratária ou aplasia de medula óssea, dando início à maior série de casos de 

transplante existente no mundo (Thomas, 1999). 

Durante mais de 20 anos, a medula óssea foi a única fonte disponível de células 

progenitoras hematopoéticas e até hoje se emprega o termo transplante de medula óssea 

como sinônimo de transplante de células progenitoras hematopoéticas. Outras fontes des-

sas células são utilizadas hoje em dia, substituindo em várias situações a medula óssea. Em 

1985, Juttner e colaboradores descreveram o primeiro transplante com células progenitoras 

hematopoéticas obtidas do sangue periférico através de citaférese e posterior congelamento 

(Juttner, 1985). Três anos depois, Gluckman e colaboradores realizaram o primeiro trans-

plante com sangue de cordão umbilical (Gluckman, 1989). A década de noventa foi marcada 

pela disseminação dessas novas fontes. As células-tronco hematopoéticas originárias do 

sangue periférico são coletadas por meio de citaférese após sua mobilização por fatores de 

crescimento hematopoéticos (normalmente G-CSF) e vêm sendo utilizadas de maneira cres-

cente como fonte de células, principalmente para a realização de transplantes autólogos. O 

transplante com células-tronco periféricas caracteriza-se, via de regra, por uma recuperação 

hematológica mais rápida em relação ao feito a partir de células obtidas da medula óssea. 

Por outro lado, no tocante ao uso destas células no transplante alogênico, ainda existem sé-

rias duvidas quanto a um risco mais elevado de DECH crônica (Storek, 1997; Schmitz, 1998; 

Hagglund, 1998; Russell, 1999). O transplante efetuado a partir de células do cordão umbili-

cal apresenta um risco menor da doença, porém a recuperação hematopoética (pega) é 

mais lenta. Em 1997, cerca de dois terços dos transplantes alogênicos reportados ao 

International Bone Marrow Transplantation Registry (IBMTR) utilizavam como fonte de célu-

 



 
 
2 – Base Teórica 
 
 

14

las progenitoras hematopoéticas a medula óssea, pouco menos de um terço usavam célu-

las-tronco periféricas e 2% empregavam sangue de cordão umbilical ( IBMTR, 2002 ) 

2.1 - Transplante de Medula Óssea Alogênico – Conceitos Básicos 

 

O transplante de medula óssea alogênico pode ser dividido em três fases distin-

tas: 

1a fase - Condicionamento 

Classicamente, a realização de transplante de medula alogênico necessita da 

realização prévia de quimioterapia, associada ou não a radioterapia, com o intuito de eli-

minar a doença que motivou o transplante, “abrir espaço” para o enxerto a ser transplantado 

(mieloablação) e induzir uma imunossupressão suficientemente intensa para impedir que lin-

fócitos remanescentes do receptor rejeitem o enxerto, processo conhecido como condicio-

namento.  

A combinação de radioterapia de corpo inteiro com ciclofosfamida foi utilizada 

inicialmente no condicionamento de pacientes com leucemias agudas, com boa resposta 

(Thomas, 1975), e permanece sendo empregada. Um esquema de condicionamento usando 

somente quimioterápicos foi descrito por Santos e colaboradores em 1983 (Santos, 1983) e 

mostrou-se tão efetivo quanto o que associou rádio e quimioterapia, resultando na amplia-

ção do número de instituições que poderiam realizar o procedimento por dispensar o acesso 

a um serviço de radioterapia (Clift, 1994). Atualmente existe uma série de esquemas de con-

dicionamento, com combinações variadas de quimioterápicos e maneiras diferentes de rea-

lizar a irradiação de corpo total. O uso de anticorpos (mono ou policlonais, como linfoglobu-

lina ou campath) associado ao condicionamento aumenta a imunossupressão a que o pa-

ciente é submetido e é especialmente recomendado para o condicionamento de portadores 

de aplasia medular e nos que receberão o enxerto de doador não-relacionado ou com algu-

ma diferença HLA, como no caso de doador haplo-idêntico (Hongeng, 1997; Aversa, 1998).  
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O conceito de condicionamento mieloablativo como única maneira de se obter a 

pega e assegurar a manutenção do enxerto (células-tronco hematopoética) no receptor so-

freu uma revisão nos últimos anos, fruto de uma nova abordagem denominada transplante 

com condicionamento não-mieloablativo – também conhecido como “minitransplante”. Na 

década de 80, Slavin e colaboradores haviam mostrado que recidivas após transplante de 

medula óssea alogênico algumas vezes eram tratadas com sucesso com a infusão de linfó-

citos provenientes do doador (Slavin, 1988). Esse chamado efeito enxerto contra leucemia 

parecia ter um papel importante, senão fundamental, na erradicação da doença de pacien-

tes com hemopatias malignas. O condicionamento como agente único na erradicação da 

doença é página virada nos transplantes alogênicos. Em meados da década de 90, Storb e 

colaboradores, em Seattle, demonstraram que baixas doses de radioterapia de corpo inteiro 

eram suficientes para se obter a pega de medula óssea em cães (Yu, 1995). Utilizando to-

dos estes conceitos, Giralt e colaboradores publicam, em 1997, os primeiros resultados com 

o uso de condicionamento não-mieloablativo (basicamente a associação de um análogo das 

purinas com citarabina ou melfalano) em pacientes com leucemia mielóide aguda e mielo-

displasias. Dos 15 pacientes tratados, 8 obtiveram remissão completa e 6 destes tinham 

mais de 90% de células do doador no momento da análise, provando a viabilidade da abor-

dagem (Giralt, 1997). Atualmente, diversos grupos testam essa nova modalidade para o tra-

tamento de diferentes doenças (malignas ou benignas). A toxicidade do condicionamento 

mieloablativo (vide detalhes na seção Complicações do Transplante) impede sua realização 

em pacientes com mais de 55 anos ou com doenças associadas, fazendo com que o trans-

plante com condicionamento não-mieloablativo seja uma alternativa para pacientes acima 

dessa idade.  

 

2a fase – Obtenção e infusão das células progenitoras hematopoéticas 

As células progenitoras hematopoéticas podem ser obtidas da medula óssea, do 

sangue periférico ou do sangue de cordão umbilical. 
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A coleta de medula óssea de um doador é um procedimento simples: o doador é 

anestesiado e colocado em decúbito ventral, e a medula é aspirada através de múltiplas 

punções das cristas ilíacas posteriores. O total de medula a ser coletado é calculado tendo 

por base o peso do paciente. Separam-se amostras para a determinação da concentração 

de células nucleadas por mililitros. O mínimo recomendável é de 2 x 108 células nucleadas 

por quilograma. Após a coleta, a medula óssea é filtrada para a retirada de eventuais espí-

culas ósseas. Se houver incompatibilidade ABO maior (por exemplo, se o doador possuir 

grupo sangüíneo A, e o receptor, O) a medula ainda passa por um processo de deseritro-

citação. Em determinadas situações, como em alguns transplantes com doador não-relacio-

nado e nos transplantes chamados haplo-idênticos, pode-se retirar uma parte dos linfócitos 

contidos no enxerto, para reduzir o risco da DECH, processo chamado de depleção T 

(Aversa, 1998). 

Quando se utilizam células progenitoras provenientes do sangue periférico, faz-

se necessário um processo denominado mobilização. Ele consiste na utilização de um fator 

de crescimento hematopoético, usualmente filgrastima ou lenograstima, por via subcutânea, 

com o intuito de levar para a circulação as células progenitoras hematopoéticas presentes 

na medula. Uma descrição mais detalhada do procedimento pode ser encontrada num artigo 

de Vigorito e colaboradores (Vigorito, 1998). Essas células são caracterizadas imunofenoti-

picamente pela presença de uma molécula na sua superfície, chamada de CD34. Para 

transplante alogênico recomenda-se um mínimo de 2,5 x 106 células CD34 positivas 

(Beelen, 1997). Normalmente todo o processo dura 5 ou 6 dias. O uso de fatores hemato-

poéticos em doador sadio ainda é controverso. Embora a curto prazo não haja complica-

ções, existem ainda dúvidas sobre potenciais efeitos adversos a longo prazo, pois o acom-

panhamento dos doadores ainda é insuficiente (Anderlini, 1997). 
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A realização com sucesso do primeiro transplante utilizando sangue de cordão 

umbilical, feito em Paris no ano de 1988, abriu caminho para a utilização em larga escala 

dessa fonte de células progenitoras hematopoéticas (Gluckman, 1989). A coleta do sangue 

de cordão é feita na fase final do parto ou, com mais freqüência, imediatamente depois da 

retirada da placenta, após o nascimento de uma criança a termo normal. Procura-se extrair 

a quantidade máxima de sangue possível, pois isso refletirá a quantidade de células presen-

tes na unidade, um dos fatores decisivos no sucesso deste tipo de modalidade terapêutica. 

Efetuada a coleta, uma pequena alíquota do sangue de cordão é reversada para a realiza-

ção da tipagem HLA e contagem dos diferentes parâmetros de estimativa do conteúdo de 

células progenitoras (isto é, número de células nucleadas, células CD34 e cultura de proge-

nitores). O sangue é congelado em nitrogênio líquido para poder ser armazenado por um 

longo período. No caso de o transplante ser aparentado, o material, após testado para con-

firmação da compatibilidade, é descongelado para ser transplantado. No caso de transplante 

não-aparentado, constatada compatibilidade aceitável, a unidade é transportada para o cen-

tro transplantador onde será descongelada e utilizada.  

Independentemente da fonte de células progenitoras hematopoéticas, o proces-

so de transfusão (ou “transplante”) é simples. As células são infundidas em uma via central 

(cateter) através de um equipo sem filtro. O material é infundido durante aproximadamente 

uma hora (dependendo do volume). As reações são relativamente infreqüentes. No caso de 

incompatibilidade ABO, pode haver uma reação de hemólise mesmo quando se retira a 

maior parte das hemácias contidas no enxerto. 

 

3a fase – A pega do enxerto e a recuperação hematopoética 

Um dos objetivos do transplante de células progenitoras hematopoéticas é a re-

constituição de uma hematopoese normal. Define-se normalmente a pega do enxerto como 

a obtenção de um número de neutrófilos superior a 500/mm3 por pelo menos 3 dias. Sendo-

se mais rigoroso nesta definição, deve-se evidenciar também que as células que “pegaram” 
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são originárias do enxerto. A chamada reconstituição autóloga, embora rara, é fenômeno 

que pode ocorrer. 

A velocidade de pega varia de acordo com a fonte de células progenitoras. 

Quando se utiliza medula óssea como enxerto, a mediana de pega dos neutrófilos varia en-

tre 16,5 e 26 dias no transplante aparentado e entre 20 e 30 dias no transplante não-aparen-

tado (Pavletic, 1997; Schmitz, 1998; Hansen, 1998; Russell, 1999; Ringden, 1999; Powles, 

2000). A pega é mais rápida quando se usam células progenitoras hematopoéticas prove-

nientes do sangue periférico: 11 a 17,5 dias nos transplantes aparentados e 16 a 17 nos 

não-aparentados (Pavletic, 1997; Beelen, 1997; Schmitz, 1998; Russell, 1999; Ringden, 1999; 

Powles 2000). O sangue de cordão umbilical é o que apresenta a menor velocidade de pe-

ga, com mediana que oscila de 26 a 27 dias nos transplantes aparentados e de 27 a 33 nos 

não-aparentados (Locatelli, 1999; Thomson, 2000; Rocha, 2000).  

Rejeição do enxerto é evento raro nos transplantes aparentados que empregam 

medula óssea ou sangue periférico. É mais freqüente nos não-aparentados, principalmente 

quando se depleta o enxerto de seus linfócitos T, e nos que utilizam sangue de cordão um-

bilical. O mecanismo de rejeição é mediado, de um lado, pela persistência de linfócitos do 

receptor e, de outro, pelos linfócitos contidos no enxerto, principalmente os linfócitos T CD8 

positivos. Estes últimos, reconhecendo os linfócitos T remanescentes do doador, exercem 

sobre eles um mecanismo de “veto” que os inativa ou elimina (Martin, 1996). A maior inci-

dência de rejeição nos transplantes não-aparentados depletados em linfócitos T é então ex-

plicada pela ausência (ou diminuição) desse mecanismo. A maior taxa de rejeição nos trans-

plantes com sangue de cordão umbilical é explicada pela menor quantidade de células no 

enxerto (discutido em mais detalhes a seguir) e pela disparidade HLA presente na maioria 

dos transplantes não-aparentados (Gluckman, 1997). 

A recuperação de contagens de plaquetas acima de 20.000/mm3 é outro desfe-

cho importante na recuperação hematopoética, pois indica usualmente o momento em que o 

paciente não necessita mais transfusão de plaquetas para evitar sangramentos. A definição 
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deste desfecho é, pois, o primeiro de sete dias com contagens de plaquetas acima de 

20.000/mm3 atingidos sem a necessidade de transfusão plaquetária. Como ocorre na pega 

de neutrófilos, o tempo de recuperação das plaquetas varia de acordo com a fonte de cé-

lulas progenitoras hematopoéticas e do tipo de doador. A mediana de recuperação de pla-

quetas varia de 18 a 28 dias para pacientes que receberam medula óssea e de 11 a 17 para 

os que receberam células progenitoras periféricas (Pavletic, 1997; Schmitz, 1998; Hansen, 

1998; Solano, 1998; Russell, 1999; Powles, 2000). Independentemente da fonte de células 

progenitoras, a recuperação de plaquetas, assim como a de neutrófilos, é sempre mais lenta 

nos pacientes que as receberam de doadores não-aparentados (Beelen, 1997; Ringden, 

1999). Nos que receberam sangue de cordão umbilical, a recuperação das plaquetas é ain-

da mais lenta (Rocha, 2000). 

Informações sobre a recuperação da linhagem eritrocitária são escassas na lite-

ratura. Os parâmetros de avaliação não são padronizados, ao contrário do que ocorre com 

os neutrófilos e as plaquetas, variando de estudo para estudo. Em virtude da ausência de 

padronização, os valores encontrados têm uma grande faixa de variação. A mediana de 

tempo para atingir um hematócrito superior a 30% nos paciente que receberam medula 

óssea de um doador aparentado oscila entre 37 e 218 dias (Beguin, 1993; Vannucchi, 1997).  

Após o transplante de medula óssea, o receptor permanece imunossuprimido 

por um longo período. Essa imunossupressão bem como sua duração e intensidade devem-

se a quatro fatores: não transferência sustentada da imunidade do doador; recapitulação da 

ontogenia linfóide; profilaxia, efeito e tratamento da DECH; deficiência da função tímica 

(Parkman, 1997). Conseqüentemente, a recuperação quantitativa da contagem de linfócitos 

tem uma grande variação nos diversos trabalhos disponíveis. A maioria dos estudos de re-

cuperação linfocitária diz respeito a pacientes que receberam medula óssea ou células pe-

riféricas que sofreram uma seleção CD34 positiva ou depleção de linfócitos T (van Leeuwen, 

1994; Haddad, 1998; Small, 1999). Nos pacientes que receberam enxerto não manipulado, 

a mediana de tempo para atingir uma contagem de linfócitos superior a 300-500/mm3 varia 
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de 1,5 a 6 meses quando utilizada medula óssea e é de menos de um mês quando usadas 

células progenitoras periféricas (Mavroudis, 1996; Pavletic, 1998). A análise das subpopula-

ções de linfócitos mostra uma recuperação mais rápida dos linfócitos NK e CD3+/CD8+ em 

relação aos linfocitos B e CD3+/CD4+ (Behringer, 1999; Storek, 2001).  

A recuperação dos monócitos após transplante de medula óssea alogênico é 

muito pouco estudada. Um único trabalho mostra uma recuperação da contagem de monóci-

tos acima de 300/mm3 variando entre 75 e 130 dias (Mavroudis, 1996).  

 

 

2.2 - Complicações do Transplante 

 

 O transplante de células progenitoras hematopoéticas apresenta uma série de 

complicações, responsáveis por uma morbidade e mortalidade não negligenciáveis. Elas po-

dem ser classificadas em três grupos principais: complicações ligadas ao condicionamento, 

complicações ligadas à DECH e complicações infecciosas.  

 

 

2.2.1 - Complicações Ligadas ao Condicionamento  

 

As complicações ligadas ao condicionamento podem se manifestar sob dife-

rentes formas: doença venoclusiva hepática, pneumopatia intersticial idiopática e microan-

giopatia trombótica são as mais freqüentes. Agrupam-se essas complicações sob a deno-

minação de síndrome de lesão endotelial que decorre, de um lado, de lesões diretas do en-

dotélio vascular e do epitélio e, de outro, da liberação de enorme quantidade de citoquinas 

(a chamada tempestade de citoquinas − cytokine storm), principalmente interleucina 1 e fa-
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tor de necrose tumoral alfa (Holler, 1990). Esses dois fenômenos são os responsáveis pelas 

diferentes manifestações clínicas dessa síndrome.  

 A doença venoclusiva hepática é causada pela obstrução não-trombótica de vê-

nulas intra-hepáticas, com conseqüente dano nos hepatócitos centrolobulares e sinusóides 

subjacentes. O fator desencadeador da obstrução é o dano endotelial determinado pelo con-

dicionamento pré-transplante (Bearman, 1995). A doença venoclusiva hepática usualmente 

ocorre nas primeiras 3 semanas após o transplante e se caracteriza por uma tríade de si-

nais: hepatomegalia, icterícia e ganho de peso/ascite (McDonald, 1984). A incidência varia 

de 1% a 50%, dependendo da série e dos critérios diagnósticos utilizados, e a mortalidade 

média é de 30% (Ribaud, 2000; Bearman, 2000).  

Pneumopatia intersticial idiopática refere-se a um dano difuso pulmonar após o 

transplante no qual nenhum agente infeccioso foi identificado (Crawford, 1993). O mecanis-

mo do dano é múltiplo, podendo estar relacionado com dano pulmonar direto induzido pela 

quimio-/radioterapia do condicionamento, com citoquinas, com alorreatividade T ou mesmo 

com infecção viral latente (Ribaud, 2000). Numa série publicada pelo grupo de Seattle, a 

incidência foi de 7,7% nos primeiros 120 dias, com uma mediana de aparecimento no 21o 

dia após o transplante. Apenas 13% dos pacientes que apresentaram pneumopatia intersti-

cial idiopática estavam vivos após um ano do transplante (Kantrow, 1997).  

A mucosite é, do ponto de vista do paciente, a complicação mais freqüente e 

mais debilitante. Sua gravidade está diretamente ligada à intensidade do condicionamento, 

embora outros fatores possam contribuir (Sonis, 2001). A mucosite pode ser de forte intensi-

dade, necessitando o uso de nutrição parenteral total se a via oral ficar indisponível. A pre-

sença de neutropenia associada predispõe o aparecimento de septicemia (Elting, 1992). 
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2.2.2 - Doença do Enxerto Contra o Hospedeiro  

 

A DECH é uma das principais causas de morbidade e mortalidade após trans-

plante de células-tronco hematopoéticas e decorre da alorreatividade dos linfócitos do en-

xerto contra os antígenos de histocompatibilidade do hospedeiro. Ela se classifica em agu-

da, quando ocorre nos 100 primeiros dias após o transplante, ou crônica, quando se verifica 

após esse prazo. Os pacientes submetidos a transplante de medula óssea alogênico preen-

chem as três condições definidas por Billingham,em, 1966, para o seu aparecimento 

(Billingham, 1966): 

 ter recebido administração de células imunocompetentes; 

 haver histoincompatibilidade entre doador e receptor; 

 haver inabilidade do receptor em destruir ou inativar as células transfundidas 

ou transplantadas.  

Pode-se dividir a gênese da DECH aguda em três etapas (Socié, 1998; Ferrara, 

1999): 

1a) Os tecidos do hospedeiro são danificados pelo condicionamento ou pelas 

citoquinas liberadas após o condicionamento ou após infecção (IL-1, IL-6, TNF-alfa, etc). Em 

decorrência disso, os órgãos-alvo da DECH (pele, tubo digestivo e dutos hepáticos) apre-

sentam uma hiper-expressão de moléculas de histocompatibilidade, de moléculas de ade-

são (VCAM1, ELAM1) e de outras moléculas com atividade procoagulante.  

2a) Além do aumento da expressão de moléculas de histocompatibilidade, uma 

série de antígenos é processada e peptídeos deles provenientes são exibidos pelas células 

apresentadoras de antígenos. O complexo molécula de histocompatibilidade/peptídeo é ex-

posto aos linfócitos T circulantes. Quando existe incompatibilidade HLA, a molécula de histo-

compatibilidade não é reconhecida como própria. Já no caso de transplantes com compa-

tibilidade HLA, os peptídeos ligados à molécula de histocompatibilidade ou antígenos me-
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nores de histocompatibilidade é que são reconhecidos como estranhos ao organismo do re-

ceptor. Os linfócitos, reconhecendo como estranhas essas moléculas, são ativados, prolife-

ram e secretam IL 2. 

3a) A presença de IL 2 proveniente dos linfócitos ativados estimula as células 

mononucleadas do doador a secretar um coquetel de citoquinas inflamatórias, como IL-1, 

TNF-alfa e interferon-gama. A resposta inflamatória resultante dessa combinação amplifica 

as lesões teciduais e, por um mecanismo de retroalimentação, aumenta ainda mais a libera-

ção de citoquinas e a proliferação/ativação dos linfócitos. Além disso, o próprio linfócito T 

aumenta sua atividade citotóxica contra as células-alvo da DECH. 

A DECH aguda ocorre usualmente entre o 14o e 28o dia após o transplante. 

Entre 20% e 70% dos pacientes aprresentam DECH moderada ou grave (Byrne, 2000; Ro-

cha, 2000). Vários fatores de risco para sua ocorrência após transplante de medula óssea 

foram identificados, podendo-se dividi-los em fatores relacionados ao receptor/doador (com-

patibilidade HLA, diferença de sexo entre doador e receptor, idade do receptor), fatores li-

gados ao transplante (uso de irradiação corporal total em doses elevadas, dose de linfócitos 

infundidos, dose de imunossupressores administrados) e fatores pós-transplante (reativação 

do citomegalovírus, pega precoce, supressão da flora intestinal) (Nash, 1992; Socié, 1998).  

Os órgãos-alvo da DECH aguda são a pele, o tubo digestivo e o fígado. Em re-

lação à pele, as manifestações clínicas podem variar de um simples eritema localizado até a 

síndrome de Lyell. O acometimento digestivo pode se resumir a náuseas ou se manifestar 

como diarréia profusa e hemorrágica. Colestase é a manifestação clássica do acometimento 

hepático. A DECH aguda é classificada de 1 a 4 de acordo com os critérios propostos por 

Glucksberg e colaboradores em, 1974 e que se encontram descritos na tabela 1 (Glucksberg, 

1974). A mortalidade varia segundo o grau, podendo atingir ate 90% quando o grau é 4. 

 

 

 

 



 
 
2 – Base Teórica 
 
 

24

Tabela 1 - Graduação da doença do enxerto contra o hospedeiro  

 

Gravidade em função do órgão afetado − Estadiamento clínico-laboratorial 

Estádio Pele Fígado Tubo Digestivo 

 

1 

 

Rash maculopapuloso                   
< 25% da superfície corporal 

 

Bilirrubina 2-3 mg/dl        

Diarréia ≤ 1000 ml/d                    
(na ausência de causa infecciosa)   
(≤15 ml / kg/d)*                       
náuseas e vômitos ou anorexia 
(comprovação histológica) 

2 Rash maculopapuloso de 25% a
50% da superfície corporal 

Bilirrubina 3,1-5,9 mg/dl Diarréia > 1000 ml/d                    
(> 15 ml/kg/d)* 

3 Eritrodermia generalizada Bilirrubina 6-14,9 mg/dl   Diarréia > 1500 ml/d                    
(>20 ml/kg/d)* 

        
4 

Eritrodermia generalizada com
formação de bolhas e descama-
ção 

                              
Bilirrubina >15 mg/dl Diarréia ≥ 2000 ml/d 

(≥ 25 ml/kg/d)* 

Classificação da DECH de acordo com o grau de gravidade das manifestações 

Grau Pele Fígado Tubo Digestivo 

I 1 a 2 0 0 

II 0 a 3 0 - 1 0 - 1 

III 0 a 3 0 a 4 2 a 4 

IV 0 a 3** 0 a 4** 2 a 4** 

*Avaliação da diarréia em pediatria  
Os pacientes com diarréia com sangue devem ser considerados, no mínimo, como estádio 2, podendo atingir os 
estádios 3 ou 4 dependendo do volume. 
A gravidade deve ser julgada no momento da manifestação mais intensa da DECH. 
** Estádio e severidade da DECH de grau IV idêntico ao grau III porém com Karnofsky < 30%. 
 

 

As estratégias para a prevenção da DECH envolvem a eliminação ou bloqueio 

da ativação dos linfócitos. A remoção dos linfócitos da medula óssea (ou do sangue perifé-

rico coletado por aférese) resulta em redução importante na incidência da DECH, acompa-

nhada, porém, de aumento significativo na taxa de recidiva e de não-pega do enxerto após o 

transplante (Marmont, 1991). A medida profilática mais utilizada é uma combinação de imu-

nossupressores, especialmente ciclosporina e metotrexato. 
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Embora a maior parte dos pacientes submetidos a transplante de medula óssea 

alogênico relacionado não apresente DECH moderada ou severa, sua incidência também 

não é baixa, gerando uma alta taxa de morbidade e mortalidade. O tratamento padrão da 

DECH aguda envolve o uso de corticóides em doses elevadas, usualmente acima de              

2 mg/kg de peso de prednisona ou metilprednisolona (Socié, 1998). No caso de falha na te-

rapia com corticóides, outras abordagens podem ser tentadas, como o uso de imunoglobu-

linas antilinfócitos, tacrolimus, micofenolato mofetil ou anticorpos monoclonais.  

A DECH crônica (após o 100o dia do transplante) ocorre em cerca de 50% dos 

casos. Ela pode ser classificada em limitada ou extensiva (Shulman, 1980) e se assemelha 

a uma doença sistêmica auto-imune. Os orgãos mais afetados são pele, fígado, cavidade 

oral e olhos. A forma crônica determina um déficit imunológico importante, com diminuição 

da quantidade e da qualidade dos linfócitos T e B e é responsável por uma taxa de morta-

lidade em torno de 5% a 10% dos pacientes transplantados. O fator de risco mais importante 

é a ocorrência prévia da forma aguda da doença (Carlens, 1998). Assim, a melhor profilaxia 

para a DECH crônica é também a profilaxia para a forma aguda. No seu tratamento, a com-

binação de prednisona com ciclosporina é a mais utilizada. Outras medicações empregadas 

são tacrolimus, micofenolato mofetil, talidomida e PUVAterapia (Vogelsang, 2001). 

 

 

2.2.3 - Complicações Infecciosas 

 

As complicações infecciosas são uma das principais, senão a principal, causa de 

morbidade e mortalidade em transplantados. Vários fatores de risco para infecções estão 

presentes nesses pacientes, como o longo período de neutropenia, a toxicidade ligada ao 

condicionamento, a utilização de cateteres de longa permanência e a imunossupressão in-

tensa e prolongada causada, em parte, pela profilaxia da DECH e, em parte, pela lenta re-

 



 
 
2 – Base Teórica 
 
 

26

constituição da imunidade (mais lenta ainda em presença de DECH) (Pirsch, 1986; Sayer, 

1994; Yuen, 1998; Richardson, 1998). 

Pode-se dividir o período de risco infeccioso após o transplante em três fases 

distintas (Ljungman, 2000): 

1a fase - É o chamado período da aplasia, que vai desde o dia do transplante até 

a pega do enxerto, durando, em média, de 21 a 28 dias. Nesse período o risco infeccioso é 

mediado principalmente pela neutropenia e pela quebra de barreiras naturais (a pele, pelo 

uso de cateter, e a mucosa, pela mucosite secundária ao condicionamento). Outros fatores 

também podem influenciar o aparecimento de infecções nessa fase, como a depressão da 

função dos macrofágos, dos linfócitos T e NK. As bactérias mais freqüentemente isoladas 

são os cocos Gram-positivos, principalmente os estafilococos coagulase-negativos, e os ba-

cilos Gram-negativos (Williamson, 1999). As infecções por leveduras (basicamente Candida 

sp.) e por Herpes simplex são também freqüentes (Wingard, 1999). Tem se observado, em 

particular, um aumento na freqüência dos episódios de candidemia nos pacientes trans-

plantados (Goodrich, 1991). 

2a fase - A segunda fase é a da DECH, em que o risco infeccioso é determinado 

principalmente pela redução importante na função (e, em menor grau, do número) dos lin-

fócitos T. Outros fatores importantes são as neutropenias secundárias e a eventual persis-

tência de quebra de barreiras nos pacientes que permanecem com cateter. A duração desta 

fase é variável, podendo ir de apenas algumas semanas naqueles pacientes que receberam 

enxerto de doador familiar HLA-compatível e que não apresentaram DECH, até vários me-

ses nos pacientes com DECH persistente ou que receberam enxerto não-aparentado. As in-

fecções predominantes são reativações do citomegalovírus, infecções bacterianas e infec-

ções fúngicas por Candida sp. e Aspergillus sp. Infecções por Toxoplasma sp. e Pneumocystis 

carinii, outrora freqüentes, são raras atualmente graças ao uso de profilaxias medicamen-

tosas (Martino, 2000, Vasconcelles, 2000).  
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3a fase - Caracteriza-se por uma deficiência na função dos linfócitos B, freqüen-

temente combinada com uma disfunção dos linfócitos T, ocorrendo em pacientes com 

DECH crônica. Esta fase pode não ocorrer nos pacientes que não apresentam DECH crôni-

ca. Em compensação, pode durar vários anos nos que desenvolveram a DECH na forma 

crônica severa ou persistente. Infecções virais, como a causada pela Herpes zoster, e bac-

terianas, como as provocadas por germes encapsulados, são freqüentes nesse período 

(Kahls, 1988; Steer, 2000).  

 

 

2.2.3.1 - Infecções Bacterianas 

 

A maioria das infecções bacterianas ocorre precocemente após o transplante, o 

que corresponde usualmente ao período de aplasia após o condicionamento. A neutropenia 

é um fator de risco conhecido para infecções bacterianas nos pacientes imunodeprimidos. 

Esse risco aumenta segundo a duração e a severidade da neutropenia (Pizzo, 1993). As le-

sões resultantes da químio ou radioterapia do condicionamento e a utilização de cateteres 

centrais de longa permanência comprometem a proteção oferecida pela pele e pela mucosa, 

aumentando ainda mais a predisposição às infecções (Kruger, 1999). Cerca de 85% a 100% 

dos pacientes submetidos a transplante apresentarão pelo menos um episódio febril durante 

o período de aplasia e em torno de 35% a 50% dos casos o agente etiológico não será iden-

tificado (Kolbe, 1997; Kruger, 1999; Mullen, 2000). Dos germes isolados, cerca de 50% a 

70% consistem de bactérias Gram-positivas (Yeun, 1998; Williamson, 1999; Mullen, 2000). 

Os microorganismos mais freqüentemente isolados são os estafilococos coagulase-negati-

vos, seguidos pelos estreptococos e enterococos (van Burik, 1999). Entre os Gram-negati-

vos, que compreendem 20% a 30% dos germes isolados, predominam as enterobactérias 

(E. coli, K. pneumoniae) e a Pseudomonas aeruginosa (Kruger, 1999; Mullen, 2000). Apro-
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ximadamente 25% dos óbitos ocorridos precocemente após o transplante estão ligados a 

bacteremias. Um achado interessante é que a presença de bacteremia na fase de aplasia 

está ligada a óbito posterior por infecção fúngica, relação esta provavelmente relacionada à 

quebra de barreiras (Sparrelid, 1998). As pneumonias bacterianas após o transplante de 

medula óssea ocorrem em torno de 15% dos casos e também apresentam taxa de mortali-

dade elevada (em cerca de 20% dos episódios) (Lossos, 1995).  

 

 

2.2.3.2 - Infecções Fúngicas 

  

Os fungos são agentes infecciosos relativamente freqüentes após o transplante 

de medula óssea alogênico. Os dois germes mais comumente isolados são Candida sp. e 

Aspergillus sp., sendo o primeiro mais comum na fase precoce após o transplante e o se-

gundo ocorrendo de forma mais tardia, embora possa também aparecer mais precocemente 

em algumas circunstâncias (van Burik, 1999). Os fatores que predispõem ao aparecimento 

de infecção fúngica são período prolongado de aplasia, quebra das barreiras de proteção 

naturais, redução da imunidade celular e presença da DECH (Morrison, 1994; Wingard, 

1999).  

Antes do surgimento dos antifúngicos do tipo “azol” (fluconazol, itraconazol), 

Candida albicans era a levedura mais freqüentemente isolada nos pacientes submetidos a 

transplante de medula óssea (Wingard, 1999). Com o uso sistemático de fluconazol, obser-

vou-se inicialmente uma redução significativa na sua incidência. Porém, com o decorrer do 

tempo, notou-se um aumento de outras espécies de Candida (C. Krusei e C. tropicalis são 

as mais freqüentes). A maioria das infecções por Candida provém de leveduras que colo-

nizam normalmente o trato gastrointestinal e que conseguem penetrar na circulação san-

güínea. Mesmo com o surgimento de cepas resistentes aos esquemas de profilaxia antifún-
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gica, tem-se observado redução no óbito ligado diretamente à infecção por Candida sp. 

(Marr, 2000).   

A aspergilose invasiva, mais freqüentemente pulmonar, pode acometer até 10% 

dos pacientes que receberam transplante alogênico, com uma taxa de mortalidade superior 

a 90% (Denning, 1996; Richardson, 1998; Kruger, 1999). A mediana de aparecimento situa-

se entre o 50o e 100o dia após o transplante. A apresentação clínica da doença pode variar 

e, no início, os pacientes não costumam apresentar nem febre nem sintomas pulmonares 

(Jantunen, 2000). Embora a neutropenia também seja um fator de risco para as infecções 

por Aspergillus, a maioria dos pacientes acometidos não está neutropênica no momento do 

diagnóstico. A presença da DECH ativa e a utilização de corticóides são fatores de risco 

importantes para o surgimento de infecções por Aspergillus (Ribaud, 1999).  

 

 

2.2.3.3 - Infecções Virais 

  

O herpesvírus era um germe extremamente prevalente nos pacientes subme-

tidos a transplante de medula óssea. A utilização profilática do aciclovir reduziu sua incidên-

cia de 80% para 5% nos soropositivos (van Burik, 1999). A maioria das infecções herpéticas 

que ainda se manifestam em pacientes transplantados ocorre na orofaringe ou na região 

perianal. O surgimento dessas infecções em vigência de profilaxia com aciclovir pode estar 

relacionado à resistência viral a esse agente.  

O citomegalovírus (CMV) também pertence à família dos herpesvírus. Dividem-

se as infecções por CMV em reativação (quando existe viremia porém sem acometimento 

importante de algum órgão-alvo) e a chamada doença por CMV (quando ocorre comprometi-

mento de algum órgão de maneira importante). Ele era responsável pela maioria das pneu-

mopatias intersticiais após transplante, com uma taxa de mortalidade de aproximadamente 
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90% (Armitage, 1994). Após o surgimento do ganciclovir e do foscarnet, das medidas de 

profilaxia (como o uso de produtos deleucotizados) e do tratamento dito preemptivo, a inci-

dência da doença por CMV e sua mortalidade reduziram-se significativamente (Prentice, 

1997; Manteiga, 1998; Boeckh, 1998). Por outro lado, a reativação permanece muito fre-

qüente e seu tratamento pode ocasionar uma morbidade importante, em particular devido ao 

impacto da neutropenia, que acompanha freqüentemente a utilização do ganciclovir, e da in-

suficiência renal que se segue à administração do foscarnet (Boeckh, 1996). Os principais 

fatores de risco para a reativação e para a doença por CMV são o status sorológico CMV 

(antes do transplante) do receptor/doador, a depleção dos linfócitos T, a presença da DECH 

aguda e a idade do receptor (Meyers, 1986; Takenaka, 1997).  

O vírus varicela-zoster, outro membro da família dos herpesvírus, é responsável 

por infecções (na verdade reativações) mais tardias, tanto na forma localizada (infecção no 

dermátomo) quanto na disseminada. O uso de aciclovir profilático praticamente acaba com 

sua incidência enquanto ele for utilizado. Cerca de 20% a 50% dos pacientes apresentarão 

reativação quando da suspensão da profilaxia (Steer, 2000).  

Infecções por adenovírus ocorrem em torno de 5% a 20% dos pacientes subme-

tidos a transplante alogênico de medula óssea, sendo seu pico de incidência entre 1 e 2 me-

ses após o procedimento (Flomenberg, 1994; van Burik, 1999). Cerca de um terço desses 

pacientes apresentarão doença dor adenovírus, principalmente cistite hemorrágica, hepatite, 

colite ou pneumonia (Flomemberg, 1994). A presença de DECH e o transplante em paciente 

pediátrico são fatores de risco para o aparecimento de infecção por adenovirus (Howard, 

1999).  
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2.3 - A Molécula CD34 e a Célula-Tronco Hematopoética  

 

O sucesso de um transplante de medula óssea decorre da implantação e pega 

de células-tronco hematopoéticas no microambiente da medula óssea. A produção contínua 

de células sangüíneas será garantida por essa pequena população de células capazes de 

auto-renovação, para perpetuar o estoque de células-tronco, e de diferenciação, produzindo 

uma prole de células engajadas em uma linhagem específica (megacariocítica, mielóide, lin-

fóide ou eritróide). O controle da hematopoese (auto-renovação, engajamento em uma de-

terminada linhagem, proliferação e maturação) é feito tanto por mecanismos intracelulares 

(oncogenes, reguladores do ciclo celular e fatores de transcrição) como por fatores extra-ce-

lulares (através da interação entre as células-tronco hematopoéticas, as células do microam-

biente, como os fibroblastos, células endoteliais, células reticulares, osteoblastos, etc. e as 

citoquinas produzidas pelo microambiente) (Siena, 2000).  

A caracterização da célula-tronco hematopoética não é evidente. Morfologica-

mente é impossível separá-la de um linfócito, tal sua semelhança. Diversos testes in vitro, 

como os ensaios clonogênicos do tipo GM-CFU ou LTC-IC, embora evidenciem a existência 

dessa célula através da comprovação de suas propriedades de proliferação e auto-renova-

ção, não servem para caracterizá-la. Talvez o grande passo dado para se identificar a célu-

la-tronco hematopoética tenha sido a caracterização de marcadores presentes em sua 

membrana. Dentre esses marcadores, o mais importante é o chamado CD34. 

CD34 é uma glicofosfoproteína expressa em células-tronco hematopoéticas pri-

mitivas e nas precocemente engajadas em alguma linhagem hematopoética. Também está 

presente nas células endoteliais de pequenos vasos e em fibroblastos embrionários (Krause, 

1996). Uma parte das células das leucemias agudas (mielóide e linfóide) igualmente expres-

sam em graus variados a molécula CD34 (Drenou, 1996). As células que apresentam em 

sua membrana a molécula CD34 perfazem cerca de 1% a 3% das células mononucleares 
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da medula óssea e entre 0,001% e 0,1% das células nucleadas do sangue (Drenou, 1996). 

A prova de que a molécula CD34 caracterizava a célula-tronco hematopoética veio da evi-

dência de que células CD34+ purificadas podiam iniciar culturas de longo prazo e também 

reconstituir a hematopoese em cobaias (Baech, 2000).  

A descoberta da molécula CD34 foi resultado de uma estratégia para desen-

volver anticorpos que reconhecessem especificamente antígenos expressos em pequenas 

subpopulações da medula óssea e ausentes em células maduras do sangue e de linfócitos. 

A molécula CD34 está presente não só na célula-tronco hematopoética primitiva como tam-

bém nas células progenitoras engajadas em uma ou mais vias de diferenciação: unidade for-

madora de colônias (colony-forming unit − CFU) macrofágicas, CFU granulocítica, CFU gra-

nulocítica-macrofágica, CFU megacariocítica, etc. (Drenou, 1996). Na verdade, podem-se 

caracterizar duas populações de células CD34 positivas: uma chamada de CD34 bright, que 

apresenta uma maior quantidade de moléculas CD34 na sua superfície, e que é a população 

mais primitiva, e outra CD34 dim, com menor quantidade de CD34 na superfície, e que per-

faz as células já engajadas em alguma via de diferenciação (Krause, 1996).  

O gene da molécula CD34 foi clonado em 1994 e consiste em 9 éxons localiza-

dos no cromossoma 1. O gene produz uma proteína de 115 kD transmembrânica semelhan-

te à família das sialomucinas (Drenou, 1996). Suas funções na célula são provavelmente 

duas: adesão/localização das células-tronco hematopoéticas na medula óssea e regulação 

na diferenciação (Krause, 1996; Siena, 2000). Embora importantes na caracterização da cé-

lula-tronco hematopoética, modelos de animais knock-out para o gene CD34 são viáveis e 

capazes de se reproduzir e sua hematopoese aparenta estar intacta, exceto por uma quan-

tidade menor de progenitores em cultura (Krause, 1996).  
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O reconhecimento da molécula CD34 presente na superfície das células-tronco 

hematopoéticas é feito por anticorpos dirigidos contra diferentes epitopos da porção extrace-

lular da molécula (Krause, 1996). Embora sua função não tenha sido totalmente elucidada, 

as aplicações clínicas decorrentes da sua identificação já são amplamente utilizadas. O uso 

da citometria de fluxo permite a quantificação do numero de células CD34+ presentes em 

diferentes tipos de enxerto (medula óssea, sangue ou sangue de cordão umbilical). Através 

dessa mesma técnica também é possível quantificar a presença de células CD34+ em blas-

tos de leucemia aguda. Finalmente, pode-se também utilizá-la para a purificação de células-           

-tronco hematopoéticas para uso em laboratório ou em transplantes. A célula-tronco hema-

topoética pode ser ainda melhor caracterizada quando se empregam outros anticorpos diri-

gidos contra diferentes moléculas presentes na sua superfície. Em linhas gerais, a célula-           

-tronco hematopoética é caracterizada por ser CD34+, CD38-, HLA-DR-, Thy-1+ e CD45RA- 

(Rizzoli, 1997). 

 

 

2.4 - Quantificação das Celulas Progenitoras Hematopoéticas Pre-
sentes no Enxerto e seu Impacto no Desfecho dos Transplantes 

  

 

Diversos fatores interferem no desfecho do transplante de células-tronco hema-

topoéticas, alguns dos quais já bem definidos na literatura. A tabela 2 contém um resumo 

dos fatores que influenciam a mortalidade relacionada ao transplante e à recidiva de neopla-

sias (adaptado de Gratwohl, 2000). 
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Tabela 2 - Fatores influenciando mortalidade relacionada ao transplante e à recidiva após 

transplante de células-tronco hematopoéticas 

 

Fatores pré-transplante Mortalidade relacionada ao transplante Recidiva 
Paciente 

Idade +++ − 

Sexo − − 

Performance ++ − 

Doença 
Tipo / subtipo + + 
Estadiamento ++ +++ 
No diagnóstico + + 
No transplante ++ +++ 
Tempo entre diagnóstico e transplante ++ ++ 

Disfunção orgânica 
Sorologia viral ++ − 

Doador 
Tipo de doador +++ +++ 
Fonte de célula + ? ? 
Número de transplantes ++ ++ 
Histocompatibilidade +++ +++ 
Sorologia viral ++ − 

Equipe médica 
Experiência + ? − 

Situação geográfica + + 
Fatores relacionados ao 

procedimento 
Mortalidade relacionada ao transplante Recidiva 

Condicionamento 
Intensificado ↑ ↓ 
Reduzido ↓ ↑ 

Dose de células 
Aumentada ↓ ? 

Profilaxia da DECH 
Intensificada ↓ ↑ 
Reduzida ↑ ↓ 

Influência +++ forte, ++ média, + fraca, ? ainda não bem caracterizada, ↑ risco aumentado, ↓ risco reduzido. 

 

 



 
 
2 – Base Teórica 
 
 

35

Embora variáveis relacionadas à doença de base, ao paciente ou ao doador 

influenciem significativamente os desfechos mais importantes após transplante de células-              

-tronco hematopoéticas, a quase impossibilidade de modificá-las as tornam de pouca valia. 

Na maioria das vezes o doador localizado é único. Em algumas situações, como nos trans-

plantes não-relacionados, pode-se optar pelo melhor doador baseado na histocompatibi-

lidade ou na fonte de células (sangue de cordão umbilical versus medula óssea versus san-

gue periférico). No transplante relacionado, nas raras vezes em que há mais de um doador 

na família, pode-se selecioná-lo pelo status sorológico para o CMV ou pelo número de ges-

tações prévias (no caso de doadora mulher). Dos fatores relacionados diretamente ao pro-

cedimento, as modificações feitas tanto no condicionamento quanto na profilaxia da DECH 

se refletem de maneira inversa sobre a mortalidade e a recidiva. O fator potencialmente mo-

dificável e que influencia a mortalidade e talvez a recidiva é a dose de células infundidas.  

Desde a década de 60 sabe-se que, em modelos animais, a dose de células-

tronco/progenitoras hematopoéticas infundida no enxerto poderia influenciar a velocidade e 

a qualidade da reconstituição hematopoética após condicionamento mieloablativo (Siena, 

2000). Diferentes parâmetros foram estudados para avaliar o impacto da dose celular no 

transplante de células-tronco hematopoéticas. O método mais simples, rápido e ainda hoje 

mais utilizado no transplante alogênico com medula óssea é a quantificação do número total 

de células nucleadas presentes no enxerto.  

O grupo de Seattle foi pioneiro no estudo da dose de células presentes no enxer-

to. Desde a década de 70, em sucessivos trabalhos, esse grupo tem demonstrado que uma 

dose de células nucleadas inferior a 3x108/kg está associada com risco aumentado de rejei-

ção do enxerto em pacientes portadores de aplasia medular submetidos a transplante de 

medula óssea alogênico (Storb, 1977). Na década de 80, o mesmo grupo publicou uma sé-

rie de 252 pacientes também portadores de aplasia medular em que, além da confirmação 

da influência da dose celular sobre a taxa de rejeição do enxerto, foi também demonstrada 

sua pequena, porém significativa, repercussão sobre a recuperação dos neutrófilos e pla-
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quetas. Mais importante, mostra de maneira clara o impacto da dose celular sobre a morta-

lidade (Niederwieser, 1988). Ainda em 1997 a mesma equipe publicou outra grande série de 

pacientes, dessa vez portadores de leucemias agudas submetidos a transplante de medula 

óssea não-aparentado (Sierra, 1997). Nesse estudo, uma dose de células nucleadas no en-

xerto superior a 3,65x108/kg estava associada a uma recuperação mais rápida de neutrófi-

los, linfócitos e plaquetas e a uma menor taxa de DECH aguda severa. Além disso, essa do-

se mais alta também estava associada, nos pacientes transplantados em remissão, à re-

dução na taxa de mortalidade relacionada ao transplante e à melhora na taxa de sobrevida 

livre de leucemia. Essa influência manteve-se mesmo após correção para eventuais fatores 

de confusão. Aparentemente a repercussão sobre a mortalidade deveu-se, segundo os pes-

quisadores, a uma redução na taxa de infecção imediata após o transplante, a qual poderia 

repercutir favoravelmente sobre a taxa de DECH, sabidamente uma causa de mortalidade 

após transplante alogênico. Mais recentemente, esses mesmos autores atualizaram seus re-

sultados, confirmando os achados numa série maior de pacientes (Sierra, 2000). Pesquisa-

dores ingleses, em uma série de publicações feitas na segunda metade da década de 90, 

também demonstraram o impacto da dose de células nucleadas sobre diferentes desfechos 

após transplante de medula óssea alogênico. Uma dose superior a 2,6x108/kg reduziu de 

maneira significativa a mortalidade relacionada ao transplante e, conseqüentemente, 

aumentou a sobrevida livre de doença (Metha, 1996). Uma dose acima de 2,5x108/kg 

também mostrou reflexos sobre a mortalidade devido a infecções, hemorragias ou não-pega 

em uma série de 712 pacientes submetidos a transplante de medula óssea alogênico 

(Metha, 1997A). O mesmo grupo, em 1998, observou que uma dose de células acima de 

2,42x108/kg associava-se com maior taxa de recidiva em pacientes portadores de leucemia 

mielóide aguda que receberam transplante de medula óssea, em sua grande maioria após 

condicionamento com melfalano ou ciclofosfamida e irradiação corporal total (Powles, 1998). 

Outra equipe inglêsa, de Oxford, igualmente demonstrou que uma dose de células nuclea-

das superior a 2,17x108/kg presente em medula óssea coletada de doadores não-aparen-
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tados e infundida em pacientes portadores de leucemia aguda repercutiu significativamente 

na pega do enxerto. Ficou demonstrado ainda que uma dose mais elevada reduziu significa-

tivamente a mortalidade relacionada ao transplante com tendência a aumentar a sobrevida 

global (Byrne, 2000). No transplante singênico, a dose de células nucleadas infundidas tam-

bém repercute nos diferentes desfechos. Barrett e colaboradores publicaram, em 2000, uma 

série de 100 pacientes que receberam enxerto de medula óssea proveniente de doador sin-

gênico para o tratamento de leucemia aguda ou leucemia mielóide crônica. Em resumo, uma 

dose superior a 3x108/kg resultou em redução da taxa de recidivas e em aumento na sobre-

vida livre de leucemia. Os pesquisadores explicam esse resultado por uma reconstituição 

hematológica/imunológica mais robusta (reduzindo complicações infecciosas precoces) e 

por um efeito enxerto contra leucemia (contra antígenos presentes somente nas células leu-

cêmicas) desencadeado por uma dose mais elevada de linfócitos no enxerto (Barrett, 2000). 

Com base nesses estudos, concluiu-se que um número de células nucleadas na medula 

óssea acima de 2x108/kg assegura uma pega correta na maior parte dos transplantes alo-

gênicos, sendo a dose recomendada atualmente na literatura (Cottler-Fox, 1998). No trans-

plante autólogo envolvendo medula óssea, hoje em desuso, a infusão de um número de cé-

lulas nucleadas infundidas superior a 2x108/kg também resultou em sobrevida livre de doen-

ça significativamente melhor, além de menor mortalidade relacionada ao transplante (Metha, 

1997B). Também no transplante com sangue de cordão umbilical a dose de células nuclea-

das tem mostrado forte influência sobre os diferentes desfechos. Em 1997, Gluckman e 

colaboradores mostraram que uma dose de células nucleadas acima de 3,7x107/kg aumen-

tava significativamente a taxa e a velocidade de pega dos neutrófilos, além de melhorar a 

sobrevida global (Gluckman, 1997). Em relação ao transplante autólogo utilizando células-

tronco hematopoéticas provenientes do sangue periférico, o número de células nucleadas 

totais ou o número de células mononucleadas presentes no enxerto não apresenta forte 

correlação com nenhum dos desfechos significativos após transplante (To, 1997). Outros 
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métodos de estimação do conteúdo de células-tronco hematopoéticas substituíram com van-

tagens a simples determinação de células nucleadas totais nesta situação específica.  

A numeração das células nucleadas presentes no enxerto, embora se revista de 

importância prognóstica após transplante, não fornece nenhuma informação sobre a compo-

sição ou a riqueza do mesmo em células-tronco hematopoéticas. Uma maneira indireta de 

se obter essa informação é pela quantificação das CFU-GM (CFU – granulocyte and 

monocyte − colônias formadoras de unidades de granulócitos e monócitos). Estudos inicial-

mente realizados em transplante autólogo de medula óssea mostraram correlação entre a 

dose de CFU-GM e a reconstituição hematopoética: uma dose acima de 15-20x104 CFU-

GM/kg associava-se com recuperação mais rápida de neutrófilos e plaquetas (To, 1997). 

Outro trabalho evidenciou pela primeira vez correlação entre dose maior de células-tronco 

(estimadas pela CFU-GM) e recuperação acelerada de todas as linhagens hematopoéticas 

pós-transplante, menor necessidade de transfusão de eritrócitos e plaquetas e alta hospita-

lar mais precoce. Contudo, a pesquisa envolveu a infusão simultânea de medula óssea e 

sangue periférico (Gianni, 1989). Em relação ao transplante alogênico empregando medula 

óssea, a relação entre CFU-GM e pega de neutrófilos e de plaquetas é controversa. Baciga-

lupo e colaboradores não verificaram relação entre a dose de CFU-GM administrada e a 

recuperação de neutrófilos ou de plaquetas, entretanto observaram melhor reconstituição 

hematológica a longo prazo (após 80 dias do transplante) nos pacientes que receberam 

doses mais altas (Bacigalupo, 1995). Já Hassan e colaboradores constataram recuperação 

mais rápida dos neutrófilos nos pacientes para os quais foram administradas doses mais 

elevadas de CFU-GM. Essa correlação não foi confirmada no tocante à recuperação das 

plaquetas (Hassan, 1997). De maior significado clínico foi a observação de Bacigalupo e co-

laboradores que encontraram relação significativa entre doses mais elevadas de CFU-GM 

(acima de 2,4 x 104/kg) e diminuição da mortalidade relacionada ao transplante e aumento 

na sobrevida global (Bacigalupo, 1995). Embora seu impacto nos diferentes desfechos após 
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transplante de células-tronco hematopoéticas tenha sido demonstrado, sua utilidade é ofus-

cada pela demora em se obter o resultado (entre 10 e 14 dias) e pela dificuldade de padro-

nização do método em virtude das diversas variáveis envolvidas na sua execução (Reis, 

1999; Siena, 2000). Seu uso no contexto do transplante alogênico é pouco prático e, hoje 

em dia, não é utilizado rotineiramente.  

Nos últimos 10 anos, a expressão da molécula CD34 vem sendo utilizada de 

maneira crescente para estimar o número de células progenitoras presentes no enxerto. Em, 

1991, Siena e colaboradores relataram o uso da citometria de fluxo na quantificação de cé-

lulas CD34 para estimar a quantidade de células progenitoras hematopoéticas utilizadas pa-

ra transplante autólogo. O estudo evidenciou forte correlação entre a dose de células CD34 

e a de CFU-GM, considerada na época o padrão-ouro na determinação de células-tronco 

hematopoéticas (Siena, 2000). A disseminação da dosagem de CD34 como método para 

determinação da dose de células-tronco hematopoéticas decorreu basicamente da simpli-

cidade, rapidez, precisão, sensibilidade e reprodutibilidade da técnica. Diversos grupos des-

creveram técnicas diversas para a quantificação de células CD34+ por citometria de fluxo. 

Em virtude disso, os resultados iniciais variavam de acordo com o método empregado. 

Iniciativas como a promovida pela International Society of Hematotherapy and Graft 

Engineering (ISHAGE) serviram para padronizar os métodos de maneira a tornar possível a 

troca de informações entre os diversos grupos (Reis, 1999). 

A importância da quantificação da expressão da molécula CD34 foi inicialmente 

demonstrada no campo do transplante autólogo de células progenitoras periféricas. Uma do-

se superior a 1x106/kg foi estabelecida como o mínimo necessário para a pega do enxerto 

(Drenou, 1996). Existe uma relação dose-resposta entre a dose de células CD34 e a recupe-

ração dos neutrófilos acima desse valor. Weaver e colaboradores observaram redução no 

tempo de pega de neutrófilos e também de plaquetas à medida que se aumentava a dose 

de células CD34 acima de 0,5x106/kg (Weaver, 1995). Outros grupos obtiveram os mesmos 

resultados descritos inicialmente (Kiss, 1997, Klumpp, 1997). Entretanto, alguns pesqui-
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sadores demonstraram que, embora a velocidade de recuperação das plaquetas se corre-

lacionasse diretamente com a quantidade de células CD34 infundidas, a recuperação dos 

neutrófilos correlacionava-se com a dose de CD34 até um determinado patamar, acima do 

qual o aumento da dose não resultava em aceleração na pega de neutrófilos (Bensinger, 

1995, Ketterer, 1998). Além da influência sobre os principais parâmetros de recuperação 

hematológica a curto prazo após transplante autólogo de células-tronco periféricas, a dose 

de células CD34 infundidas também se reflete na reconstituição hematológica a longo prazo, 

reduzindo as transfusões pós-transplante e o número de internações. Kiss e colaboradores 

comprovaram que uma dose de células CD34 acima de 5 x 106/kg reduzia a necessidade de 

transfusões de plaquetas. Além disso, todos os parâmetros hematológicos após 180 dias 

(hemoglobina, neutrófilos e plaquetas) mostravam-se significativamente mais elevados no 

grupo que recebeu a dose mais elevada de células CD34 (Kiss, 1997). Pérez-Simon e cola-

boradores verificaram que uma dose de células CD34 mais elevada estava associada à re-

dução na perda transitória da pega de neutrófilos e de plaquetas, na necessidade de trans-

fusão de hemácias e plaquetas, nos dias de febre, na necessidade de hospitalização e no 

uso de antibióticos no primeiro ano após o transplante autólogo de células-tronco hemato-

poéticas periféricas (Pérez-Simon, 1999). O mesmo resultado foi encontrado por Schulman 

e colaboradores (redução na necessidade de transfusão de hemácias e plaquetas, período 

mais prolongado de internação e maior necessidade de uso de antibióticos e antifúngicos) e 

por Amigo e colaboradores (redução nos episódios de citopenias 6 e 12 meses após o trans-

plante) (Amigo, 1999; Schulman, 1999). Além disso, o grupo de Washington demonstrou 

uma redução nos custos do transplante de cerca de US$ 5.000 (Schulman, 1999). 

Informações sobre a relação entre a dose de CD34 e a reconstituição hematoló-

gica e outros desfechos importantes ainda são escassas nos transplantes alogênicos que 

utilizam medula óssea como fonte de células-tronco hematopoéticas. A maioria das pesqui-

sas foi feita com medulas manipuladas (que sofreram depleção de linfócitos), provenientes 

de doadores não-aparentados ou em situações de haplo-identidade. O grupo do National 
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Institutes of Health (NIH) em Bethesda, nos Estados Unidos, publicou o primeiro trabalho 

correlacionando dose de CD34 no enxerto e diferentes desfechos após transplante de me-

dula óssea proveniente de um doador familiar que sofreu T- depleção. Nessa pequena série 

de 28 pacientes ficou demonstrado que uma dose de células CD34 superior a 1x106/kg au-

mentava significativamente a sobrevida global, além de diminuir a mortalidade relacionada 

ao transplante em cerca de 10 vezes. Não houve diferença significativa na recuperação de 

neutrófilos após o transplante para os grupos que receberam menos de 1, entre 1 e 2 e aci-

ma de 2x106/kg células CD34. Entretanto, havia melhor recuperação de monócitos e de pla-

quetas, além de tendência a melhor recuperação de linfócitos com doses mais altas de célu-

las CD34. Os dias de hospitalização também foram reduzidos com doses mais elevadas. Os 

autores concluem que o efeito da dose de células CD34 na mortalidade é mediado por uma 

redução na taxa de infecções e por uma melhor recuperação hematológica (Mavroudis, 

1996). O mesmo grupo publicou, no ano de 2000, uma nova série de pacientes que recebe-

ram medula óssea ou células-tronco periféricas T-depletadas de um doador familiar, confir-

mando a importância da dose de células CD34 na sobrevida global dos pacientes (68% para 

os pacientes que receberam dose superior a 3x106/kg versus 10% para os que receberam 

menos de 1x106/kg). Além disso, ficou demonstrada uma relação entre doses acima de 

3x106/kg células CD34 e uma redução importante na taxa de recidiva após o transplante 

(13,5% versus 48%) (Bahçeci, 2000). O fato de o estudo misturar fontes de células-tronco 

diversas (medula óssea e sangue periférico) impede uma análise mais criteriosa sobre a re-

lação entre dose de células CD34 e recidiva, embora pareça lógico que os achados de me-

nor recidiva com doses maiores de células nucleadas possam ser extrapolados para a dose 

de células CD34. 

Em relação a transplante alogênico empregando medula óssea não manipulada, 

ainda hoje a forma mais freqüente de transplante alogênico, um estudo apresentado no en-

contro da American Society of Hematology (ASH), em 1999, por Anasetti, mostrou que, em 

uma população que recebeu o enxerto de doadores não-aparentados, uma dose maior de 
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células CD34 proporcionou recuperação mais rápida de plaquetas e redução na incidência 

de neutropenias após a pega. Também ocorreram diminuição na mortalidade relacionada ao 

transplante e aumento na sobrevida global dos pacientes que receberam mais de 2,5x106/kg 

células CD34. Como em outros estudos, a recuperação dos neutrófilos não foi afetada pela 

dose de células CD34 (Anasetti, 1999). Outra pequena série de 39 pacientes que receberam 

medula óssea ou células-tronco periféricas não manipuladas de um doador familiar HLA-          

-idêntico mostrou que uma dose de células CD34 acima de 2x106/kg estava correlacionada 

com melhora na sobrevida global e na sobrevida livre de eventos e com redução significativa 

da mortalidade relacionada ao transplante. Não foi encontrada nenhuma relação significativa 

entre a dose de células CD34 e a recuperação de neutrófilos ou plaquetas (Singhal, 2000). 

Outro estudo preliminar, levado a efeito no Hospital Saint Louis, em Paris, evidenciou corre-

lação entre a sobrevida global e a mortalidade nos 100 primeiros dias de transplante com a 

infusão de doses elevadas de células CD34. Não se verificou, mais uma vez, correlação en-

tre a pega de neutrófilos e o número de CD34 infundidos (Moraniu-Zamfir, 2001). 

Estudos em transplante alogênicos empregando exclusivamente células-tronco 

periféricas associaram doses mais elevadas de células CD34 com recuperação mais rápida 

de neutrófilos e plaquetas (Ilhan, 1999, Siena, 2000). Uma pesquisa recente de um grupo 

espanhol mostrou que, em pacientes transplantados com células CD34 positivas periféricas 

selecionadas de um doador familiar, a recuperação de plaquetas foi mais rápida com doses 

mais elevadas de células. Entretanto, a recuperação de neutrófilos, linfócitos e monócitos 

não foi afetada pela dose de células CD34 recebidas; surprendentemente, doses de células 

CD34 acima de 3x106/kg estavam associadas a uma sobrevida menor que a dos pacientes 

que receberam doses entre 1-3x106/kg, sobrevida esta provavelmente influenciada por uma 

maior mortalidade relacionada ao procedimento nos pacientes que receberam doses mais 

elevadas (Urbano-Ispizua, 2001). Qualquer extrapolação desses resultados para o contexto 

do transplante com medula óssea é precipitada. A célula CD34 periférica mobilizada por fa-

tores de crescimento apresenta características diversas das obtidas na medula óssea. Além 
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disso, a própria manipulação do enxerto interfere de maneira significativa no conteúdo das 

células chamadas “facilitadoras”, subtipos de linfócitos com repercussões importantes na pe-

ga (Rocha, 2001).  
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Pela revisão da literatura restou clara a importância da dose de células CD34 

nos diversos desfechos após o transplante de células-tronco hematopoéticas alogênico, es-

pecialmente quando se utiliza medula óssea como fonte. Entretanto, o que ainda não está 

suficientemente esclarecido é como se dá essa influência. Nos diversos estudos menciona-

dos não houve um reflexo significativo da dose de células CD34 sobre a recuperação dos 

neutrófilos. Sabe-se que a neutropenia é um fator de risco maior para infecções em pacien-

tes com patologias hematológicas ou oncológicas e que as infecções são uma das grandes 

causas de óbito em transplantados. Sendo assim, se houvesse uma recuperação mais rápi-

da dos neutrófilos, reduzir-se-iam o período de neutropenia, o risco de infecção e, conse-

qüentemente, a mortalidade, em particular a relacionada ao procedimento. Porém isso não é 

tudo. A dose de células CD34 parece influenciar a incidência da chamada neutropenia se-

cundária (a que ocorre após a recuperação dos neutrófilos); doses mais altas estão associa-

das a uma menor incidência de neutropenia secundária.  

Neste contexto, pode-se supor que a dose de células-tronco hematopoéticas, 

representada pela dose de células CD34, se reflete na recuperação hematopoética a longo 

prazo, proporcionando uma reserva medular mais consistente para enfrentar eventuais in-

fecções. Uma outra hipótese, compatível com a primeira, é a de que a recuperação de ou-

tras células derivadas da medula óssea (linfócitos e monócitos), também envolvidas em pro-

cessos infecciosos, poderia ser mais acelerada após o transplante quando houvesse a infu-

são de doses mais elevadas de células-tronco hematopoéticas. Essa dose mais alta propor-
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cionaria uma reconstituição imunológica mais precoce e, por conseqüência, uma menor 

incidência de episódios infecciosos, resultando em menor taxa de óbito relacionada ao 

transplante e melhor sobrevida global.  

No presente trabalho, estudaremos a recuperação das diversas linhagens hema-

topoéticas (neutrófilos, plaquetas, eritrócitos, monócitos e linfócitos) bem como a incidência 

de episódios de neutropenia secundária, assim como verificaremos a incidência dos diver-

sos episódios infecciosos graves (virais, bacterianos e fúngicos) e procuraremos a correla-

ção entre esses diversos desfechos com a dose de células CD34 recebidas no momento do 

transplante. Finalmente, verificaremos se a dose de células CD34 influencia a mortalidade 

relacionada ao procedimento, a incidência da DECH e a sobrevida global. Desta maneira, 

poderemos comprovar nossa hipótese sobre a influência da dose de células CD34 sobre a 

recuperação hematopoética/imunológica, sua correlação com a incidência de infecções e 

seu impacto sobre o desfecho principal do transplante, a mortalidade.  
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ABSTRACT 

 

While CD34 cell dose is known to influence outcome of peripheral stem cell and/or T-cell 

depleted transplantation, such data on unmanipulated marrow transplantation are scarce. In 

order to study the influence of CD34+ cell dose on hematopoietic reconstitution and 

incidence of infections after bone marrow transplant (BMT), we retrospectively analyzed 212 

patients transplanted from 01/94 to 08/99 with an unmanipulated graft from an HLA-identical 

sibling donor. Median age was 31 years, 176 patients had hematologic malignancies. Acute 

graft-versus-host disease (GVHD) prophylaxis consisted mainly in cyclosporin associated 

with methotrexate (n = 174). Median number of bone marrow nucleated cells (NC) and 

CD34+ cells infused were 2.4x108/kg and 3.7x106/kg, respectively. A CD34+ cell dose              

> 3x106/kg significantly influenced neutrophil (Hazard Ratio, HR = 1.37, P = 0.04), monocyte 

(HR = 1.47, P = 0.02), lymphocyte (HR = 1.70, P=0.003), erythrocyte (HR = 1.77,                      

P = 0.0002) and platelet (HR = 1.98, P = 0.00008) recoveries. CD34+ cell dose also 

influenced the incidence of secondary neutropenia (HR = 0.60, P = 0.05). Bacterial and viral 

infections were not influenced by CD34 cell dose, whereas it influenced the incidence of 

fungal infections (HR = 0.41, P = 0.008). Estimated 180-day transplant-related mortality 

(TRM) and 5-year survival were 25% and 56%, respectively, and both were highly affected 

by CD34+ cell dose (HR = 0.55, P = 0.006 and HR = 0.54, P = 0.03, respectively). Five-year 

survival and 180-day TRM were respectively, 64% and, 19% for patients receiving a CD34+ 

cell dose ≥ 3x106/kg and 37% and 40% for the remainders. In conclusion a CD34+ cell dose 

≥ 3x106/kg improved all hematopoietic recoveries, decreased the incidence of fungal 

infections and TRM, and improved overall survival. 

Key words: CD34 cell dose, allogeneic bone marrow transplant, hematopoietic recovery  
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INTRODUCTION 

 

Allogeneic bone marrow transplantation (BMT) has been widely used to treat 

different types of malignant and non-malignant hematological disorders as well as congenital 

metabolic and immunodeficiency diseases. Although peripheral blood stem cells (PBSC) 

have been increasingly used since 1994, bone marrow (BM) remains the main source of 

allogeneic hematopoietic stem cells (1). Patient −, disease − and transplant-related factors 

(such as age, disease status, type of donor, etc.) have been extensively studied and have 

shown significant influence on outcome after BMT. It has been realized that the total number 

of nucleated cells infused is a significant prognostic factor after allogeneic stem cell 

transplant for different outcomes: a low dose of nucleated cells has been associated with an 

increased risk of rejection (2, 3), with a slower engraftment rate (3), an increased transplant 

related mortality (TRM) (4, 5, 6), and a lower disease-free survival (4, 5, 6, 7), independently 

of the type of donor (related or unrelated) and the source of stem cell transplanted (bone 

marrow, peripheral stem cell or cord blood cells) (8, 9). 

CD34 designates a surface membrane molecule present in all committed and 

non-committed hematopoietic progenitor cells and has been used as a surrogate marker of 

the hematopoietic stem cell content mainly in mobilized peripheral stem cell (autologous or 

allogeneic) (10, 11, 12, 13) and in bone marrow (14, 15, 16, 17) transplants. Studies dealing 

with allogeneic stem cell transplantation have already showed that CD34+ cell dose is a 

significant prognostic factor for survival and TRM. However, the reason of such influence is 

not clear since it seems that neutrophil recovery is not influenced by CD34+ cell dose in the 

allogeneic BMT setting (14, 18). In order to understand why CD34+ cell dose has an impact 

on TRM and survival after allogeneic BMT, we addressed the question whether a better 

recovery of other parameters of hematopoietic reconstitution (i.e., secondary neutropenia, 
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and recovery of monocytes, lymphocytes, erythrocytes and platelets) as well as its impact on 

infections could explain a decreased TRM and better survival after BMT.  

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Patient, Donor and Transplant Characteristics 

 

Between January 1st 1994 and August 31st 1999, a total of 214 consecutive 

patients underwent a HLA-identical sibling BMT at the bone marrow transplant unit of Hôpital 

Saint Louis, Paris, France. Two patients were excluded because of insufficient data collected          

(n = 1) and absence of CD34+ quantification (n = 1). Table 1 summarizes the patient, 

disease and transplant characteristics of the 212 analyzed patients. 

 

 

Graft Versus Host Disease (GVHD) Prophylaxis, Conditioning 

Regimen and Supportive Therapy  

 

Prophylaxis for acute GVHD consisted of the standard combination of cyclosporine 

(CSA) and methotrexate (MTX) in 174 (82.1%) patients. All patients received an unmanipulated 

BMT. 

Conditioning for transplantation varied according to diagnosis. Eighty six (40.6%) 

patients received an irradiation-containing regimen. Eighty patients received fractionated TBI 

(12 Gy in 6 fractions over 3 days) and six patients with Fanconi anemia received a specific 

regimen associating thoraco-abdominal irradiation (TAI) (4.5 Gy single dose) with low dose 
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cyclophosphamide. One hundred and twenty six (59.4%) patients received a chemotherapy − 

based conditioning. Twenty four (11.3%) patients with bone marrow failure syndromes 

received IV anti-thymocyte globulin (ATG) prior to the transplant.  

All patients were isolated in laminar air flow rooms. Irradiated and leukocyte 

depleted blood products were used for all patients. Patients were transfused with red blood 

cells (RBC) or platelets when hemoglobin was less than 8 g/dL and platelet count was less 

than 20x109/L respectively. Selective gut decontamination with oral antibiotics and 

viral/fungal/parasitic prophylaxis were performed according to local policy, that remained 

constant during the 6 years period of the study. A pre-emptive treatment with ganciclovir or 

foscarnet for CMV reactivation based on CMV antigenemia screening was used from, 1994. 

Hematopoietic growth factors (HGF) were not routinely given and only 13 (6.1%) patients 

received HGF because of the patient's inclusion in a randomized clinical trial, conditioning 

toxicity, or severe infection.  

 

 

Graft Collection, Manipulation and Stem Cell Content (nucleated 

Cells and CD34) Quantification 

 

Bone marrow was harvested from both posterior iliac crests, under general 

anesthesia. Marrow was aspirated with plastic syringes in aliquots of 2 to 10 ml and diluted 

with heparinized tissue culture medium RPMI 1640 (for BM collected between 1994 and 

1995) or acid-citrate dextrose (ACD) (for collections between, 1995 and, 1999). Routine 

processing of BM consisted in the preparation of a buffy-coat, by centrifugation on Cobe 

2991 at 3000 rounds per minute for 5 minutes. Buffy-coat cells were resuspended in human 

serum albumin and infused to the patient. This method yields approximately 85% of the 

starting nucleated and CD34+ positive cells, and allows concentration to 10% of the original 
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volume, by elimination of supernatant and part of erythrocytes. In situations of major donor-

recipient ABO-incompatibility, red blood cells were eliminated by centrifugation on Cobe 

2991. Briefly, 450 ml of diluted buffy-coat cells, with hematocrit adjusted to < 20%, were 

layered on 150 ml of Ficoll-Hypaque and centrifuged for 15 minutes at 400 g. After ficoll 

washing, mononuclear cells were resuspended in human serum albumin and infused to the 

patient. This process allows recovery of 20% of the initial nucleated cells, of which 75% are 

mononucleated cells, and of 56% of the CD34+ cells with less than 0.1% of the original red 

cells.  

Automated cell counts and CD34+ cell quantification were performed both before 

and after processing, but only the latter was taken into account in this study. CD34+ cell 

quantification was performed as previously described by fluorescence analysis (18). Briefly, 

one million BM cells at initial and final steps of the procedure were incubated for 10 min at 

room temperature with 20 µl of HPCA2-PE and anti-CD45-FITC monoclonal antibodies 

(Becton Dickinson, France). Immunofluorescence analysis was performed using a five 

parameters FACSscan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). 

The total number of CD34+ cells obtained at the end of processing corresponds to the 

number infused to the patient.  

 

 

Endpoint Definitions and Statistical Analysis  

 

Hematopoietic Reconstitution:  

 

Neutrophil recovery was defined as the first of 3 consecutive days with 

neutrophils more than 0.5x109/L during the first 60 days after transplant. Secondary 

neutropenia was defined as neutrophil engraftment followed by a decrease of neutrophils 
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below 0.5x109/L for at least 3 days. Monocyte recovery was defined as the first day after 

transplant with monocyte counts more than 0.3x109/L during the first 60 days after transplant. 

Lymphocyte recovery was defined as the first day with lymphocyte counts more than 

0.5x109/L during the first 180 days after transplant. Platelet recovery was defined as the first 

of seven days of unsupported platelets more than 20x109/L during the first 180 days after 

transplant. Erythrocyte recovery was defined as the first of ten days of unsupported 

hemoglobin more than 8g/dL during the first 100 days after transplant. 

 

 

Infections Definitions 

 

The date of the first episode of severe bacterial, viral and invasive fungal 

infections of each patient were analyzed. We included cytomegalovirus infection in the 

severe viral infection group for statistical purpose. Definitions are listed below. 

 

 

Severe Viral Infections 

 

Cytomegalovirus (CMV) disease was diagnosed according to previous 

published criteria(19). Herpes simplex virus (HSV) infection was defined as a respiratory, 

digestive or neurological disease with isolation of HSV virus in culture. Adenovirus infection 

was diagnosed if adenovirus was present in one site whatever technique was used, except 

immunohistochemistry on biopsy. Probable Adenovirus disease was defined as presence of 

adenovirus in two or more sites whatever technique, except immunohistochemistry on biopsy 

and definitive Adenovirus disease as histochemistry on biopsy or positive culture from biopsy 

(except GI) or positive CSF sample. Other viral infections were considered as severe when 
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a virus was isolated from the site of disease and necessity of anti viral treatment. CMV 

infection was defined by a positive antigenemia (presence of 2 or more positive nuclei per 

200,000 leukocytes). 

 

 

Severe Bacterial Infections  

 

We considered severe bacterial infections when sepsis, pneumonia and/or septic 

shock were diagnosed according to previous published criteria (20, 21). Pneumonia was also 

diagnosed when clinical/radiological signs of pneumonia improved after empiric antibacterials, 

but not antifungals in the absence of positive blood and/or bronchoalveolar lavage (BAL) 

culture.  

 

 

Invasive Fungal Infections  

 

Candidemia was defined by one or more positive blood culture for Candida sp. 

Disseminated candidiosis was defined by clinical and/or radiological signs of fungal 

infection with one or more positive blood culture for Candida sp. Proven invasive 

aspergillosis was defined by histo/cytopathology evidence of Aspergillus sp. from a needle 

aspiration or biopsy with evidence of associated damaged tissue or positive culture obtained 

by a sterile procedure with clinical or radiological signs consistent with infection. We 

considered clinical and radiological signs of invasive aspergillosis with a positive antigenemia 

(but without microbiological identification) as a probable invasive aspergillosis. Proven 

invasive fungal infection was defined by histo/cytopathology evidence of fungi (other than 

Aspergillus sp.) from a needle aspiration or biopsy with evidence of associated damaged 
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tissue or positive culture obtained by a sterile procedure with clinical or radiological signs 

consistent with infection. 

 

 

Other Outcomes 

 

Acute and chronic graft versus-host disease (GVHD) were diagnosed and 

graded according to published criteria (23, 24, 25). All patients were considered evaluable for 

acute GVHD (aGVHD) at day +1 after transplant. Occurrence of chronic GVHD (cGVHD) 

was evaluated among patients who survived with sustained engraftment from day +100 after 

transplant. 

Survival was calculated from transplantation to death from any cause. Transplant 

related mortality (TRM) was calculated from transplantation to death related to transplant 

and not to relapse, until day 180. 

 

 

Statistical Analysis 

 

The reference date of March 1st 2000 was used. Statistical analyses were 

independently performed for each endpoint, i.e., neutrophil-, monocyte-, lymphocyte-, 

hemoglobin- and platelet-recoveries, time to secondary neutropenia, and time to bacterial, 

viral and fungal infection.  

Incidences of each event was non parametrically estimated. Then, each 

prognostic analysis was based on the same procedure as described below. First, univariable 

regression models were fitted with estimated hazard ratio (HR) and 95 percent confidence 

interval (95CI). The predictive effect of each of the following variables was assessed: 
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Recipient and donor ages, recipient and donor genders, recipient weight, recipient and donor 

CMV serologies, gender match, ABO compatibility, ABO major mismatch, female donor to a 

male recipient, diagnosis of malignancy, diagnosis of chronic leukemia, diagnosis of acute 

leukemia, diagnosis of malignancy other than leukemia, advanced stage of disease, use of a 

radiation-based conditioning, use of busulfan + cyclophosphamide (BuCy), nucleated cell 

and CD34+ marrow cell doses. CD34+ cell dose (3X106/Kg) was introduced after 

dichotomization according to a cutoff of clinical significance, defined according to a previous 

publication by the NIH group (16). Multivariable regression models were then fitted in which 

all covariates previously selected as having prognostic value at the 10 % level were 

introduced simultaneously with the CD34+ cell dose (Table 2).  

Statistical tools used to estimate incidences and to assess the influence of each 

factor on either outcome, either lonely or jointly, were the Kaplan Meier estimator and the 

Cox regression model. However, since the recovery of cell subsets or hemoglobin, and the 

development of infection were events that compete with patient death, estimations of 

incidence of these events relied of the non parametric estimator of cumulative incidence 

curves while predictive analyses were based on the proportional hazards model for these 

subdistribution of competing risks (26). 

Correlation between NC and CD34+ cell dose were tested by the Pearson 

correlation test. The Mann Whitney test was used to compare differences of NC and CD34+ 

cell dose between ABO match/minor mismatch and ABO major mismatch groups.  

All statistical tests were two-sided, with p-values of 0.05 or less indicating 

statistical significance. Statistical analyses were performed on SAS 8.1 (SAS Inc, Cary, NC) 

and Splus2000 (MathSoft, Inc, Seattle) software packages. 
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RESULTS 

 

Graft Composition and Infusion 

 

The median dose of NC and CD34+ cells infused was 2.4 (range: 0.28 - 5.97) 

x108/kg and 3.7 (range: 0.07 - 18.7) x106/kg, respectively. There was a moderate, although 

significant, correlation between the number of NC and CD34+ cells infused (R = 0.58,           

P < 0.0001). As we concentrated the graft in major ABO incompatibility, median dose of 

NC/kg was significantly higher in patients with an ABO matched/minor mismatched donor 

than in patients with an ABO major mismatched donor (2.5 [range: 0.43-5.97] x108/kg versus 

0.8 [range: 0.28-3.40] x108/kg, respectively – P < 0.001). The median dose of CD34+ cells/kg 

was also higher in patients with an ABO matched/ minor mismatched donor than in patients 

with an ABO major mismatched donor: 3.9 (range: 0.07-18.70) x108/kg and 2.9 (range: 0.87-

14.00) x108/kg, respectively (P = 0.03). 

 

 

Hematopoietic Recovery 

 

Neutrophil Recovery 

 

Six patients died during the first 28 days after transplantation without neutrophil 

recovery and two patients had non-engraftment. Two hundred and four (96.2%) patients 

achieved an absolute neutrophil count (ANC) > 0.5x109/L. The cumulative incidence rate of 

recovery at day 60 was 96.2 % overall, with specific incidence of 97.1% in patients receiving 

≥ 3x106/kg CD34+ cells and 93.1% in patients receiving < 3x106/kg CD34+ cells (Figure 1A). 
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Results of multivariable analysis (Table 3) showed that infusion of more than 3x106 /kg 

CD34+ (HR = 1.37, 95CI = 1.01-1.85, P = 0.04) was associated with faster neutrophil 

engraftment.  

 

 

Secondary Neutropenia 

 

Neutropenia of less than 0.5x109 neutrophil/L after initial engraftment was found 

in 54 (25.5%) patients, with a cumulative estimated rate at day 180 of 25.6%. The incidence 

of secondary neutropenia was lower in patients receiving a CD34+ cell dose ≥ 3x106/kg than 

in patients receiving < 3x106/kg (21.6% versus 33.3%, P = 0.07 – Figure 1B). In multivariable 

analysis a CD34+ cell dose of at least 3x106/kg (HR = 0.60, 95CI = 0.35 - 1.02, P = 0.05) 

was associated with a lower incidence of secondary neutropenia. 

 

 

Monocyte Recovery 

 

A total of 169 (79.7%) patients achieved monocyte recovery, with an estimated 

rate of 79.2% at day 60. The 60-days cumulative estimated rate of monocyte recovery in 

patients receiving CD34+ cell dose > 3x106/kg was 82.0% versus 74.0% in those receiving 

less (P = 0.004 – Figure 1C). Multivariable analysis (Table 3) showed that a CD34+ cell dose 

higher than 3x106/kg (HR = 1.47, 95CI = 1.07 to 2.03, P = 0.02) was associated with faster 

monocyte recovery. 
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Lymphocyte Recovery 

 

At day 180, the cumulative estimate rate of lymphocyte recovery was 75.9%, with 

161 (75.9%) patients achieving a lymphocyte count > 0.5x109/L. The time to lymphocyte 

recovery was significantly faster for patients receiving ≥ 3x106/kg CD34+ cells (i.e., 82.0%) 

than for those receiving less (64.4%; P = 0.0003) (Figure 1D). In univariable analyses, age 

and recipient’s weight, diagnosis of chronic or acute leukemia, donor age, nucleated cell 

dose superior to 2.4x108/kg and CD34+ cell dose higher than 3x106/kg significantly affected 

lymphocyte recovery. In multivariable analysis (table 2), CD34+ cell dose higher than 

3x106/kg (HR = 1.70, 95CI = 1.20 to 2.41, P=0.003) was retained as positively associated 

with the outcome, jointly with donor age and positive CMV serology.  

 

 

Erythrocyte Recovery 

 

The cumulative estimated incidence of hemoglobin recovery by day 100 was 

84.9%. Time to hemoglobin ≥ 8 g/dL in patients receiving a CD34+ cell dose of at least 

3x106/kg was significantly faster than in remainders (89.2% vs. 76.7%, respectively; P = 

0.001 – Figure 1E). Results of multivariable analysis showed that CD34+ cell dose higher 

than 3x106/kg (HR = 1.77, 95CI = 1.31 -2.39, P = 0.0002) was associated with faster 

hemoglobin recovery (table 3).  
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Platelet Recovery  

 

Cumulative estimated incidence of platelet recovery by day 180 was 79.7%. 

Cumulative estimated rate of platelet recovery was 86.3% versus 67.1% in patients receiving 

more or less than 3x106/kg CD34+ cells, respectively (Figure1F). Female recipient (p = 

0.025), nucleated cell dose of more than 2.4x108/kg (p = 0.017) and a CD34+ cell dose of 

more than 3x106/kg (p = 0.0006) were significantly associated with a faster platelet 

engraftment in univariable analyses. On the other hand, a diagnosis of malignancy (p = 

0.10), and an advanced stage of disease (p = 0.023) were associated with slower platelet 

engraftment. Applying a multivariable model (table 3), the most favorable factors affecting 

platelet engraftment was infusion of a CD34+ cell dose ≥ 3x106/kg (HR = 1.98, 95CI = 1.41 - 

2.77, P = 0.00008).  

 

 

Infections 

 

At day 180 after transplantation, 133 (62.7%) patients had presented at least one 

episode of microbiologically and/or clinically documented severe bacterial, viral or fungal 

infection. Infection was directly responsible for 39 (52.0%) of 75 transplant-related deaths in 

the whole period of follow up. The cumulative incidence rate of infected patients by day 180 

was 62.7%.  

A bacterial episode of infection occurred in 60 (28.3%) patients. Cumulative 

incidence of patients with at least one bacterial infection was 28.4% at day 180. Similarly, the 

cumulative incidence of patients who experienced at least one viral infection was 42.0% at 

day 180, with a total of 91 events (mainly CMV infection). CD34+ cell dose did not influence 

incidence of bacterial or viral infection (p = 0.40 and p = 0.26, respectively). 
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The estimated probability of experiencing at least one invasive fungal infection 

(IFI) at 180 days was 17.0%. Figure 2 showed the difference of incidence of IFI according to 

the number of CD34+ infused, i.e. 12.2% in patients with a CD34+ cell dose ≥ 3x106/kg and 

26.3% in those with a CD34+ cell dose < 3x106/kg; p = 0.009). There were 26 aspergillosis (7 

microbiologically not proven), 7 candidemia, and 3 other disseminated fungal infections (2 

episodes of disseminated candidiosis and 1 of disseminated Malasseria furfur). In 

multivariable analysis, a dose of CD34+ cells ≥ 3x106/kg still decreased the probability of IFI 

(HR = 0.41, 95CI = 0.21 -0.79, P = 0.008) when adjusting for confounding variables. 

 

 

Graft Versus Host Disease 

 

Acute GVHD of grade II or more occurred in 101 (47.6%) patients with a 

cumulative rate of 49% at day 100. Acute GVHD of grade III or IV developed in 36 (17.0%) 

patients with an estimated incidence of 17% at day 100. Chronic GVHD developed in 86 

(49.1%) 175 patients at risk, of which 42 patients had limited disease and 44 extensive 

disease. The 5-year cumulative incidence of cGVHD was 54%. CD34+ cell dose did not 

affect the occurrence of either aGVHD (grade II-IV) (P =  0.84), aGVHD (grade III-IV) (P = 

0.48) or cGVHD (P = 0.39).  

 

 

Transplant Related Mortality and Survival 

 

Fifty two (24.5%) patients died of transplant-related complications during the first 

180-days after transplant. The main causes of TRM were invasive fungal infection (n = 15), 

GVHD (n = 11), bacterial infection (n = 7) and acute respiratory distress syndrome (n = 7). 
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Kaplan Meier estimate of 180-day TRM was 37% in patients receiving a CD34+ cell dose 

lower than 3x106 and, 19% in remainders (Figure 3). In the Cox multivariable analysis 

infusion of ≥ 3x106 CD34+ cells per kg (HR = 0.54, 95CI = 0.32-0.94, P = 0.03) was 

associated with a reduction in TRM. Mortality related to infection during the first 180-days 

after transplant was higher among patients receiving less than 3x106 CD34+ cells (16.4% vs. 

8.6% for those receiving a higher dose).  

With a median follow up of 3.4 (range: 0.6 - 6.1) years, 121 (57.1%) patients 

were alive on March 1st 2000. Four patients were lost to follow-up. The 5-year estimate of 

survival for the whole population was 56%. Figure 3 shows survival curves according to 

infused CD34+ cell dose. Ninety one (42.9%) patients died: 14 (6.6%) after relapse, 75 

(35.4%) of transplant-related complications and 2 of other causes. Multivariable analysis 

showed that a CD34+ cell dose ≥ 3.0 x 106/kg (HR = 0.55, 95CI = 0.36-0.85, P = 0.006) was 

associated with a better survival rate.  

 

 

DISCUSSION 

 

The importance of CD 34+ cell quantification has been clearly demonstrated in 

autologous or allogeneic peripheral blood hematopoietic stem cell transplants (10 - 13). 

Studies of CD34+ cell dose in the setting of allogeneic bone marrow transplantation have 

been mainly restricted to T-cell depleted related or unmanipulated unrelated bone marrow 

transplant (BMT). Mavroudis et al were the first to suggest in only 28 patients who received a 

T-cell depleted bone marrow graft that CD34+ cell dose predicted survival, post transplant 

morbidity, and rate of hematologic recovery (14). More recently, the same group showed that 

a CD34+ cell dose superior to 3x106/kg correlated with a better survival rate, lower 

transplant-related mortality and less relapses (16). Beside this study, data on the influence of 
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CD34+ cell graft content on survival, TRM and platelet recovery has only been reported in 

unrelated unmanipulated BMT (15). However, in this study, as well as in other (17) no 

correlation between CD34+ cell dose and neutrophil engraftment has been shown  

In our retrospective unicentric cohort study, we were able to show that CD34+ 

cell dose significantly influenced hematopoietic reconstitution. Indeed, our data confirm and 

extend previous findings that a higher CD34+ cell dose improves hematopoietic recovery 

(14).  

Most previous studies in allogeneic BM and PBSC transplants failed to show a 

correlation between CD34+ cell dose and neutrophil engraftment (14, 15, 18, 27, 28). 

However, we found a significant relation between a dose of bone marrow CD34+ cell dose       

> 3x106/kg and faster neutrophil engraftment in agreement with the findings of Singhal et al. 

(29). Also of importance is our finding that the incidence of secondary neutropenia correlates 

with CD34+ cell dose. Patients receiving a CD34+ cell dose of less than 3x106/kg had a 

higher risk of secondary neutropenia. Short term engraftment of neutrophils may be 

dependent on CD34+ progenitor cells committed to granulocyte lineage, even if other 

accessory cells, such as T lymphocytes also play a role on engraftment (30, 31). Studies on 

secondary neutropenia after allogeneic BMT are scarce. Neutropenia occurring after 

ganciclovir prophylaxis for CMV disease after BMT correlates better with low marrow 

cellularity at D+21 post-transplant than with other markers of engraftment such as time to 

neutrophil or platelet engraftment (32). Sierra et al have shown that a lower nucleated cell 

dose correlates with a higher incidence of neutropenia below 0.5x109/L during the initial 15 

weeks after transplantation (6). The NIH group showed that a dose of CD34+ cells greater 

than 2x106/kg was correlated with the needs for significantly less G-CSF to maintain 

neutrophil counts during ganciclovir treatment (14).  

In addition, we demonstrated that faster monocyte recovery occurred with an 

infused CD34+ cell dose greater than 3x106/kg. Lymphocyte reconstitution was also affected 

by the CD34+ cell dose. Patients receiving more than 3x106/kg CD34+ cells had a median 
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time to recovery of total lymphocytes (> 0.5x109/L) 2 months shorter than patients receiving a 

lower dose. Recently, we have described in 67 patients that recovery of CD3+,CD8+, and B-

cell lymphocyte were influenced by CD34+ cell dose. (33).  

Regarding erythrocyte reconstitution, CD34+ cell dose was also correlated with 

faster hemoglobin recovery. Previous studies on autologous PBSC, and also on allogeneic 

BMT had suggested a lower RBC transfusion requirement and a faster RBC transfusion 

independence with higher doses of CD34+ cells (14, 34). Platelet recovery also correlates 

with CD34+ cell dose as previously reported by other groups (11, 14, 15, 17, 27, 35). A more 

complete and sustained erythrocyte/megakaryocytic reconstitution may be achieved when a 

higher CD34+ cell dose is used, allowing patients to be transfusion independent earlier. 

As previously reported, our data confirm that CD34+ cell dose significantly 

influences transplant-related mortality and overall survival (14-17). Slower or inadequate 

immunological recovery is associated with high infection rates after allogeneic BMT. Storek 

et al have shown that low B-cell and monocyte counts on day 80 were associated with a 

higher incidence of severe infections (mainly viral and fungal) in allogeneic BMT (36). 

Secondary neutropenia after ganciclovir prophylaxis for CMV infections was associated with 

higher rate of bacteremia and fungal infections (32). We hypothesize that, since CD34+ cell 

dose significantly influences hematopoietic recovery, a faster and more robust immunological 

recovery occurs with higher doses, and consequently diminishes the risk of infection-related 

death and TRM. Indeed, this is the first study that described that CD34+ cell dose 

significantly influenced fungal infection, a rather late event after allogeneic BMT and a 

leading cause of transplant related mortality (37, 38). Although this clearly warrants further 

confirmation, this association is of obvious clinical importance. Furthermore, our data showed 

that monocyte and lymphocyte recovery were faster with higher dose of CD34+ cells. CD34+ 

cell dose influenced neutrophil-macrophage-monocyte reconstitution which plays an 

essential role for fungal infections protection (39, 40). As invasive fungal infection occurs 

later after BMT, secondary neutropenia, rather than early neutrophil engraftment, is an 
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important risk factor and this might also explain the higher fungal infection rate in patients 

receiving lower CD34+ cell dose. Finally, the main cause of transplant-associated death was 

infection (24 out of 53 deaths during the first 180 days after transplant), with a higher 

infection – associated mortality rate in patients receiving a lower CD34+ cell dose.  

One of the advantage of this study is that it comes from a single institution, in 

which 212 consecutive patients, who underwent allogeneic BMT, had been grafted with the 

same bone marrow collection technique and treated with the same supportive therapy. 

CD34+ cell quantification techniques did not change during the duration of the study. A 

potential disadvantage of our study is that our threshold for CD34+ cell dose might not be 

useful for other institutions since CD34 quantification may vary between centers. It is known 

that CD34+ cell quantification is a better surrogate marker for the stem cell content. CFU-GM 

quantification has been used but is time-consuming and results are only available after two 

weeks. Nucleated cells dose has been widely used since it is easy to measure and it has 

been shown to correlate with neutrophil, lymphocyte and platelet recoveries (3, 5, 7). 

However, little is known about nucleated cell dose and other hematopoietic parameters and 

long term engraftment. In multivariate analysis, we found that the CD34+ cell dose was a 

better predictor of hematopoietic recovery. Unfortunately, we did not quantify others cell 

subsets in the bone marrow graft that could influence outcomes. Of course one question 

raised with our study is how to increase the CD34+ cell dose? Several ways of achieving this 

goal can be proposed: G-CSF-stimulated PBSC can provide a higher CD34+ cell graft 

content compared to steady-state bone marrow (17). Controversy remains regarding the 

possible higher incidence of chronic GVHD following allogeneic PBSC transplant (41 - 43). 

Estimation of CD34+ cell dose at the beginning of harvesting, as recently suggested, could 

be an opportunity to optimize BMT outcomes (44). Use of hematopoietic growth factors 

(rhuG-CSF or rhuGM-CSF) in selected cases after engraftment could also be an option to be 

tested. 
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In conclusion, our results show that HLA-identical related unmanipulated bone 

marrow CD34+ cell dose higher than 3x106/kg improves hematopoietic recovery and 

significantly reduces the risk of secondary neutropenia resulting in reduction of fungal 

infection rate, TRM and consequently improvement of survival.  
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Legend of Tables 

 

Table 1 -  Patients, Disease, Donor and Transplant Characteristics of the 212 enrolled 

patients 

Table 2 - Variables included in multivariable analysis for each endpoint. These variables 

were previously selected as having prognostic value at 10% level. 

Table 3 -  Multivariable analyses of hematopoietic recovery, fungal infection, transplant-

related mortality and overall survival 

 

 

Legend of Figures 

 

Figure 1 -  Cumulative incidence of hematopoietic recoveries according to CD34 cell dose: 

a) neutrophil, b) secondary neutropenia, c) monocyte, d) lymphocyte, e) 

hemoglobin, and f) platelet recoveries. 

Figure 2 -  Cumulative Incidence of Invasive Fungal Infection (IFI) at day 180 according to 

CD34+ cell dose. 

Figure 3 -  Cumulative incidence of Transplanted -related mortality at day 180 (A), and 

Kaplan Meier estimate of overall survival (B) according to CD34+ cell dose. 
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Table 1 - Patients, Disease, Donor and Transplant Characteristics of the 212 enrolled 

patients 

 

Characteristics Median (range)          
N (%) 

Recipient 

Age, years 31 (3.3 – 55.8) 

Weight, Kg 64 (13.5 – 100) 

Female 82 (38.7%) 

Positive CMV serology  139 (65.6%) 

Underlying diagnosis 

Chronic leukemia* 56 (26.4%) 

Acute leukemia** 87 (41.0%) 

Other malignancies*** 33 (15.6%) 

Non malignancies**** 36 (17.0%) 

Disease stage (for malignancies) Advanced***** 27 (12.7%) 

Donor 

Age, years 30 (1.2 – 64.9) 

Female 88 (41.5%) 

Sex match 96 (45.3%) 

Donor F recipient M 61 (28.8%) 

ABO match 149 (70.3%) 

ABO major mismatch 37 (17.4%) 

Positive CMV serology  108 (50.9%) 

Transplant 

GVH prophylaxis:  

Cyclosporin + Methotrexate  174 (82.2%) 

Cyclosporin + Methotrexate + other  23 (10.8%) 

Cyclosporin ± Corticosteroids 15 (7.1%) 

Conditioning:  

Irradiation based 86 (40.6%) 

TBI + Cy ± others 38 

TBI + Mel ± others 42 

TAI + low dose Cy 6 

Cont. Table 1  
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Characteristics Median (range)          
N (%) 

Chemotherapy based 126 (59.4%) 

Bu + Cy 76  

Bu + Cy + VP16 24 

Cy 21 

Bu + others 5 

NC, 108/kg 2.4 (0.28 – 5.97) 

CD34, 106/kg 3.7 (0.07 – 18.7) 

CD3, 108/kg, n = 48 2.2 (0.3-5.4) 

NC ≥ 2.4x108/kg 111 (52.4%) 

CD34 ≥ 3.0x106/kg 142 (67.0%) 

Use of prophylactic hematopoietic growth factors (until D+7) 13 (6.1%) 

    *  55 chronic myeloid leukemia (CML): 37 in first chronic phase (CP), 5 in second CP, 11 in 
accelerated phase and 2 in blastic crisis; 1 chronic lymphocytic leukemia.  

   **  45 acute lymphoblastic leukemia (ALL): 27 in first complete remission (CR1), 6 in CR2, 3 in 
CR3+, and 9 in relapse/refractory (REL) disease; 42 acute myeloblastic leukemia (AML): 31 in 
CR1, 7 in CR2 and 4 in REL disease.  

  ***  14 Non Hodgkin lymphoma (NHL), 12 Myelodysplastic syndrome (MDS), 7 Other myeloproliferative 
syndromes. 

 **** 23 Severe aplastic anemia, 7 Fanconi anemia, 4 paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, 1 congenital 
dyserythropoietic anemia, 1 Glanzmann thrombasthenia.  

*****  Advanced stage: CML in blastic crisis, AML/ALL in relapse or refractory disease, NHL in resistant 
or untreated relapse, MDS classified as refractory anemia with excess of blast or with excess of 
blast in transformation and secondary acute leukemia (Modified from IBMTR classification). 

Abbreviations: TBI = total body irradiation, TAI = thoraco-abdominal irradiation, Cy = cyclophosphamide, Mel 
= melphalan, VP16 = etoposide, NC = nucleated cells, CFU-GM = colony forming unit- granulocyte 
macrophage.  
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Table 2 - Variables included in multivariable analysis for each endpoint. These variables 

were previously selected as having prognostic value at 10% level 

 

Endpoints Variables 

Neutrophil engraftment BuCy, CD34 ≥ 3.0x106/kg, donor female to recipient male, female 
recipient, irradiation-based regimen, NC ≥ 2.4x108/kg 

Secondary neutropenia advanced stage, BuCy, CD34 > 3.0x106/kg, female recipient, NC ≥ 2.4 
x108 /kg, gender match 

Monocyte recovery  BuCy, CD34 ≥ 3.0x106/kg, female recipient, irradiation-based regimen, 
weight 

Lymphocyte recovery  acute leukemia, age, age of donor, CD34 ≥ 3.0x106/kg, chronic leukemia, 
female donor to a male recipient, NC ≥ 2.4x108 /kg. positive CMV 
serology, weight 

Hemoglobin recovery CD34 > 3.0x106/kg, chronic leukemia, NC ≥ 2.4x108 / kg, gender match 

Platelet engraftment CD34 > 3x106/kg, female recipient, advanced stage, irradiation-based 
regimen, malignancy, NC ≥ 2.4 x108/kg 

Invasive Fungal Infection acute leukemia, advanced stage, age, CD34 ≥ 3x106/kg, donor age, NC 
≥ 2.4 x108/kg, other malignancies 

Transplant-related 
Mortality 

ABO major incompatibility, advanced stage, age, CD34 ≥ 3x106/kg, donor 
age, donor sex, irradiation-based regimen, NC ≥ 2.4 x108/kg, weight 

Overall Survival ABO major incompatibility, advanced stage, age, BuCy, CD34 > 3x106/kg, 
positive CMV donor serology, donor age, female recipient, irradiation-
based regimen, malignancy, NC ≥ 2.4 x108/kg, other malignancies, weight

Abbreviations: BuCy = Busulfan associated to Cyclophosphamide for the preparative regimen; NC = nucleated 
cells infused; CMV = cytomegalovirus.  
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Table 3 -  Multivariable analyses of hematopoietic recovery, fungal infection, transplant-

related mortality and overall survival 

 
  Hazard Ratio 

(95%Confidence Interval) 
P 

Neutrophil engraftment 

Female recipient 1.72 (1.25-2.37) 0.01 
CD34 ≥ 3.0x106/kg 1.37 (1.01-1.85) 0.04 

Secondary neutropenia 

Advanced stage of disease 2.12 (1.09-4.12) 0.03 
Female recipient 0.51 (0.28-0.94) 0.03 
CD34 ≥ 3.0x106/kg 0.60 (0.35-1.00) 0.05 

Monocyte recovery  

Female recipient 1.46 (1.05-2.03) 0.03 
CD34 ≥ 3.0x106/kg 1.47 (1.07-2.03) 0.02 

Lymphocyte recovery  

Age of donor * 0.98 (0.97-1.00) 0.01 
Positive CMV serology 1.62 (1.15-2.28) 0.006 
CD34 ≥ 3.0x106/kg 1.70 (1.20-2.41) 0.003 

Hemoglobin recovery 

Chronic leukemia 1.43 (1.05-1.96) 0.02 
CD34 ≥ 3.0x106/kg  1.77 (1.31-2.39) 0.0002 
Gender match 0.74 (0.55-0.98) 0.04 

Platelet engraftment 

Advanced stage of disease 0.51 (0.30-0.86) 0.01 
Female recipient 1.37 (1.01-1.87) 0.01 
CD34+ ≥ 3x106/kg 1.98 (1.41-2.77) 0.00008 

Invasive Fungal Infection 

Advanced stage of disease 2.49 (1.12-5.57) 0.03 
CD34+ ≥ 3x106/kg 0.41 (0.21-0.79) 0.008 

Transplant-related Mortality 

Age of recipient* 1.04 (1.02-1.06) 0.0004 
Advanced stage of disease 2.61 (1.37-4.98) 0.004 
Female donor 0.52 (0.29-0.95) 0.03 
CD34+ ≥ 3x106/kg 0.54 (0.32-0.94) 0.03 

Overall survival 

Age of recipient* 1.03 (1.02-1.04) 0.001 
Advanced stage of disease 2.53 (1.50-4.25) 0.0005 
Female  0.57 (0.36-0.89) 0.01 
CD34+ ≥ 3x106/kg 0.55 (0.36-0.85) 0.006 

* continuous variable. Abbreviations: CMV= cytomegalovirus. 
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P = 0.0006 P = 0.001 

 

 

 

Figure 1 - Cumulative incidence of hematopoietic recoveries according to CD34 cell dose: a) neutrophil, B) 

secondary neutropenia, C) monocyte, D) lymphocyte, E) hemoglobin, and F) platelet recoveries. 
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Figure 2 -  Cumulative Incidence of Invasive Fungal Infection (IFI) at day 180 according to 

CD34+ cell dose  
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Figure 3 - 
 Cumulative incidence of Transplanted -related mortality at day 
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RESUMO 

 

Embora se saiba que a dose de células CD34 influencia diferentes desfechos de 

transplante com células progenitoras hematopoéticas periféricas e/ou com depleção de célu-

las T, pouco se conhece sobre tais reflexos nos transplante com medula óssea não manipulada. 

Com o objetivo de estudar a repercussão da dose de células CD34+ na reconstituição hemato-

poética e na incidência de infecções após transplante de medula óssea (TMO), analisamos 

retrospectivamente 212 pacientes transplantados com medula óssea não manipulada de doador 

aparentado HLA-idêntico entre janeiro de 1994 e agosto de 1999. A mediana de idade foi de 

31 anos e 176 pacientes tinham doenças malignas. A profilaxia da DECH aguda (DECH) con-

sistiu principalmente em ciclosporina associada a metotrexato (n = 174). A mediana de célu-

las nucleadas (CN) e de células CD34+ infundidas foi de 2,4x108/kg e 3,7x106/kg respectiva-

mente. Uma dose de células CD34+ ≥ 3x106/kg influenciou significativamente a recuperação 

de neutrófilos (Hazard Ratio (HR) =1,37; P=0,04), de monócitos (HR = 1,47; P = 0,02), de lin-

fócitos (HR = 1,70; P = 0,003), de hemácias (HR = 1,77; P = 0,0002) e de plaquetas (HR = 1,98; 

P = 0,00008). A dose de células CD34+ também repercutiu na incidência de neutropenia se-

cundária (HR = 0,60; P = 0,05). As infecções bacterianas e virais não foram afetadas pela 

dose de células CD34+, embora ela tenha se refletido na incidência de infecções fúngicas 

(HR = 0,41, P = 0,008). A mortalidade relacionada ao transplante em 180 dias (TRM) e a so-

brevida global (SG) em 5 anos foram de 25% e 56%, respectivamente, e ambas foram signi-

ficativamente afetadas pela dose de células CD34+ (HR = 0,55; P = 0,006 e HR = 0,54; P = 

0,03 respectivamente). A SG e a TRM foram, respectivamente, de 64% e, 19% para pacientes 

que receberam uma dose de células CD34+ ≥ 3x106/kg e de 37% e 40% para os demais. 

Em conclusão, uma dose de células CD34+ ≥ 3x106/kg melhora a recuperação hematopoé-

tica, diminui a incidência de infecções fúngicas e a TRM, além de melhorar a sobrevida global. 
 
 
Palavras-chaves: Dose de células CD34, transplante de medula óssea alogênico, recupe-

ração hematopoética.  
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INTRODUÇÃO 

 

O transplante de medula óssea (TMO) alogênico tem sido amplamente utilizado 

para o tratamento de diferentes desordens hematológicas malignas ou não, doenças meta-

bólicas e imunodeficiências congênitas. Embora células-tronco do sangue periférico estejam 

sendo usadas de maneira crescente desde 1994, a medula óssea (MO) permanece como a 

principal fonte de células-tronco hematopoéticas (1). Fatores relacionados ao paciente, à 

doença e ao transplante (como idade, situação da doença, tipo de doador, etc.) foram exten-

sivamente estudados e têm demonstrado exercer uma influência significativa nos desfechos 

após TMO. Foi observado que o número total de células nucleadas infundidas era um impor-

tante fator prognóstico após transplante de células-tronco hematopoéticas para diferentes 

desfechos: doses baixas de células nucleadas têm sido correlacionadas com aumento no 

risco de rejeição (2, 3), taxa de pega mais lenta (3), elevação da mortalidade relacionada ao 

transplante (TRM) (4, 5, 6) e redução da sobrevida livre de doença (4, 5, 6, 7), resultados 

estes independentes do tipo de doador (relacionados ou não-relacionados) e da fonte de 

células-tronco transplantadas (células da medula óssea, do sangue periférico ou do sangue 

de cordão umbilical (8, 9)  

CD34 é a designação de uma molécula de superfície presente em todas as cé-

lulas-tronco hematopoéticas comissionadas ou não e tem sido utilizada como marcador do 

conteúdo de células-tronco hematopoéticas principalmente no transplante de células-tronco 

periféricas (autólogo ou alogênico) (10, 11, 12, 13) e nos transplantes de medula óssea (14, 

15, 16, 17). Pesquisas com transplante de células-tronco hematopoéticas já demostraram 

que a dose de células CD34+ é um fator prognóstico para sobrevida e TRM. A razão para 

esta influência, porém, não está clara, pois, aparentemente, a recuperação de neutrófilos 

não é influenciada pela dose dessas células no TMO alogênico. Buscando entender as ra-

zões pelas quais a dose de células CD34 tem impacto na TRM e na sobrevida após TMO 
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alogênico, levantamos a hipótese de que uma melhor recuperação de outros parâmetros da 

recuperação hematopoética (neutropenia secundária e recuperação dos monócitos, linfóci-

tos, eritrócitos e plaquetas) bem como seu impacto nas infecções poderiam explicar esses 

fenômenos.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Características dos Pacientes e Doadores 

 

Entre 1o janeiro de 1994 e 31 de agosto de 1999, um total de 214 pacientes con-

secutivos foram submetidos a TMO a partir de um doador irmão HLA-idêntico na Unidade de 

Transplante de Medula Óssea do Hospital Saint Louis, Paris, França. Dois pacientes foram 

excluídos por insuficiência de dados no prontuário (n = 1) e ausência da quantificação de cé-

lulas CD34 (n = 1). A tabela 1 resume as características dos pacientes, das doenças, dos 

doadores e do transplante dos 212 casos analisados. 

 

 

Profilaxia da Doença do Enxerto Contra Hospedeiro, Regimes de 
Condicionamento e Terapia de Suporte  

 

A profilaxia para a doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda con-

sistiu na associação de ciclosporina (CSA) e metotrexato (MTX) em 174 casos (82,1%). To-

dos os pacientes receberam TMO não manipulado. 
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Os condicionamentos para o transplante variaram de acordo com o diagnóstico. 

Oitenta e seis pacientes (40,6%) receberam um condicionamento contendo irradiação. Ou-

tros 80 foram submetidos a irradiação corporal total fracionada (12 Gy em 6 frações dividi-

das em 3 dias) e, em 6 pacientes com anemia de Fanconi, foi feita uma associação de irra-

diação toracoabdominal (4,5 Gy em dose única) com baixas doses de ciclofosfamida. Cento 

e vinte e seis pacientes (59,4%) receberam um regime de condicionamento baseado em qui-

mioterapia. Em 24 casos (11,3%) com síndrome de falência medular foi administrada, pre-

viamente ao transplante, timoglobulina.  

Os pacientes foram isolados em quartos com fluxo laminar e produtos sangüí-

neos irradiados e leucodepletados foram usados em todos eles. Transfusões com concen-

trado de hemácias (CH) ou plaquetas eram efetuadas quando a hemoglobina estava abaixo 

de 8 g/dl e a contagem de plaquetas era inferior a 20x109/l. Descontaminação seletiva do 

intestino com antibióticos orais e profilaxia para vírus/fungos/parasitas foram instituídas de 

acordo com a rotina do serviço, que permaneceu constante durante os 6 anos do estudo. 

Tratamento preemptivo com ganciclovir ou foscarnet para reativação do citomegalovírus 

(CMV) com base em testagem da antigenemia CMV foi adotado desde 1994. Fatores de 

crescimento hematopoéticos (FCH) não foram usados de rotina e apenas 13 pacientes 

(6,1%) receberam FCH em virtude de sua inclusão em ensaio clínico randomizado, por toxi-

cidade relacionada ao condicionamento ou por infecção severa.  

 

 

Coleta e Manipulação da Medula Óssea e Quantificação do Conteú-
do de Células Progenitoras (Células Nucleadas, CFU-GM e CD34) 

 

A medula óssea foi coletada de ambas as cristas ilíacas posteriores, sob anes-

tesia geral, sendo aspirada com seringas plásticas em alíquotas de 2 a 10 ml e diluída em 

meio de cultura heparinizado RPMI 1640 (para as medulas coletadas entre 1994 e 1995) ou 
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em citrato/dextrose (ACD) (para as coletadas entre 1995 e 1999). O processamento de ro-

tina da medula óssea consistiu na preparação de um buffy-coat, por centrifugação na Cobe 

2991 a 3000 rotações por minuto durante 5 minutos. Células do buffy-coat eram diluídas em 

albumina humana e infundida no paciente. Este método recuperava aproximadamente 85% 

da contagem inicial de células nucleadas e células CD34 e possibilitava a concentração para 

10% do volume inicial, pela eliminação do sobrenadante e parte dos eritrócitos. Em situa-

ções de incompatibilidade maior ABO entre o doador e o receptor, as hemácias eram elimi-

nadas por centrifugação na Cobe 2991. Em resumo, 450 ml do buffy-coat diluído, com o he-

matócrito ajustado para menos de 20%, eram misturados a 150 ml de ficoll e centrifugados 

durante 15 minutos a 400 g. Após a lavagem do ficoll, as células mononucleares eram diluí-

das em albumina humana e infundidas no paciente. Este processo possibilita a recuperação 

de 20% do volume inicial de células, das quais 75% são mononucleares, e de 56% das célu-

las CD34 com menos de 0,1% do volume original de hemácias.  

Contagem automática de células e quantificação das células CD34 foram reali-

zadas antes a após cada processamento, mas somente a última foi levada em conta neste 

estudo. A quantificação das células CD34 foi realizada conforme descrito em estudo prévio 

por análise de fluorescência (18). Em resumo, um milhão de células da medula óssea na 

fase inicial e final do procedimento foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambien-

te com 20 µl de anticorpos monoclonais HPCA2-PE e anti-CD45-FITC (Becton Dickinson, 

França). A análise de imunofluorescência foi realizada utilizando-se um FACScan de 5 parâ-

metros (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose CA, EUA). O número total 

de células CD34 obtidas no final do procedimento corresponde ao número de células infun-

didas ao paciente.  
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Definição dos Desfechos e Análise Estatística  

 

Reconstituição Hematopoética 

 

Recuperação de neutrófilos foi definida como o primeiro de 3 dias consecu-

tivos com neutrófilos acima de 0,5x109/l durante os primeiros 60 dias após o transplante. 

Neutropenia secundária foi definida como a recuperação de neutrófilos seguida por sua 

diminuição abaixo de 0,5x109/l por pelo menos 3 dias. Recuperação de monócitos foi de-

finida como o primeiro dia após o transplante com a contagem de monócitos acima de 

0,3x109/l durante os primeiros 60 dias após o transplante. Recuperação dos linfócitos foi 

definida como o primeiro dia com contagens de linfócitos acima de 0,5x109/l durante os pri-

meiros 180 dias após o transplante. Recuperação das plaquetas foi definida como o pri-

meiro de sete dias de plaquetas (sem transfusão) acima de 20x109/l durante os primeiros 

180 dias após transplante. Recuperação das hemácias foi definida como o primeiro de dez 

dias de hemoglobina (sem transfusão) acima de 8 g/dl durante os primeiros 100 dias após o 

transplante. 

 

 

Definições das Infecções 

 

A data do primeiro episódio de infecção severa bacteriana, viral ou fúngica de cada 

paciente foi analisada neste estudo. As infecção por CMV foram incluídas no grupo de infec-

ções virais severas para fins estatísticos. A definição das infecções vem listada abaixo.  
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Infecção Viral Severa 

 

Doença por CMV foi diagnosticada de acordo com critérios previamente publi-

cados (19). Infecção por vírus Herpes simplex (HSV) foi definida como doença respiratória, 

digestiva ou neurológica com o HSV isolado em cultura. Infecção por Adenovírus foi diag-

nosticada se o adenovírus estivesse presente em um sítio do organismo independentemente 

da técnica utilizada, exceto imunoistoquímica em biópsia. Doença por adenovírus provável 

foi definida como a presença do vírus em dois ou mais sítios do organismo independente-

mente da técnica adotada, exceto imunoistoquímica em biópsia. Doença por adenovírus de-

finitiva foi definida pelo seu achado em análise imunoistoquímica em biópsia ou cultura po-

sitiva em biópsia (exceto gastrointestinal) ou líquido cefalorraquidiano. Outras infecções vi-

rais foram consideradas como severas quando um vírus foi isolado de um local de manifes-

tação da doença e uma hospitalização para tratamento antiviral foi necessária. Infecção por 

CMV foi definida como a antigenemia positiva (presença de 2 ou mais núcleos positivos por 

200.000 leucócitos).  

 

 

Infecção Bacteriana Severa  

  

Foi definida como tal quando sepse, pneumonia e/ou choque séptico foram diag-

nosticados de acordo com critérios publicados (20, 21). Também foi considerada pneumonia 

quando sinais clínicos/radiológicos melhoraram após terapia antibacteriana, mas não anti-

fúngica, em pacientes com cultura de sangue e/ou lavado broncoalveolar (LBA) negativos.  
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Infecção Fúngica Invasiva  

 

Candidemia foi definida como uma ou mais culturas positivas para Candida sp. 

Candidíase invasiva foi definida como sinais clínicos e/ou radiológicos de infecção fúngica 

com uma ou mais culturas positiva para Candida sp. Infecção invasiva por Aspergillus de 

certeza foi definida como a presença de evidência histo ou citopatológica por punção aspira-

tiva ou biópsia de Aspergillus sp. com dano tecidual associado ou cultura positiva obtida por 

procedimento estéril com sinais clínicos ou radiológicos compatíveis com infecção. Foi tam-

bém considerada como infecção invasiva provável por Aspergillus a presença de sinais 

clínicos e radiológicos de aspergilose invasiva com antigenemia positiva (sem identificação 

microbiológica). Infecção fúngica invasiva de certeza foi definida pela evidência histo ou 

citopatológica de fungo (outro que não Aspergillus sp.) proveniente de aspiração com agulha 

ou biópsia com evidência de dano tecidual associado ou cultura positiva obtida por procedi-

mento estéril com sinais clínicos e radiológicos compatíveis com infecção. As definições ora 

tratadas foram adaptadas de Lortholary e colaboradores (22). 

 

 

Outros Desfechos 

 

Doença do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda e crônica foram diag-

nosticadas e estadiadas de acordo com critérios já publicados (23, 24, 25). Todos os pacien-

tes foram considerados avaliáveis para DECH aguda a partir do primeiro dia do transplante. 

Ocorrência de DECH crônica foi avaliada entre os que sobreviveram com pega sustentada a 

partir do dia 100 pós-transplante.  
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Sobrevida foi calculada da data do transplante até o óbito por qualquer causa. A 

mortalidade relacionada ao transplante foi calculada da data do transplante até o óbito re-

lacionado ao transplante e não relacionado à recidiva ocorrido até o dia 180.  

 

 

Análise Estatística 

 

A data referência adotada foi primeiro de março de 2000. As análises estatísticas 

foram realizada independentemente para cada desfecho, ou seja, recuperação de neutró-

filos, monócitos, linfócitos, hemoglobina e plaquetas, além do tempo para neutropenia se-

cundária e para infecção bacteriana, viral e fúngica. 

As incidências de cada evento foram estimadas de forma não-paramétrica. 

Após, cada análise de prognóstico foi baseada no mesmo procedimento descrito abaixo. 

Inicialmente, modelos de regressão univariável foram realizados com Hazard Rate (HR) e 

seu intervalo de confiança de 95% (95CI) estimado. O valor preditivo de cada uma das se-

guintes variáveis foi verificado: idade do doador e do receptor, sexo do doador e do receptor, 

peso do receptor, sorologia CMV do doador e do receptor, semelhança de sexo, semelhan-

ça de tipagem ABO, incompatibilidade maior ABO, doadora feminina para receptor masculi-

no, diagnóstico de malignidade, de leucemia crônica, de leucemia aguda, de malignidade 

que não leucemia, estágio avançado da doença, uso de um condicionamento baseado em 

radiação, uso de busulfan+ciclofosfamida (BuCy), dose de células nucleadas e CD34 infun-

didas por quilograma de peso corporal. A dose de células CD34 (3X106/kg) foi introduzida 

após dicotomização de acordo com valor com significância clínica, definido segundo publi-

cação prévia do grupo do National Institute of Health (NIH) (16). Modelos de regressão multi-

variados foram então realizado nos quais todas as co-variáveis previamente selecionadas 
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como tendo valor prognóstico (nível de P = 10%) eram introduzidas simultaneamente com a 

dose de células CD34 (tabela 2).  

As ferramentas estatísticas empregadas para estimar a incidência e verificar a 

influência de cada fator sobre cada desfecho, isoladamente ou em conjunto, foram o estima-

dor de Kaplan-Meyer e o modelo de regressão de Cox. Entretanto, como a recuperação dos 

subtipos celulares e de hemoglobina e o aparecimento de infecção eram eventos que com-

petiam com a morte do paciente, a estimação da incidência desses eventos baseou-se na 

estimativa não-paramétrica das curvas de incidência acumulada, enquanto as análises pre-

ditivas valeram-se dos modelos de chance proporcional para essas subdistribuições de ris-

cos competitivos (26).  

A correlação entre dose de CN e CD34 foi feita pelo teste de correlação de 

Pearson. O teste de Mann Whitney foi empregado para comparar diferenças na dose de CN 

e CD34 entre pacientes com diferenças maiores de tipagem ABO e o restante da população 

estudada.  

 Todos os testes estatísticos eram bicaudais, com um valor de P igual ou infe-

rior a 0,05 indicando significância estatística. As análises estatísticas foram realizadas com o 

auxílio dos pacotes estatísticos SAS 8.1 (SAS Inc, Cary, NC) e Splus (MathSoft, Inc, 

Seattle). 

 

 

RESULTADOS 

 

Composição do Enxerto e Infusão 

 

A dose mediana de CN e a de células CD34 infundidas foram de 2,4 (intervalo: 

0,28 - 5,97) x108/kg e de 3,7 (intervalo: 0,07 - 18,7) x106/kg respectivamente, tendo havido 
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moderada, embora significativa, correlação entre elas (R = 0,58; P < 0,0001). Como concen-

trávamos o enxerto em situações de incompatibilidade maior ABO, a mediana de CN/kg foi 

significativamente maior em pacientes com doador ABO compatível ou com incompati-

bilidade menor do que nos com doador com incompatibilidade maior ABO (2,5 [intervalo: 

0,43 - 5,97] x108/kg versus 0,8 [intervalo: 0,28 - 3,40] x108/kg – P < 0,001). A dose mediana 

de células CD34/kg foi também maior nos pacientes com doador ABO compatível ou com 

incompatibilidade menor do que nos com doador com incompatibilidade ABO maior: 3,9 (in-

tervalo: 0,07 - 18,70) x108/kg e 2,9 (intervalo: 0,87 - 14,00) x108/kg, respectivamente (P = 0,03). 

  

 

Recuperação Hematopoética 

 

Recuperação de Neutrófilos 

 

Seis pacientes morreram nos primeiros 28 dias após o transplante sem recupe-

ração dos neutrófilos e dois não apresentaram pega. Duzentos e quatro (96,2%) pacientes 

tiveram contagem de neutrófilos acima de 0,5x109/l. A taxa de incidência cumulativa de re-

cuperaçao no dia 60 foi de 96,2%, com incidência específica de 97,1% nos pacientes que 

receberam ≥ 3x106/kg e de 93,1% nos que receberam < 3x106/kg células CD34+ (figura 1A). 

Os resultados da análise multivariável (tabela 3) mostraram que a infusão de mais de 

3x106/kg de células CD34+ (HR = 1,37; 95CI = 1,01 a 1,85; P = 0,04) estava associada a 

uma recuperação mais rápida de neutrófilos.  
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Neutropenia Secundária 

 

Neutropenia abaixo de 0,5x109/l após pega inicial foi vista em 54 (25,5%) pa-

cientes, com uma taxa de incidência cumulativa no dia 180 de 25,6%. A incidência de neu-

tropenia secundária foi menor para os pacientes que receberam dose de células CD34 ≥ 

3x106/kg do que para os que receberam doses menores (21,6% versus 33,3%; P = 0,07 – 

figura 1B). Na análise multivariável, uma dose de células CD34 de pelo menos 3x106/kg    

(HR = 0,60; 95CI = 0,35 a 1,02; P = 0,05) associou-se com menor incidência de neutropenia 

secundária. 

 

 

Recuperação dos Monócitos 

 

Um total de 169 (79,7%) pacientes atingiu recuperação dos monócitos, com uma 

taxa estimada de 79,2% no dia 60. A taxa cumulativa estimada de recuperação dos monóci-

tos nos pacientes que receberam uma dose de células CD34 ≥ 3x106/kg foi de 82,0% versus 

74,0% nos que receberam menos (P = 0,004 – figura 1C). A análise multivariada (tabela 3) 

mostrou que uma dose de células CD34 superior a 3x106/kg (HR = 1,47; 95CI = 1,07 a 2,03; 

P = 0,02) associou-se com recuperação mais rápida dos monócitos. 

 

 

Recuperação dos Linfócitos 

 

Até o dia 180, a taxa cumulativa estimada de recuperação dos linfócitos foi de 

75,9%, com 161 (75,9%) pacientes atingindo uma contagem de linfócitos ≥ 0,5x109/l. O tem-

po para a recuperação dos linfócitos foi significativamente mais rápido nos pacientes que 
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receberam ≥ 3x106/kg células CD34+ (82%) do que nos que receberam menos (64,4%;         

P = 0,0003) (figura 1D). Na análise univariada, a idade e o peso do receptor, o diagnóstico 

de leucemia aguda ou crônica, a idade do doador, uma dose de células nucleadas superior 

a 2,4x108/kg e de células CD34 acima de 3x106/kg afetaram de maneira significativa a recu-

peração dos linfócitos. Na análise multivariada (tabela3), uma dose de células CD34 supe-

rior a 3x106/kg (HR = 1,70; 95CI = 1,07 a 2,03; P = 0,02) foi confirmada como positivamente 

associada com o desfecho, assim como a idade do doador e a sorologia CMV positiva.  

 

 

Recuperação da Hemoglobina 

 

A incidência cumulativa estimada de recuperação da hemoglobina no dia 100 foi 

de 84,9%. O tempo para alcançar um nível de hemoglobina ≥ 8 g/dl em pacientes que rece-

beram uma dose de células CD34 de pelo menos 3x106/kg foi significativamente mais rápido 

do que nos restantes (89,2% versus 76,7%, respectivamente; P = 0,001 – figura 1E). O re-

sultado da análise multivariada mostrou que a dose de células CD34+ acima de 3x106/kg 

(HR = 1,77; 95CI = 1,31 a 2,39; P = 0,0002) associou-se com recuperação mais rápida da 

hemoglobina (tabela 3).  

 

 

Recuperação das Plaquetas  

 

A incidência cumulativa estimada de recuperação de plaquetas no dia 180 foi de 

79,7%. As taxas cumulativas estimadas de recuperação de plaquetas foram de 86,3% 

versus 67,1% nos pacientes que receberam mais ou menos de 3x106/kg de células CD34 

respectivamente (figura 1F). Receptor do sexo feminino (P = 0,025), dose de células nuclea-
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das acima de 2,4x108/kg (P = 0,017) e dose de células CD34 superior a 3x106/kg (P = 0,0006) 

associaram-se significativamente a uma pega de plaquetas mais rápida na análise univaria-

da. Por outro lado, diagnóstico de malignidade (P = 0,10) e estágio avançado da doença     

(P = 0,023) estavam associados com uma pega de plaquetas mais lenta. Aplicando-se o  

modelo multivariado de Cox (tabela 3), o fator mais favorável afetando a recuperação pla-

quetária foi a infusão de uma dose de células CD34 acima de 3x106/kg (HR = 1,98; 95CI = 1,41 

a 2,77; P = 0,00008).  

 

 

Infecções 

 

Até o dia 180 pós-transplante, 133 (62,7%) pacientes tinham apresentado pelo 

menos um episódio de infecção severa bacteriana, viral ou fúngica microbiológica ou clinica-

mente documentada. Infecções foram diretamente responsáveis por 39 (52,0%) das 75 mor-

tes relacionadas ao transplante no período total de duração do estudo. A taxa de incidência 

cumulativa de pacientes infectados no dia 180 foi de 62,7%.  

Episódios de infecção bacteriana ocorreram em 60 (28,3%) pacientes. A incidên-

cia acumulada de pacientes com pelo menos um primeiro episódio de infecção foi de 28,4% 

no dia 180. De maneira semelhante, a incidência acumulada de pacientes que sofreram pelo 

menos um episódio de infecção viral foi de 42,0% nesse mesmo período, com um total de 

91 eventos (principalmente infecções por CMV). A dose de células CD34+ não influenciou a 

incidência de infecções virais ou bacterianas (P = 0,40 e P = 0,26 respectivamente). 

A probabilidade estimada de pelo menos um primeiro evento de infecção fúngica 

invasiva (IFI) no dia 180 foi de 17%. A figura 2 mostra a diferença de incidência de acordo 

com o número de células CD34+ infundidas (12,2% em pacientes com uma dose de células 

CD34 ≥ 3x106/kg e 26,3% naqueles com doses menores;  P = 0,009). Houve 26 infecções 
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por Aspergillus sp. (7 não comprovadas microbiologicamente), 7 candidemias e 3 outras in-

fecções fúngicas disseminadas (2 episódios de candidíase disseminada e 1 de infecção dis-

seminada por Malasseria furfur). Na análise multivariada, uma dose de células CD34               

≥ 3x106/kg diminuiu a probabilidade de uma episódio de IFI (HR = 0,41; 95CI = 0,21 a 0,79; 

P = 0,008) quando ajustada para as variáveis de confusão.  

 

 

Doença do Enxerto contra o Hospedeiro 

 

DECH aguda de grau II ou superior ocorreu em 101 (47,6%) pacientes, com uma 

taxa cumulativa no dia 100 de 49%. DECH aguda de grau III ou IV acometeu 36 (17%) pa-

cientes, com uma incidência estimada de 17% no dia 100. DECH crônica foi observada em 

86 (49,1%) dos 175 pacientes a risco, dos quais 42 tiveram doença limitada e 44, extensiva. 

A incidência cumulativa de DECH crônica em 5 anos foi de 54%. A dose de células CD34+ 

não afetou a ocorrência de DECH aguda (graus II-IV) (P = 0,84) ou crônica (P = 0,39).  

 

 

Mortalidade Relacionada ao Transplante e Sobrevida 

 

Cinqüenta e dois (24,5%) pacientes morreram de complicações relacionadas ao 

transplante durante os primeiros 180 dias. As principais causas de óbito relacionadas ao 

transplante foram: infecção fúngica invasiva (n = 15), DECH (n = 11), infecção bacteriana 

(n=7) e síndrome de angústia respiratória aguda (n = 4). A estimativa da TRM em 180 dias 

foi de 37% para os pacientes que receberam uma dose de células CD34 abaixo de 3x106 e 

de 19% para os demais (figura 3). Na análise multivariada de Cox, a infusão de mais de 

3x106 CD34 células por kg (HR = 0,54;95CI = 0,32 a 0,94; P = 0,03) foi associada com uma 
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redução na TRM. A mortalidade relacionada a infecção durante os primeiros 180 dias foi 

mais alta nos pacientes que receberam menos de 3x106 células CD34 (16,4% versus 8,6% 

para os que receberam uma dose mais alta). 

Com um seguimento mediano de 3,4 anos (intervalo 0,6 a 6,1), 121 (57,1%) pa-

cientes estavam vivos em 1o março de 2000. Quatro pacientes foram perdidos. A sobrevida 

global estimada para toda a população foi de 56%. A figura 3 mostra as curvas de sobrevida 

de acordo com as doses de células CD34 infundidas. Noventa e um (42,9%) dos pacientes 

morreram: 14 (6,6%) após recidiva, 75 (35,4%) por complicações relacionadas ao transplan-

te e 2 por outras causas. A análise multivariada mostrou que uma dose de células CD34+ 

superior a 3,0 x 106/kg (HR = 0,55; 95CI = 0,36 a 0,85; P = 0,006) estava ligada a melhora 

na taxa de sobrevida. 

 

 

DISCUSSÃO  

 

A importância da quantificação das células CD34 tem sido claramente demons-

trada no âmbito do transplante de células-tronco hematopoéticas periféricas autólogas ou 

alogênicas (10-13). Estudos sobre a dose dessas células em transplante alogênico de me-

dula óssea tem se restringido aos relacionados que empregam T- depleção ou aos não-re-

lacionados não manipulados. Mavroudis e colaboradores foram os primeiros a sugerir, em 

apenas 28 pacientes que receberam enxerto de medula óssea T- depletado, que a dose de 

células CD34 predizia a sobrevida, a mortalidade relacionada ao transplante e a taxa de re-

cuperação hematológica (14). Mais recentemente, o mesmo grupo mostrou que a dose de 

células CD34 acima de 3x106/kg correlacionava-se com melhor taxa de sobrevida e menor 

recidiva e TRM (16). Além desses trabalhos, dados sobre a influência do conteúdo dessas 

células sobre a sobrevida, a TRM e a recuperação de plaquetas têm sido publicados so-
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mente em TMO não-relacionado não manipulado (15). Entretanto, nessa pesquisa, assim 

como em outra realizada (17), nenhuma correlação entre a dose de células CD34 e a pega 

dos neutrófilos foi demonstrada.  

Neste estudo de coorte retrospectivo unicêntrico, foi possível demonstrar que a 

dose de células CD34 influencia significativamente a reconstituição hematopoética. De fato, 

nossos dados confirmam e ampliam achados prévios de que uma dose elevada de células 

CD34 melhora a recuperação hematopoética (14).  

A maioria das pesquisas em transplante alogênico de medula óssea ou células 

progenitoras periféricas não mostra correlação entre a dose de células CD34 e a recupera-

ção de neutrófilos (14, 15, 18, 26, 27). Entretanto, nós encontramos uma correlação signifi-

cativa entre uma dose de células CD34 na medula óssea acima de 3x106/kg e uma pega 

mais rápida dos neutrófilos, em concordância com os resultados de Shingal (29). Também 

de importância foi o achado de que a incidência de neutropenia secundária correlaciona-se 

com a dose de células CD34. Pacientes que receberam uma dose inferior a 3x106/kg tinham 

risco maior de apresentar neutropenia secundária. A pega inicial dos neutrófilos pode ser 

dependente de progenitores tardios CD34+ já engajados para a linhagem granulocítica, 

mesmo que outras células acessórias, como os linfócitos T, também exerçam um papel na 

pega (30, 31). Estudos sobre neutropenia secundária após TMO alogênico são escassos. A 

ocorrência de neutropenia após profilaxia com ganciclovir de infecção por CMV correlaciona-        

-se melhor com baixa celularidade da medula óssea no dia 21 pós-transplante do que com 

outros marcadores de pega, como o tempo para pega de neutrófilos ou plaquetas (32). 

Sierra e colaboradores mostraram que uma dose mais baixa de células nucleadas correla-

ciona-se com maior incidência de neutropenia abaixo de 0,5x109/l nas primeiras 15 semanas 

após o transplante (6). O grupo do NIH observou que uma dose de células CD34+ acima de 

2x106/kg correlacionava-se com uma necessidade significativamente menor de G-CSF para 

manter as contagens de neutrófilos durante tratamento com ganciclovir (14). 
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Adicionalmente, demonstramos que uma recuperação mais rápida de monócitos 

ocorre com uma dose de células CD34+ acima de 3x106/kg. A reconstituição dos linfócitos 

também foi afetada pela dose de células infundidas. Pacientes que receberam mais de 3x106/kg 

de células CD34+ têm uma mediana de recuperação de linfócitos (> 0,5x109/l) 2 meses me-

nor do que aqueles que receberam uma dose menor. Recentemente descrevemos, em 67 

pacientes, que a recuperação das subpopulação de linfócitos T CD3+, CD8+ e B era influen-

ciada pela dose de células CD34 (33).  

Em relação à reconstituição eritróide, a dose de células CD34 também se corre-

lacionou com recuperação mais rápida da hemoglobina. Estudos prévios em transplante au-

tólogo de células progenitoras periféricas e em TMO alogênico já tinham sugerido menor ne-

cessidade de transfusão de concentrado de hemácias e independência mais rápida de 

transfusão de hemácias com uma dose mais alta de células CD34 (14, 34). A recuperação 

das plaquetas também correlacionou-se com a dose de células infundidas, como já havia 

sido observado por outros grupos (11, 14, 15, 17, 27, 35). Recuperação mais completa e 

sustentada eritróide/megacariocítica parece ser alcançada quando se infunde uma dose 

mais alta de células CD34 positivas, possibilitando aos pacientes uma independência de 

transfusões mais precoce.  

 Como já havia sido previamente relatado, nossos dados confirmam que a dose 

de células CD34 influencia a TRM e a sobrevida global (14-17). Recuperação imunológica 

lenta ou inadequada associa-se com alta taxa de infecção após transplante de medula 

óssea. Storek e colaboradores mostraram associação entre contagem baixa de monócitos e 

de células B no dia 80 e maior incidência de infecções severas (principalmente virais e fún-

gicas) em TMO alogênico (36). Neutropenia secundária após profilaxia com ganciclovir para 

infecções por CMV mostrou associação com maior taxa de bacteremia e infecções fúngicas 

(32). Nós levantamos a hipótese de que, como a dose de células CD34 influencia significati-

vamente a recuperação hematopoética, uma recuperação imunológica mais rápida e robusta 

ocorre com doses mais altas e, conseqüentemente, reduz o risco de morte relacionada a in-
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fecção e a TRM. De fato, este é o primeiro estudo que constata que a dose de células 

CD34+ tem repercussões significativas sobre as infecções fúngicas, evento relativamente 

tardio após TMO e causa importante de óbito relacionado ao transplante (37, 38). Embora, 

certamente, mereça confirmação posterior, esta associação é de uma importância clínica 

óbvia. Além disso, nossos dados mostram que a recuperação de monócitos e linfócitos é 

mais rápida com doses mais elevadas de células CD34. A dose de células infundidas se re-

flete na reconstituição neutrofílica-macrofágica-monocitária, a qual desempenha um papel 

essencial para a proteção contra infecções fúngicas (39, 40). Como as infecções fúngicas 

invasivas ocorrem mais tardiamente após o TMO, a neutropenia secundária, mais que a re-

cuperação dos neutrófilos, é fator de risco importante, o que pode também explicar a maior 

taxa de infecção fúngica nos pacientes que receberam uma dose menor de células CD34. 

Finalmente, a principal causa de morte associada ao transplante foram as infecções (24 das 

53 mortes que ocorreram durante os primeiros 180 dias após o transplante), com uma maior 

taxa de mortalidade associada a infecções em pacientes que receberam uma dose mais 

baixa de células.  

Uma das vantagens deste estudo é que ele provém de uma só instituição, na 

qual 212 pacientes consecutivos foram submetidos a transplante de medula óssea com a 

mesma técnica de coleta e tratados com idêntica terapia de suporte. A técnica de quantifica-

ção de células CD34 não se alterou durante todo o período da pesquisa. Uma potencial des-

vantagem do nosso estudo é que o ponto de corte adotado para a dose de células CD34 po-

de não ser útil para outra instituições, pois a quantificação das células pode variar entre os 

centros. Sabe-se que a quantificação de células CD34 é um melhor marcador para a célula 

progenitora hematopoética. A quantificação de GM-CFU tem sido utilizada, porém é demora-

da e seu resultado torna-se disponível somente após duas semanas. A dose de células nu-

cleadas tem sido amplamente empregada, pois é um método simples e tem mostrado cor-

relação com a recuperação de neutrófilos, plaquetas e linfócitos (3, 5, 7). Entretanto, pouco 

se conhece sobre a relação entre a dose dessas células e outros parâmetros de recupe-
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ração hematológica a longo prazo. Na análise multivariada, constatamos que a dose de cé-

lulas CD34 predisse melhor a recuperação hematopoética que a de células nucleadas. Infe-

lizmente, não quantificamos outros subtipos de células no enxerto que poderiam influenciar 

o desfecho. A questão que se coloca a partir deste estudo é de como se pode aumentar a 

dose de células CD34+. Diversas maneiras de atingir esta meta têm sido propostas: células 

progenitoras periférica estimuladas por G-CSF oferecem um enxerto com um conteúdo de 

células CD34 maior quando comparado com medula óssea (17). A controvérsia permanece 

no que concerne a uma possível maior incidência de DECH crônica após transplante com 

células progenitoras periféricas (41-43). A estimativa da dose de células CD34+ no início da 

coleta, como sugerido recentemente, poderia ser uma oportunidade para melhorar o desfe-

cho do transplante com custo baixo (44). O uso de fatores de crescimento hematopoéticos 

(rhG-CSF ou rhGM-CSF) em casos selecionados após a pega poderia constituir uma opção 

a ser testada. 

Em conclusão, nossos resultados mostram que, em TMO HLA-idêntico não ma-

nipulado, uma dose de células CD34+ acima de 3x106/kg melhora a recuperação hemato-

poética e reduz de maneira significativa o risco de neutropenia secundária, resultando em 

redução na taxa de infecção fúngica e de TRM e em melhora na sobrevida.  
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Legenda das Figuras 

 

Figura 1 -  Incidência cumulativa da recuperaçã hematopoética de acordo com a dose de 

células CD34: recuperação de A) neutrófilos, B) neutropenia secundária, C) mo-

nócitos, D) linfócitos, E) hemoglobina e F) plaquetas 

Figura 2 -  Incidência cumulativa de infecção fúngica invasiva no dia 180 de acordo com a 

dose de células CD34 

Figura 3 -  Incidência cumulativa de mortalidade relacionada ao transplante no dia 180 (A) e 

estimativa por Kaplan Meier da sobrevida global (B) de acordo com a dose de 

células CD34 
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Tabela 1 -  Características dos pacientes, das doenças, dos doadores e do transplante nos 

212 pacientes analisados 

 

Caracteristicas Mediana (intervalo)       
N (%) 

Receptor:  

Idade, anos 31 (3,3 – 55,8) 

Peso, kg 64 (13,5 – 100) 

Sexo feminino 82 (38,7%) 

Crianças (≤ 15anos) 45 (21,2%) 

Sorologia CMV positiva  139 (65,6%) 

Transplante autólogo/alogênico prévio 4 (1,9%) / 0 

Doença de base: 

Leucemia crônica* 56 (26,4%) 

Leucemia aguda** 87 (41,0%) 

Outras doenças malignas*** 33 (15,6%) 

Doenças benignas**** 36 (17,0%) 

Estágio avançado (para doenças malignas) Avançado***** 27 (12,7%) 

Doador: 

Idade, anos 30 (1,2 – 64,9) 

Sexo feminino 88 (41,5%) 

Sexo semelhante 96 (45,3%) 

Doador F receptor M 61 (28,8%) 

Compatibilidade ABO  149 (70,3%) 

Incompatibilidade maior ABO  37 (17,4%) 

Sorologia CMV positiva 108 (50,9%) 

Profilaxia DECH aguda:  

Ciclosporina + metotrexato  174 (82,2%) 

Ciclosporina + metotrexato + outro  23 (10,8%) 

Ciclosporina + corticoíde 15 (7,1%) 

Transplante: 

Condicionamento:  

Baseado em irradiação 86 (40,6%) 

TBI + Cy ± outros 38 

TBI + Mel ± outros 42 
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TAI + Cy em baixas doses 6 

Baseado em quimioterapia 126 (59,4%) 

 Bu + Cy 76  

 Bu + Cy + VP16 24 

 Cy 21 

 Bu + outros 5 

NC, 108/kg 2,4 (0,28 – 5,97) 

CD34, 106/kg 3,7 (0,07 – 18,7) 

CFU-GM, 105/kg, n = 162 0,5 (0,03 – 7,7) 

CD3, 108/kg, n = 67 2,3 (0,25 – 7,32) 

NC ≥ 2,4x108/kg 111 (52,4%) 

CD34 ≥ 3,0x106/kg 142 (67,0%) 

Fatores de crescimento (até D+7) 13 (6,1%) 

    *  55 leucemias mielóides crônicas (LMC): 37 em primeira fase crônica (FC), 5 em segunda FC, 11 
em fase acelerada e 2 em crise blástica; 1 leucemia linfóide crônica.  

   **  45 leucemias linfóides agudas (LLA): 27 em primeira remissão completa (CR1), 6 em CR2, 3 em 
CR3+, e 9 em recidiva/refratariedade (REL); 42 leucemias mielóides agudas (LMA): 31 em CR1, 
7 em CR2 e 4 em REL.  

  ***  14 linfomas não Hodgkin (LNH), 12 síndromes mielodisplásicas (SMD), 7 outras doenças mielo-
proliferativas. 

 **** 23 aplasias medulares severas, 7 anemias de Fanconi, 4 hemoglobinúrias paroxísticas noturnas, 
1 anemia diseritropoética congênita, 1 trombastenia de Glanzmann.  

*****  Estágio avançado: LMC em crise blástica, LMA/LLA em recidiva ou refratariedade, LNH em 
recidiva resistente ou não tratada, SMD classificada como anemia com excesso de blastos ou 
excesso de blastos em transformação e leucemia aguda secundária (Modificado da classificação 
do IBMTR). 

 TBI = irradiação corporal total, TAI = irradiação toraco-abdominal, Bu = busulfan, Cy = ciclofosfamida, 
Mel = melfalan, VP16 = etoposídeo, NC= células nucleadas, CFU-GM = unidades formadoras de colô-
nias – granulócitos e macrófagos.  
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Tabela 2 - Variáveis incluídas nas análises multivariadas para cada desfecho 

 

Desfechos Variaveis 

Recuperação de 
neutrófilos 

BuCy, CD34 ≥ 3,0x106/kg, doador feminino e receptor masculino, receptor 
feminino, condicionamento baseado em irradiação, NC ≥ 2,4x108/kg 

Neutropenia secundária Estágio avançado, BuCy, CD34 ≥ 3,0x106/kg, receptor feminino, NC ≥ 2,4 
x108/kg, semelhança de sexo 

Recuperação de 
monócitos  

BuCy, CD34 ≥ 3,0x106/kg, receptor feminino, condicionamento baseado 
em irradiação, peso 

Recuperação de linfócitos  Leucemia aguda, idade, idade do doador, CD34 ≥ 3,0x106/kg, leucemia 
crônica, doador feminino e receptor masculino, NC ≥ 2,4x108/kg, soro-
logia CMV positiva, peso 

Recuperação de 
hemoglobina 

CD34 ≥ 3x106/kg, leucemia crônica, NC ≥ 2,4x108 / kg, semelhança de 
sexo 

Recuperação de 
plaquetas 

CD34 ≥ 3x106/kg, receptor feminino, estágio avançado, condicionamento 
baseado em irradiação, malignidade, NC ≥ 2,4 x108/kg 

Infecção fúngica invasiva Leucemia aguda, estágio avançado, idade, CD34 ≥ 3x106/kg, idade doa-
dor, NC ≥ 2,4 x108/kg, outras malignidades 

Mortalidade relacionada 
ao transplante 

Incompatibilidade maior ABO, estágio avançado, idade, CD34 ≥ 3x106/kg, 
idade e sexo do doador, condicionamento baseado em irradiação, NC ≥
2,4 x108/kg, peso 

Sobrevida global Incompatibilidade maior ABO, estágio avançado, idade, BuCy, CD34 > 
3x106/kg, sorologia CMV positiva do doador, idade do doador, receptor 
feminino, condicionamento baseado em irradiação, malignidade, NC ≥ 2,4 
x108/kg, outra malignidade, peso 

B uCy = Busulfan associado a ciclofosfamida; NC = células nucleadas; CMV = citomegalovírus. 
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Tabela 3 - Análise multivariável da recuperação hematopoética, infecção fúngica, mortali-

dade relacionada ao transplante e sobrevida global 

 

  Hazard Ratio (Intervalo 
de confiança-95%) 

P 

Pega de neutrófilos 

Receptor sexo feminino 1,72 (1,25-2,37) 0,01 
NC ≥ 2,4x108/kg 1,37 (1,01-1,85) 0,04 

Neutropenia secundária 

Receptor sexo feminino 2,12 (1,09-4,12) 0,03 
Estágio avançado 0,51 (0,28-0,94) 0,03 
CD34 ≥ 3x106/kg 0,60 (0,35-1,00) 0,05 

Recuperação de monócitos 

Receptor sexo feminino 1,46 (1,05-2,03) 0,03 
CD34 ≥ 3x106/kg 1,47 (1,07-2,03) 0,02 

Recuperação dos linfócitos 

Idade doador* 0,98 (0,97-1,00) 0,01 
Sorologia CMV positiva 1,62 (1,15-2,28) 0,006 
CD34 ≥ 3,0x106/kg 1,70 (1,20-2,41) 0,003 

Recuperação de hemoglobina 

Leucemia crônica 1,43 (1,05-1,96) 0,02 
CD34 ≥ 3x106/kg  1,77 (1,31-2,39) 0,0002 
Semelhança de sexo 0,74 (0,55-0,98) 0,04 

Recuperação de plaquetas 

Estágio avançado da doença 0,51 (0,30-0,86) 0,01 
Receptor feminino 1,37 (1,01-1,87) 0,01 
CD34+ ≥ 3x106/kg 1,98 (1,41-2,77) 0,00008 

Infecção fúngica 

Estágio avançado da doença 2,49 (1,12-5,57) 0,03 
CD34+ ≥ 3x106/kg 0,41 (0,21-0,79) 0,008 

Mortalidade relacionada ao transplante 

Idade do receptor 1,04 (1,02-1,06) 0,0004 
Estágio avançado da doença 2,61 (1,37-4,98) 0,004 
Doadora feminina 0,52 (0,29-0,95) 0,03 
CD34+ ≥ 3x106/kg 0,54 (0,32-0,94) 0,03 

Sobrevida global 

Idade do receptor 1,03 (1,02-1,04) 0,001 
Estagio avançado da doença 2,53 (1,50-4,25) 0,0005 
Receptor feminino  0,57 (0,36-0,89) 0,01 
CD34+ ≥ 3x106/kg 0,55 (0,36-0,85) 0,006 

* variável contínua. CMV = citomegalovírus. 
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Fig. 1 - Incidência cumulativa da recuperação hematopoética de acordo com a dose de células CD34: recupera-

ção de A) neutrófilos, B) neutropenia secundária, C) monócitos, D) linfócitos, E) hemoglobina e F) plaquetas 
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Fig. 2 - Incidência cumulativa de infecção fúngica invasiva no dia 180 de acordo com a 
dose de células CD34 

 

 

 



 
 
6 – Artigo Científico em Português 
 
 

134

 

 (A) 

 

0 

P = 0.002

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 
CD 34 < 3x106/kg
CD 34 ≥ 3x106/kg 

  0.1 

 

 

37% 

19% 

20 40 60 80 100 120 140 160 180

Days

 



 
 
6 – Artigo Científico em Português 
 
 

135

 

 

 

 (B) 

P = 0.0003

CD34+ ≥  3x106/kg

CD34+ < 3x106/kg
1 

.8 

.6 

.4 

.2 

0 
0 

64% 

40% 

1 2 3 4 5 6

Years 

Fig. 3 - Incidência cumulativa de mortalidade relacionada ao transplante no dia 180
(A) e estimativa por Kaplan Meier da sobrevida global (B) de acordo com a
dose de células CD34 
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