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Graphical abstract

Histological assessments: inflammation density, location, fibrosis, and markers like

CD3, CD4, CD8, CD25, FOXP3, and PD1 in 2 groups:

16 elinically atypical Sutton nevi from Hospital Clinic of Barcelona,
Spain, 70 regressing melanomas from the University Hospital of Turin, itaty,

-Sutton nevi showed higher inflammation density than regressing
rrial but similar | ion and fibrosis.
-Sutton nevi had higher CDB/CD3 ratios. melanomas had higher CD4/CD3 and CD4/CDE ratios

-Also CD25/CD4, FOXP3/CD4, and PD1/CD4 were more commen in
Sutton nevi

h 4

Conclusion
Results indicate a stronger cytotoxic reaction and consequently This h further ch izes halo nevi and regressing
a regulatory mechanism in halo nevi, characterized by increased melanomas, and shows possible clues to distinguish those
PD1, FOXP3, and CD25 challenging inflamed melanocytic tumours from melanomas
Resumen:

Introduccién: El andlisis inmunofenotipico de las células inflamatorias en el microambiente tumoral de los melanomas
con regresion histolégica es objeto de actual debate. Por otro lado, los halo nevus benignos, de manera paradigmaética,
muestran también una inflamacién marcada. La caracterizacion de perfiles inmunoldgicos en estas lesiones inflamadas
puede proporcionar informacién sobre la respuesta inmunitaria local, la patogénesis y su diagndstico diferencial.

Metodologia: Se evalud una cohorte de 16 nevus de Sutton clinicamente atipicos del Hospital Clinic de Barcelona,
Espaiia, y 70 melanomas con regresion del Hospital Universitario de Turin, Italia. Los evaluadores analizaron la
densidad de la inflamacidn, su localizacion, la fibrosis y los marcadores CD3, CD4, CD8, CD25, FOXP3 y PDI1.

Resultados: Los nevus de Sutton mostraron una mayor densidad inflamatoria que los melanomas con regresion, pero
similar localizacién y cantidad de fibrosis. Los nevus de Sutton presentaron mayores ratios de CD8/CD3, mientras que
los melanomas presentaron indices mds altos de CD4/CD3 y CD4/CD8. Marcadores, como CD25/CD4, FOXP3/CD4 y
PD1/CDA4, fueron mds comunes en los nevus de Sutton.

Conclusiones: Los resultados indican una reaccidn citotéxica mds fuerte y, consecuentemente, un mecanismo regulador
en los halo nevus, caracterizado por un aumento de PD1, FOXP3 y CD25. Este articulo caracteriza més a fondo los
halo nevus y los melanomas con regresion y plantea posibles pistas para distinguirlos entre ellos.

Palabras clave: Nevus de Sutton, Microscopia confocal, Dermatoscopia

Abstract:

Introduction: The immunophenotypic analysis of inflammatory cells in the tumor microenvironment of
regressing melanomas is object of ongoing debate. On the other hand, benign halo nevi paradigmatically
show marked inflammation. Characterizing these immune profiles can provide insights into the local
immune response, its pathogenesis, and differential diagnosis.
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Methodology: A cohort of 16 clinically atypical Sutton nevi from Hospital Clinic de Barcelona, Spain, and 70
regressing melanomas from Turin University Hospital, Italy, were evaluated. Histological assessments
analyzed inflammation density, location, fibrosis, and markers like CD3, CD4, CD8, CD25, FOXP3, and PD1.

Results: Sutton nevi showed higher inflammation density than regressing melanomas, but similar location
and quantity of fibrosis. Sutton nevi had higher CD8/CD3 ratios and melanomas, higher CD4/CD3 and
CD4/CDS8 ratios. Markers such as CD25/CD4, FOXP3/CD4, and PD1/CD4 were more common in Sutton

nevi.

Conclusion: Results indicate a stronger cytotoxic reaction and consequently a regulatory mechanism in halo
nevi, characterized by increased PD1, FOXP3, and CD25. This research further characterizes halo nevi and
regressing melanomas, and shows possible clues to distinguish those challenging inflamed melanocytic
tumors from melanomas.

Keywords: Sutton naevus, reflectance confocal microscopy, dermoscopy, dermatoscopy

Introduccion

El melanoma maligno es un tipo de céncer de piel. Es el responsable de una creciente
preocupacion en salud publica debido a al incremento paulatino en la tasa de incidencia y
a su elevado potencial metastdsico.!> Ademds, la mejora de las técnicas de imagen
dermatoldgica para identificar melanomas precoces y de dificil diagndstico, ha hecho que
se detecten un mayor nimero de tumores, los que tendran un diagndstico histopatolégico
de mayor complejidad.? El estudio de algunas caracteristicas especificas, como son la
regresion tumoral y el infiltrado inflamatorio, ha despertado un gran interés, ya que estas
podrian conducir a un diagnéstico histopatolégico erréneo de las lesiones melanociticas.*
Por lo tanto, es muy importante comprender los mecanismos inmunoldgicos implicados
en estos fendmenos, ya que pueden ayudar a mejorar el diagndstico y ser muy utiles para
el desarrollo de terapias dirigidas especificas.>® La regresién tumoral, un fenémeno
observado en un porcentaje significativo de los melanomas (la frecuencia oscila entre el
10% y el 58%) se caracteriza por la reduccion parcial o completa del componente
melanocitico acompaifiada de un infiltrado inflamatorio variable, melan6fagos, nuevos
vasos y cierto grado de fibrosis.” La influencia de la regresién en el prondstico del
melanoma ha suscitado un amplio debate a lo largo de los afios.® Algunos estudios
consideran que la regresion es un factor prondstico negativo, ya que podria interferir en la
medicidn precisa del grosor del melanoma, afectando asf a la correcta estadificacion del
tumor. Otros estudios sugieren que la regresion histologica aumenta el riesgo de
metdstasis. Por el contrario, algunos informes proponen que la regresion no altera el
prondstico y, en ciertos casos, puede incluso actuar como factor protector.”!! Diversos
estudios han revelado que las distintas caracteristicas bioldgicas y de malignidad de los
tumores se ven afectados no sélo por sus anomalias genéticas, sino también por la
interaccion entre las células malignas y el microambiente que las rodea. La interaccién
entre el tumor y el sistema inmunitario del huésped es especialmente interesante, sobre
todo teniendo en cuenta la gran eficacia clinica de las terapias dirigidas a estas vias
especificas.'? De hecho, la presencia de un infiltrado denso de linfocitos en el tumor se ha
asociado a una mejor respuesta a los inhibidores del punto de control inmunitario.'® Del
mismo modo, los nevus de Sutton (NS), que son lesiones benignas caracterizadas
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clinicamente por un halo acromédtico que rodea al nevus melanocitico, también han
mostrado asociaciones con la activacién de respuestas inmunitarias locales.®!* El
fenémeno del halo, que se manifiesta como un halo despigmentado asociado
principalmente a los nevus melanociticos adquiridos, también puede observarse en otros
tumores melanociticos de la piel, siendo el melanoma el que plantea una mayor
preocupacién.'* En este escenario, la microscopia confocal de reflectancia ha surgido
como una potencial herramienta para diferenciar los nevus benignos inflamados del
melanoma.' Se ha sugerido que la integracién de la edad del paciente y el examen
meticuloso de la unién dermoepidérmica mediante microscopia confocal de reflectancia
mejoran la precisién diagnéstica. '

Recientemente, el andlisis inmunofenotipico de las células inflamatorias presentes en el
microambiente tumoral de melanomas y halo nevus en regresién ha cobrado un creciente
interés.”!® La identificacién y caracterizacién del perfil inmunofenotipico en estas
lesiones podria aportar nuevos conocimientos sobre la respuesta inmunitaria local y sus
posibles implicaciones en la patogenia y progresion de estas entidades cutaneas. La
caracterizacion del infiltrado inmune en melanomas con regresion histolégica revel6 una
prevalencia de células T efectoras y supresoras, células B, células NK, macrofagos y
células dendriticas reguladoras, todas ellas capaces de ejercer efectos inmuno
estimuladores o inmunosupresores contrastados dentro del microambiente tumoral.'® Por
el contrario, el infiltrado inflamatorio observado en los halo nevus destaca por una mayor
cantidad de células T citotoxicas activas y células T reguladoras PD1-positivas frente al
infiltrado observado en el melanoma en regresién.” En esta investigacién, pretendemos
examinar el perfil inmunofenotipico de las células inflamatorias presentes en los halo
nevus mediante un andlisis detallado de marcadores histolégicos, comparandolos con una
cohorte de melanomas con regresion recientemente publicada, para mejorar una
comprension mas profunda de los mecanismos inmunolégicos vinculados a estas lesiones
cutaneas.

Material y métodos

Realizamos una cohorte retrospectiva de 70 melanomas que demostraron regresion
histologica diagnosticados en el Hospital Universitario de Turin desde enero de 2003
hasta diciembre de 2014 y la comparamos con una cohorte prospectiva que incluia 16
nevus de Sutton dermatoscopicamente atipicos, extirpados en el Hospital Clinic de
Barcelona desde enero de 2017 hasta diciembre de 2020. En este dltimo grupo se
incluyeron aquellas lesiones melanociticas atipicas dermatoscépicas que fueron
extirpadas para descartar melanoma y posteriormente fueron diagnosticadas
histol6gicamente como nevus de Sutton. La evaluacion histologica incluy6 el grado y la
localizaciéon del infiltrado inflamatorio dentro de la lesion, el grado de fibrosis y la
evaluacion de marcadores inmunohistoquimicos especificos-CD3, CD4, CDS8, CD25,
FOXP3 y PD1-en ambas cohortes. Todos los pacientes dieron su consentimiento
informado permitiendo el uso de sus muestras bioldgicas en un biobanco. El estudio
recibi6 la aprobacién de los comités éticos locales del Hospital Clinic de Barcelona y del
Hospital Universitario de Turin. El grupo de nevus incluy6 tnicamente aquellos nevus
que mostraban caracteristicas dermatoscdpicas atipicas acompafadas de regresion
histolégica o fendmenos inflamatorios intensos. Por el contrario, no se analizaron los
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nevus que presentaban exclusivamente caracteristicas histoldgicas de regresion. Para
garantizar una evaluacion exhaustiva de los pardmetros histolégicos, s6lo se tuvieron en
cuenta las muestras en las que se extirp6 el tumor completamente y que incluian todo el
espesor de la lesion melanocitica en el examen. En consecuencia, se excluyeron del
estudio las biopsias por afeitado y en sacabocados, las extirpaciones parciales y las
muestras con material inadecuado. Las caracteristicas demograficas, clinicas y
patoldgicas de los pacientes se documentaron y actualizaron en una base de datos interna.

En todos los casos, dos dermatopatdlogos (LC y RS) evaluaron las caracteristicas
histopatoldgicas en secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E). Esta evaluacion
incluy? el grado de infiltrado inflamatorio, clasificado como bajo (<::30%), medio (30-

60%) o alto (>::60%), el patron/localizacion del infiltrado inflamatorio (difusamente
infiltrativo, parcheado perivascular o intratumoral, debajo del tumor) y grado de fibrosis
(ausente, baja: §§ 0%, moderada 30-60% o altai:>3:60%). En caso de desacuerdo, se
consulté a un tercer dermatopatdlogo (APC) para su resolucion. En el grupo de
melanoma, para distinguirlo de los linfocitos infiltrantes de tumores (TILs), el criterio
principal para definir la regresion fue la necrosis, la apoptosis o la desaparicién completa
de las células tumorales malignas, con una evidente descomposicion activa parcial o total
de los nidos melanociticos, sustituidos en la fase inicial por células inflamatorias, y en la
fase tardia por fibrosis con vasos dilatados, y melanéfagos.!’ Se excluyeron de la
consideracion las regiones de ulceracion o las estrechamente relacionadas o adyacentes a
ella.

Las muestras quirdrgicas se fijaron en formol tamponado al 4%, se procesaron de forma
rutinaria y se incluyeron en parafina. Para cada caso, se analizaron
inmunohistoquimicamente secciones de parafina de 3 “um de grosor recogidas en
portaobjetos “Superfrost Plus”. El andlisis 1nmun0hlst0qu1m1co se realiz6 utilizando una
plataforma automatizada de procesamiento de portaobjetos (Ventana BenchMark XT
Autostainer; Ventana Medical Systems, Estados Unidos). Toda la cohorte de halo nevus
se tifid con CD3 (Confirm anti-CD3, clon 2GV6; Ventana, Roche); CD4 (Confirm anti-
CD4, clon SP35; Ventana, Roche); CD8 (Confirm anti-CD8, clon SP57; Ventana,
Roche); CD25 (clon 4C9; Cell Marque, Sigma Aldrich); FOXP3 (clon 236A/E7;
eBiosciences); y PD1 (clon NAT 105; Cell Marque, Sigma-Aldrich).

Las poblaciones de subconjuntos de linfocitos se investigaron evaluando la expresion
inmunohistoquimica de CD3, CD4, CD8, FOXP3 y PDI1. Para cada marcador, se cont
manualmente el nimero de células positivas por campo de alta potencia (HPF). Cada
HPF corresponde a un campo de microscopio de gran aumento (400x) que mide SOOum
de diametro en un objetivo 40x/0,65 montado en un microscopio Olympus modelo BX41
(Olympus, Jap6n). Los recuentos se realizaron en al menos 4 (maximo 8) campos HPF
para cada tipo de 4rea y el valor absoluto total se normaliz6 a 1::mm?2 (4 HPF
corresponden a 1::mm2). Ademas, se calcularon los siguientes ratios para cada lesion:
CD4+/CD3+, CD8+/CD3+, CD4+/CD8+, CD25+/CD4+, FOXP3+/CD4+, PD1+/CD4+.

Las tablas estadisticas descriptivas resumen las caracteristicas de los pacientes y las
lesiones. La prueba de Mann-Whitney compar6 datos continuos distribuidos de forma no
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normal entre 2 grupos. La prueba exacta de Fisher examind las asociaciones en datos
nominales emparejados, especialmente en muestras de pequeio tamaiio. La prueba del
chi-cuadrado evaluo las asociaciones en conjuntos de datos nominales emparejados mas
grandes. Los valores p::<iz0,05 se consideraron estadisticamente significativos. El
andlisis estadistico se realiz6 con Stata/SE.v.18 (StataCorp, College Station, TX, Estados
Unidos).

Resultados

Un total de 39 de los 70 pacientes con melanoma con una regresion histoldgica (56%)
eran hombres y 31 (44%), mujeres, con una mediana de edad de 58 afos (rango, 23-78).10
Los tumores primarios se localizaron en el tronco en el 58,6% de los casos (41/70),
seguidos de las extremidades inferiores (22/70, 31,4%), extremidades superiores (4/70,
5,7%) y cabeza/cuello (3/70, 4,3%). El tipo histolégico mds frecuente fue el melanoma de
extension superficial, observado en el 80% de los casos (56/70). El grosor medio de
Breslow fue de 2,73:mm (DE, 2,10). El 33% de las lesiones (23/70) presentaban
ulceracion. Se observo un recuento mitotico: §§1/mm2 en el 61% (43/70), con un 38,5%
(27/70) de neoangiogénesis difusa y un 48,6% (34/70) de invasion vascular. Los TILs se
describieron como “brisk” en el 28,6% de los casos (20/70). La afectacion metastasica
del ganglio linfético centinela (GLC) se observo en el 37% de los pacientes (26/70).

En cuanto a la poblacién de nevus de Sutton, un total de 16 casos fueron aptos para el
andlisis. La mediana de edad de los pacientes era de 30 afios (rango 16-53). De los 16
individuos, 11 eran hombres (68,75%) y 5 mujeres (31,25%). Las lesiones se localizaban
con mayor frecuencia en la region interescapular (4/16, 25%), seguida de las zonas
lumbar y escapular (3/16, 18,8% cada una). Las zonas del hombro y el abdomen
representaron cada una 2/16 (12,5%) de los casos. Otras localizaciones, como las zonas
retroauricular y paravertebral, representaron cada una 1/16 (6,25%) del nimero total de
lesiones. El tamao de los nevus de Sutton atipicos varid, con una mediana de 5 ,5Emm
(rango, 2-10; :5:mm) Los tamafios registrados con mas frecuencia fueron 5:Emm (25% de
los casos), 4: “mm (12,5%) y 7:5mm (12,5%). Las lesiones clinicamente palpables estaban
presentes en 4 de los 16 casos (25%) Dermatoscopicamente, 8 de 16 casos (50%)
mostraban un patrén reticular-globular, mientras que 4 de 16 (25%) mostraban un patrén
reticular, y 4 de 16 (25%) un patr6n globular. Segun la lista de comprobacién de 7 puntos
comunmente utilizada para las lesiones melanociticas, se registrd una puntua010n§§§
en 15 casos (93 75%), mientras que s6lo en 1 caso (6,25%) se registrd una

55533 '8 En cuanto a las caracteristicas confocales segun la puntuacion de
=170), la puntuacion mas frecuente
fue 1 (8/16, 50%) seguida de la puntuacion 0 (6/ 16, 37,5%) y la puntuacion 2 (2/16,
12,5%).13

En la evaluacion histopatoldgica, 8 de los 16 casos (50%) presentaban un infiltrado
inflamatorio alto (>3:60%). En 7 de 16 casos (43,75%), el infiltrado era moderado (30-
60%), y en el caso restante (1/16, 6,25%), era bajo (<::30%). Ningln caso mostraba
fibrosis difusa; sin embargo, 14 de 16 casos (87,5%) presentaban fibrosis baja (9/16,
56,25%) o moderada (5/16, 31,25%), estando ausente la fibrosis en 2 de 16 casos
(12,5%). El patrén de localizacion inflamatoria fue difusamente infiltrativo en 7 de 16
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casos (43,75%), parcheado perivascular o intratumoral en 6 de 16 casos (37,5%), y
localizado debajo del tumor en 3 de 16 casos (18,75%).

En cuanto al andlisis comparativo entre los 2 grupos en términos de inmunotincion, el
grupo de nevus atipicos de Sutton presentd una densidad inflamatoria significativamente
mayor que el grupo de melanomas con regresion (pii=:
densidad y p#:<i:0,001 para la inflamacién de alta dens1dad, respectivamente). Sin
embargo, no se observaron diferencias en cuanto a la localizacién de la inflamacién
dentro de la lesion (difusa, por debajo de la lesién melanocitica o en parches). En cuanto
a la cantidad de fibrosis, no se observaron diferencias significativas entre los 2 grupos
=>10,05). Sin embargo, al evaluar la calidad de la fibrosis, el grupo de nevus de
Sutton presentaba predominantemente una fibrosis leve-delicada, mientras que el grupo
de melanoma mostraba una fibrosis bien establecida, caracterizada como esclerdética,
desmoplésica, laminar o compacta.

En cuanto a la evaluacion de la inmunotincidn, los nevus atipicos de Sutton muestran una
mayor proporcion de poblacion CD8/CD3, mientras que los melanomas con regresion
mostraron mayores proporciones CD4/CD3 y CD4/CD8 (todas ellas estadisticamente
significativas a p#:<:#0,05) (Tabla 1 Tabla 1, Figs. 1 y 2A-C Figs. 1 y 2).

Entre otros marcadores inmunohistoquimicos, los cocientes CD25/CD4, FOXP3/CD4 y
PD1/CD4 fueron estadisticamente superiores en los nevus de Sutton atipicos (p 3
(Tabla 1, Fig. 3 Fig. 3).

Discusion

Histol6gicamente, un halo nevus muestra un denso infiltrado linfocitico que
gradualmente oscurece y sustituye a las células del nevus. De forma similar, la regresion
en el melanoma comparte esta caracteristica, mostrando un denso infiltrado linfocitico y
areas en las que las células neopldsicas han desaparecido por completo.
Conceptualmente, tanto la regresion como el halo nevus demuestran una respuesta
inmunitaria activa contra la lesién melanocitica.

El inmunofenotipo de las células inflamatorias que acompafan a la regresion en el
melanoma y los nevus de Sutton ha sido poco estudiado. En 2015, un estudio de Botella
et al. encontrd una mayor reaccion citotéxica en halo nevus frente a melanomas con
regresion, validando nuestro estudio, que mostré un mayor ratio CD8/CD3 en el grupo de
nevus de Sutton.” Se encontraron resultados similares en una serie de lesiones
melanociticas spitzoides, cuando estas lesiones se agruparon en tumores benignos/de bajo
grado y tumores malignos/de alto grado.'® Sin embargo, el estudio de Botella et al.
también observoé un infiltrado mas denso de células marcadas con PD1 en los nevus de
Sutton, aunque no encontrd diferencias significativas en la expresion de FOXP3. Por el
contrario, nuestro estudio si encontré diferencias significativas, con mayor presencia de
PD1 y FOXP3 en el grupo de Sutton frente al de melanoma.’

Estos hallazgos sugieren un mecanismo regulador activo junto con la respuesta citotoxica
en los nevus de Sutton. La evidencia combinada de un infiltrado mas denso de PD1,
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FOXP3 y CD25 apunta a un entorno inmunitario mas activo, que contribuye a una mejor
regulacién de la respuesta inmunitaria, especialmente en los nevus de Sutton.'

Ribero et al. sugirieron que, en los melanomas, ciertos clones neopldsicos podrian eludir
la respuesta inmunitaria, dando lugar a un crecimiento descontrolado.'! En este escenario,
la ineficacia de la respuesta citotéxica en los melanomas podria estar relacionada con una
disminucién de CDS8, asi como con una reduccién del entorno inmunitario regulador
marcado por PD1, CD25 y FOXP3 (Fig. 4 Fig. 4A-C).

Los recientes hallazgos alentadores de Cho et al. sugieren que un compuesto denominado
Celastrol muestra una eficacia significativa en la inhibicién del crecimiento tumoral en el
melanoma.?’ Este efecto se consigue mediante el bloqueo de la unién entre IL-2 y CD25,
potenciando as{ la actividad antitumoral de las células T. Esto podria ser muy
prometedor, especialmente en el caso de las células T que se encuentran en la fase de
crecimiento y en combinacién con otras terapias dirigidas en los melanomas
avanzados.?!??

En los melanomas, la presencia de células FOXP3+ se ha asociado con una reduccién de
la respuesta inmunitaria tanto innata como adquirida contra el tumor, empleando un
mecanismo tipicamente implicado en el blindaje del organismo contra la
autoinmunidad.?**3* Cuando evaluamos la relacién FOXP3/CD4 en nuestro estudio,
observamos niveles de expresion mas altos en los nevus de Sutton y niveles més bajos en
los melanomas con regresion. Esta discrepancia sugiere un estado distinto de tolerancia
inmunitaria entre los nevus de Sutton y los melanomas con regresion, lo que podria servir
como indicador temprano de la desactivacion del sistema inmunitario en los melanomas.
Esta observacion concuerda con las pruebas que indican que, en el melanoma
metastasico, las células inmunitarias FOXP3+ infiltradas en el tumor podrian servir como
posible biomarcador predictivo de la respuesta al tratamiento y la supervivencia global.
Balatoni et al. demostraron que la densidad de células FOXP3+ infiltradas en las
metéstasis de los ganglios linfaticos era el factor predictivo mds potente de la respuesta al
tratamiento con ipilimumab.?®

Este estudio se centra en 2 entidades que son dificiles de diferenciar en nuestra préctica
diaria: los halo nevus y el melanoma maligno con regresion. Los fendmenos autoinmunes
observados en los nevus de Sutton podrian inducir una atipia reactiva, lo que complicaria
su diferenciacién, incluso para los patélogos expertos.?® El objetivo del presente estudio
era describir la reaccién inmunitaria en ambas entidades: en primer lugar, se observé que
el infiltrado inflamatorio en los halo nevus es més activo, mientras que hay una respuesta
citotéxica pronunciada en los nevus de Sutton. En segundo lugar, se observé un
mecanismo regulador paralelo a la respuesta citotoxica con un infiltrado més denso de
PD1, FOXP3 y CD25. En conclusién, el estudio del perfil inmunitario de los tumores
melanociticos podria ser ttil en casos de solapamiento de caracteristicas morfoldgicas,
que dificultan la distincién entre melanoma con regresion y el nevus de Sutton. Sin
embargo, los presentes resultados no permiten extrapolar la utilidad del inmunofenotipo
de inflamacién para diferenciar el melanoma de las lesiones melanociticas con regresion.
Las limitaciones de nuestro estudio incluyen la naturaleza subjetiva del método de
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evaluacién inmunohistoquimica. Ademads, el pequefio tamafio de la muestra en ambos
grupos limita la solidez del estudio, siendo el tamafo de la muestra del grupo de nevus de
Sutton significativamente inferior al del grupo de melanoma, ya que el diagnéstico de los
nevus de Sutton suele ser clinico/dermatoscépico y no requiere escision quirdrgica. Los
casos incluidos en el estudio fueron aquellos nevus de Sutton que presentaban
caracteristicas clinicas atipicas, que requerian escision y planteaban un reto diagnéstico.
Estos casos especificos son menos frecuentes en nuestra practica clinica habitual. Otra
limitacién es que sélo se incluyeron presentaciones clinicas atipicas de nevus de Sutton,
lo que puede limitar la generalizacion de los resultados a todos los tipos de nevus de
Sutton. Ninguno de estos casos ha recidivado hasta la fecha.

Comprender la composicion del infiltrado inmunitario en los casos en que los melanomas
desaparecen total o parcialmente es crucial en una era de tratamientos disefiados para
potenciar la respuesta inmunitaria frente a este tumor. En base a nuestros hallazgos,
recomendamos la realizacién de nuevos estudios para profundizar en el conocimiento del
inmunofenotipo de los nevus de Sutton y de los mecanismos subyacentes a la regresion
histolégica en melanomas, contribuyendo asi a avanzar en el conocimiento clinico y
patologico.

Declaracion del comité de revision institucional

El estudio se realiz6 en pleno cumplimiento de la Declaracion de Helsinki, y fue revisado
y aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién del CEI del Hospital Clinic de
Barcelona; aprobacion HCB/2018/0872 (15 de junio de 2022).

Declaracion de consentimiento informado
Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos implicados en el estudio.

Conflicto de intereses
Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.

Declaracion de disponibilidad de datos
Los datos estén disponibles previa solicitud a los autores.
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ART

Histological assessments: inflammation density, location, fibrosis, and markers like

CD3, CD4, CD8, CD25, FOXP3, and PD1 in 2 groups:

= Evaluaciones histolégicas: densidad de inflamacion, localizacién, fibrosis y marcadores
como CD3, CD4, CDS, CD25, FOXP3 y PD1 en 2 grupos:

16 clinically atypical Sutton nevi from Hospital Clinic of Barcelona
Spain,
= 16 nevus de Sutton clinicamente atipicos del Hospital Clinico de Barcelona
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Espaiia,

70 regressing melanomas from the University Hospital of Turin, Italy,
=70 melanomas en regresion del Hospital Universitario de Turin, Italia,

Results
= Resultados

Sutton nevi showed higher inflammation density than regressing melanomas, but similar
location and fibrosis.

= Los nevus de Sutton mostraron una mayor densidad de inflamacién que los melanomas
en regresion, pero una localizacién y fibrosis similares

-Sutton nevi had higher CD8/CD3 ratios
= -Los nevus de Sutton presentaban mayores proporciones CD8/CD3

-Also CD25/CD4, FOXP3/CD4, and PD1/CD4 were more common in Sutton nevi
= -También CD25/CD4, FOXP3/CD4, y PD1/CD4 eran mas comunes en los nevus de
Sutton

melanomas had higher CD4/CD3 and CD4/CD8 ratios
= los melanomas presentaban proporciones CD4/CD3 y CD4/CD8 mas elevados

Conclusion
= Conclusién

Results indicate a stronger cytotoxic reaction and consequently a regulatory mechanism
in halo nevi, characterized by increased PD1, FOXP3, and CD25

= Los resultados indican una mayor reaccion citotoxica y, en consecuencia, un
mecanismo regulador en los halo nevus, caracterizado por un aumento de PD1, FOXP3 y
CD25.

This research further characterizes halo nevi and regressing melanomas, and shows
possible clues to distinguish those challenging inflamed melanocytic tumours from
melanomas

= Esta investigacion caracteriza mejor los halo nevus y los melanomas en regresion, y
muestra posibles pistas para distinguir los tumores melanociticos inflamados de los
melanomas.
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Tabla 1 Distribucién de los valores de las tinciones inmunohistoquimicas en funcién del

diagnostico.

IHQ Melanomas con regresion (7:: Halo nevus (n: Valor - p
CD4/CD3 55% 35% <0,001
CD8/CD3 49% 65% <0,001
CD4/CD8 120% 55% <0,001
CD25/CD4 8% 10% 0,046
FOXP3/CD4 14% 25% 0,007
PD1/CD4 1% 25% <0,001
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