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I- INTRODUCTION.

Les rhumatismes inflammatoires, notamment la polyarthrite rhumatoide (PR), représentent
une cause de morbidité, de handicap et de mortalité non négligeable, liée notamment a une
inflammation synoviale et systémique médiée par un réseau de cytokines pro-inflammatoires
(TNF-a, IL-1B, IL-6 et IL-17) [1,2]. Ces derniéres favorisent la néoangiogéneése médiée par
des facteurs de croissance endothéliaux comme le vascular endothelial growth factor (VEGF),
la résorption osseuse médiée par des agents tels que RANK-ligand ainsi qu’une morbidité et
une mortalité cardio-vasculaires accrues [3-5]. Ces cytokines sont synthétisées par les
monocytes, macrophages, synoviocytes intra-articulaires sous I’influence de facteurs de
transcription-clés tels que Nuclear Factor-kappa B (NF-kB) qui induisent également une
cascade enzymatique pro-inflammatoire (métalloprotéinases, collagénases, hyaluronidases,
cyclo-oxygénase-2 (COX-2) [6,7]. La synthése de cytokines et 1’évolution naturelle de la
maladie sont sous la dépendance de sous-population différenciées de lymphocytes T CD4+
helper (Th). Initialement, la polyarthrite rhumatoide était considérée comme résultant d’un
déséquilibre entre les populations Th-1 (productrices d’interféron gamma) [8] et Th-2
(productrices d’IL-4 et d’IL-10). L’antagonisation ciblée du TNF-a a ainsi marqué une étape
cruciale dans la prise en charge thérapeutique de la PR, mais également des spondyloarthrites,
permettant d’envisager une rémission clinique, biologique et un blocage des destructions
articulaires [9]. Plus récemment a été individualisée une sous-population de lymphocytes T
produisant de I’IL-17 (sous-population Th-17) [10,11] sous I’influence de I’'IL-6 [12,13]. Il a
été¢ montré que la balance Th-17/ lymphocytes T régulateurs (T-reg) joue un réle fondamental
[14] dans le déclenchement, 1’évolution, la chronicisation, le potentiel de destruction
articulaire de la polyarthrite rhumatoide, de la spondyloarthrite, mais aussi de modéles murins
d’arthrite non auto-immuns tels que ’arthrite a 1’adjuvant (AIA) ou auto-immuns comme

I’arthrite au collagéne (CIA), par des mécanismes largement indépendants des voies Th-1 et



de celle du TNF-a [15-18]. Outre les traitements biologiques ciblés, les patients atteints de
rhumatismes inflammatoires chroniques utilisent également des traitements anti-
inflammatoires a visée adjuvante tels que les corticoides et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS), pouvant é&tre responsables d’une morbidité et d’une mortalité non
négligeables sur les plans cardio-vasculaire [19], digestif, osseux ou rénal notamment chez

des patients agés, polymédiqués ou fragiles.

Dans ce contexte, la cryothérapie (traitement par le froid) est utilisée de manicre large et
empirique en rhumatologie depuis Hippocrate a visée antalgique, anti-oedémateuse,
myorelaxante [20]. La cryothérapie est notamment utilisée fréquemment en tant que
traitement adjuvant dans les rhumatismes inflammatoires en poussée tels que la polyarthrite
rhumatoide, les spondyloarthrites ou les arthropathies microcristallines, avec un faible niveau
de preuve d’efficacité [21], lié notamment & un manque de standardisation des protocoles
thérapeutiques (agent physique, température, durée et périodicité d’application, traitements
associés, indications, critéres d’évaluation...) [22]. On distingue cryothérapie locale et corps
entier, cette derniére n’ayant pas démontré une efficacité supérieure [22,23]. Il s’agit de
traitements bien tolérés, souvent peu onéreux (application de glace) qui pourraient notamment
présenter un intérét en tant que traitements adjuvants chez les patients agés et fragiles. La
cryothérapie pourrait ainsi représenter une alternative ou permettre une épargne en traitements
corticoides et anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), responsables d’une morbidité et
d’une mortalité croissante chez des patients arthritiques présentant déja un sur-risque cardio-

vasculaire [5].
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I ETAT DE L’ART (Article 1. [22] - § XII A. - page 99).

A. Données sur la cryothérapie chez I’homme.

On distingue la cryothérapie locale (gaz froid, glace) et la cryothérapie corps entier (chambres

cryogéniques, immersion en eau froide,..).

Les données sur la cryothérapie présentent souvent des biais méthodologiques (traitements
médicamenteux et/ou kinésithérapie associés [24], absence de standardisation et diversité des
protocoles de cryothérapie (température, agent physique, durée d’application, périodicité,
nombre d’application), critéres d’évaluation choisis, faible qualit¢ méthodologique, absence

de groupes contrdles exploitables.

Dans une revue systématique de la littérature, en poolant les données de six études portant sur
257 patients PR [23,25-29], nous avons montré que la cryothérapie locale ou corps entier
appliquée deux fois par jour pendant 7 a 15 jours (soit 14 a 20 applications) permettait une
diminution de 2 points de ’EVA douleur et d’environ 0,5 point du score d’activité DAS28
[22] (Article 1. §XIIA — page 99). A noter que la cryothérapie locale (parfois appliquée
simultanément sur plusieurs articulations) montrait des effets taille intra-classe (avant/apres
traitement) significativement supérieurs a ceux obtenus avec la cryothérapie corps entier sur
I’EVA douleur (différence d’environ un point en faveur de la cryothérapie locale) et le score
d’activité DAS28 (différence d’environ 0,3 point en faveur de la cryothérapie locale) en

regroupant les données de ces 6 études non controlées (Fig. 1.).
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Fig. 1. Effets taille intra- et inter-classes de la cryothérapie locale et
corps entier sur ’EVA douleur et le DAS28

Fig. 1a. Effet taille avant/aprés cryothérapie
locale (EVA douleur /100)

Fig. 1b. Effet taille avant/aprés cryvothérapie
locale (DAS28)
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Fig. 1c. Effet taille avant/aprés cryothérapie
corps entier (EVA douleur /100)

Fig. 1d. Effet taille avant/aprés cryvothérapie
corps entier (DAS28)
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En poolant les données de 6 études non controlées (2567 patients PR, deux applications parjourpendant 7 a 15 jours soit14-20
applications, I'évolution moyenne de I'EVA douleur etdu DA 528 avantiaprés cryothérapie locale (EVA douleur100 - Fig. 1a. et
DAS2E - Fig. 1b.) ou corps enfier([EVA douleur100 - Fig. 1c. et DAS2S - Fig. 1d.) a &té calculée (effets taille intraclasse). Les
différences moyennes entre cryothérapie locale et corps entier [LCAWWBC avec la cryothérapie corps enfier prise comme référence)
ont ensuite £t& calculées (effets taille inter-classe) etmontraientune difference significative en faveurde la cryothérapie locale (EVA
douleuri100 - Fig. 1d. et DAS2E - Fig. 1e.). Résultats exprimés par des différences pondérées moyennes £ 1C 95%, Calcul réalisés
avec le logiciel RE (packages meta, rmeta et grid). LC : cryothérapie locale. WBC : cryothérapie corps enfier.
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Cet effet thérapeutique pourrait étre lié aux propriétés anti-inflammatoires de I’hypothermie

tissulaire — notamment intra-articulaire - induite par la cryothérapie.

En effet, il a ét¢ démontré que I’application de glace pendant 30 minutes sur un genou
arthritique permettait d’abaisser la température intra-articulaire a 30°C pendant environ deux
heures [30]. Cette gamme de température correspond a 1’hypothermie tissulaire modérée, qui
a montré des effets thérapeutiques, notamment par une inhibition NF-kB dépendante de la
synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-1fB, IL-6, TNF-o notamment) dans des
pathologies telles que 1’ischémie cérébrale [31]. L hypothermie tissulaire inhibe également le
métabolisme d’enzymes telles que les métallo-protéinases [32], les collagénases [33] ou la
cyclo-oxygénase 2 (COX-2) [34], a démontré des effets anti-oxydants [35-37], un effet
répresseur sur la formation de I’infiltrat cellulaire inflammatoire par inhibition de 1’expression
de molécules d’adhésion telles que ICAM-1 [38,39], un effet activateur du systéme nerveux

parasympathique par augmentation des taux de noradrénaline [40,41].

Concernant les effets anti-inflammatoires systémiques de la cryothérapie chez les patients
atteints de rhumatismes inflammatoires, les données sont rares. Dans un essai controlé
randomisé portant sur 55 patients atteints de polyarthrite thumatoide (PR), la cryothérapie
locale par glace ou gaz froid (appliquée simultanément sur 5 articulations) ou la cryothérapie
corps entier a -60°C appliquées deux a trois fois par jour pendant 7 jours faisaient diminuer
les taux sériques d’IL-6 une heure apres la derniere application chez les patients non traités
par corticoides [42]. En revanche, la cryothérapie corps entier a -110°C faisait augmenter les
taux sériques d’IL-6 chez les patients PR sans corticothérapie, suggérant que la cryothérapie
pourrait avoir un effet pro-inflammatoire au-dela d’un certain seuil de température. Chez les
patients sous corticoides, il n’était pas observé d’effet de la cryothérapie sur les taux
circulants d’IL-6. Dans une autre étude, 1’application de gaz froid deux fois par jour pendant

10 jours permettait une diminution significative des taux sériques de TNF-a mais sans effet
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sur les taux d’IL-6 [25]. La cryothérapie corps entier faisait également baisser les taux
sériques d’IL-1B et de TNF-a chez 10 patients atteints de rhumatismes inflammatoires
chroniques [43]. Dans une étude contrdlée, la cryothérapie corps entier (-140°C une fois par
jour pendant 4 semaines) faisait significativement diminuer les taux sanguins d’histamine
chez 20 patients PR [44]. La cryothérapie corps entier (-120°C appliquée 10 fois) faisait

¢galement diminuer le taux de CRP chez 13 patients PR dans une autre étude controlée [45].

La cryothérapie locale a également montré des effets thérapeutiques dans d’autres types de
rhumatismes inflammatoires tels que la goutte : 1’application de glace (30 minutes 4 fois par
jour pendant 7 jours associée a une corticothérapie et a de la colchicine permettait une
diminution significativement plus importante de ’EVA douleur comparativement au groupe
contréle colchicine + corticothérapie et faisait diminuer significativement le nombre de
leucocytes dans le liquide articulaire [46]. Concernant les spondyloarthrites, les données sont
plus éparses mais la cryothérapie corps entier pourrait avoir des effets sur ’EVA douleur, les

mobilités rachidiennes et le BASDALI [47].

La cryothérapie est également en cours d’évaluation dans d’autres pathologies
rhumatologiques. Dans la fibromyalgie, la cryothérapie corps entier semble avoir des effets
sur la qualité de vie [48] et sur le phénotype des lymphocytes T circulants [49]. Dans la
gonarthrose, ’application de glace et les « massages froids » pourraient avoir un effet
favorable sur la ’cedéme du genou et la fonction quadricipitale [50]. La cryothérapie locale
gazeuse hyperbare au CO2 abaissait significativement ’EVA douleur au bout d’une moyenne
de 5 applications de 30-90 secondes dans une population gériatrique souffrant de diverses
affections rhumatologiques (arthrose, tendinopathies, arthropathies microcristallines) [51]. La
cryothérapie locale pourrait améliorer la douleur et les amplitudes articulaires dans la
capsulite rétractile [52] et le conflit glénoidien postéro-supérieur [53]. La cryothérapie corps
entier semble favoriser la récupération musculaire post-exercice physique [54], avec une
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diminution des taux sanguins de CRP, d’IL-1p et une augmentation des taux d’IL-1RA [55].
L’immersion en eau froide post-exercice physique a un effet favorable sur les crampes
musculaires a 24 heures [56]. La cryothérapie locale a également des effets bénéfiques sur la

douleur post-opératoire [57,58].

L’évaluation de I’efficacité clinique et de I’effet anti-inflammatoire de la cryothérapie dans
les études actuellement disponibles manque globalement d’outils de mesure validés. Dans ce
contexte, 1’échographie Doppler articulaire pourrait représenter un outil d’évaluation et de
suivi en permettant notamment de mesurer I’évolution de I’inflammation synoviale avant /

apres application de froid.

B. Intérét de I’échographie articulaire dans I’évaluation et le suivi des rhumatismes

inflammatoires.

En effet, I’échographie-Doppler est utilisée de maniere croissante en rhumatologie pour
évaluer I'inflammation et I’hypervascularisation synoviales avec des scores validés et une
bonne corrélation avec 1’inflammation histologique [59,60], I’activité¢ du rhumatisme [61,62],
la survenue d’érosions articulaires [61,63]. Cette technique permet notamment la détection
précoce de synovites infra-cliniques, d’érosions pré-radiographiques et un suivi de
I’inflammation synoviale sous traitement. Des scores semi-quantitatifs validés ont été mis au

point pour évaluer 1’épaississement synovial et I’hypersignal Doppler [61,63,64] (Table. 1.).
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Table 1. Score échographique
semi-quantitatif de Szkudlarek

Score Doppler Score de synovite (mode B)

0 Pas d’hypersignal intra- Pas d’épaissement
articulaire hypoéchogéne de la synoviale
1 <3 hypersignaux isolés OU Fine ligne hypoéchogeéne ou
2 hypersignaux isolés et un anéchogéne en-dega de la limite
hypersignal confluent OU de la capsule articulaire
2 hypersignaux confluents
2 Hypersignaux > Grade 2 et Bombement de la capsule dans
< 50% surface articulaire le prolongement des surfaces
osseuses limitant I’articulation
3 Hypersignaux 2 50% surface Distension convexe de
articulaire I’articulation au-dela des

surfaces osseuses articulaires

Dans une étude portant sur 37 patients avec arthrites non infectieuses de genoux (dont 30 PR)
comparés a 69 patients souffrant de gonarthroses, I’utilisation d’un score semi-quantitatif en
Doppler couleur permettait de différencier les arthrites inflammatoires ou mécaniques (gold
standard : formule cellulaire sur le liquide de ponction articulaire, courbe ROC AUC : 0,787,
Mann Whitney p<0,001) [65]. Par ailleurs, un score semi-quantitatif échographique et
Doppler mesuré sur 6 articulations diminuait aprés 3 mois de traitement anti-TNF chez 68
patients atteints de PR, et était positivement corrélé a 1’activité de la maladie mesurée par le
DAS-28 [66]. Dans [I’arthrose de genou, aprés injection intra-articulaire de
méthylprednisolone, le score Doppler diminuait chez 13 patients sur 35 et la diminution du
score Doppler était associée a une réduction plus importante de ’EVA douleur [67]. Les
scores Doppler semi-quantitatifs sont par ailleurs des méthodes reproductibles. Chez 10
patients PR évalués sur 16 articulations, les coefficients kappa de reproductibilité atteignaient

0,83 pour la reproductibilité¢ inter-observateur et 0,97 pour la reproductibilité intra-
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observateur apres entrainement sur un atlas d’images présentant les différents grades de
scores Doppler [68]. Les scores échographiques et Doppler sont moins standardisés pour les
grosses articulations telles que le genou, notamment du fait de I’absence de scores IRM
validés pouvant étre utilisés comme gold standards. Le score SOLAR a récemment été
proposé pour évaluer de maniére semi-quantitative les scores Doppler et de synovite sur les
grosses articulations (genoux, coudes, hanches, épaules). Pour le genou, le score est la somme
des scores semi-quantitatifs (0-3) sur 4 plans longitudinaux (supra-patellaire, postérieur,
latéral et médial — pour le Doppler infra-patellaire en plus). Ce score diminuait
significativement sous biothérapie et disease modifying anti rheumatic drugs (DMARDs) a 3,
6 et 12 mois de traitement chez 132 patients PR avec synovites de genoux. Le score de
synovite diminuait de 5,2/12 a 2,2/12 au bout d’un an (p<0,001) et le score Doppler de 4/15 a
1,3/15 (p<0,001). La reproductibilité¢ inter-observateur (coefficients kappa) pour les grosses
articulations évaluée sur 20 images échographiques enregistrées était de 0,45 pour le score de
synovite, 0,59 pour le score Doppler. Le coefficient kappa intra-observateur était de 0,7 pour
le score Doppler au genou [69]. Dans une autre étude portant sur le score Doppler semi-
quantitatif, les clips vidéos de 41 articulations de patients arthritiques (dont 22 genoux, 7
poignets, 3 chevilles), et 58 articulations de contrdles sains étaient scorés en aveugle du
diagnostic par plusieurs échographistes. Le kappa intra-observateur était de 0,72 et inter-
observateur de 0,57 pour le score semi-quantitatif (0-3) [70]. Cet outil a déja été utilisé pour

¢valuer les effets de la cryothérapie dans des études préliminaires (§IIC. ci-apres).

C. Effets de la cryothérapie sur I’hypersignal Doppler intra-articulaire.

Chez 13 patients PR, I’application de poches de glaces sur des poignets synovitiques pendant
20 minutes faisait baisser 1’activité Doppler juste apreés I’application selon un score semi-
quantitatif de 0 & 3 chez 7 patients sur 13 [71]. L’application d’un gel réfrigéré pendant 20

minutes sur les poignets de 25 patients PR faisait baisser significativement le nombre de
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pixels d’activit¢ Doppler juste apreés 1’application et encore 5 minutes apres celle-ci [72].
L’application de glace ou I’immersion en eau glacée faisait également baisser 1égérement
mais significativement le nombre de pixels sur 29 poignets de patients PR [73]. Dans une
autre étude, au contraire, I’application d’air froid a -30°C pendant 3 minutes augmentait
significativement le nombre de pixels Doppler 5 et 10 minutes apres 1’application [72]. Ceci
suggere que la cryothérapie gazeuse pourrait avoir un effet pro-inflammatoire transitoire,
possiblement li¢ a une vasodilatation réactionnelle a I’effet vaso-constricteur initial. Les
résultats de I’étude CDRI ont montré que la cryothérapie locale par glace (30 minutes) ou
CO2 hyperbare (2 minutes) appliquée deux fois sur 24 heures sur des genoux arthritiques
permettait une diminution significative du score Doppler et de ’EVA douleur [74] (Article 2.
Page 113). Les effets de la cryothérapie locale sur I’hypersignal Doppler, reflet de
I’inflammation synoviale, restent cependant a confirmer sur des séries plus importantes et sur
des durées d’observation plus longues. L’hypersignal Doppler est ainsi un bon reflet de
I’inflammation synoviale, et pourrait étre un outil indirect pour visualiser les effets anti-
inflammatoires synoviaux de la cryothérapie. Cependant, les effets de la cryothérapie sur
I’inflammation biologique intra-articulaire n’ont jamais été €étudiés. Les données existantes
sur les effets anti-inflammatoires de 1’hypothermie tissulaire modérée permettent toutefois

d’émettre certaines hypothéses mécanistiques.

D. Mécanismes anti-inflammatoires biologiques de I’hypothermie tissulaire.

En effet, il a été¢ montré dans la polyarthrite rhumatoide que I’application de glace pendant 30
minutes sur un genou arthritique permettait de réduire la température intra-articulaire a 30°C
pendant 2 heures [75], ce qui correspond a la définition de ’hypothermie tissulaire modérée.
Par analogie avec cette derniére, la cryothérapie locale pourrait ainsi inhiber des molécules-
clés de I’inflammation synoviale, par blocage de la voie de transduction intra-cellulaire NF-

kB (impliquée dans la régulation de la transcription des génes codant pour les cytokines pro-
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inflammatoires) et en inhibant le métabolisme d’enzymes telles que la cyclo-oxygénase 2
(COX-2), comme cela avait ét¢ montré dans un modele de culture d’une lignée de cellules
endothéliales humaines (HUVEC) [34]. In vitro, dans un mod¢le de culture de fibroblastes de
patients PR, I’hypothermie tissulaire modérée induisait une diminution significative du
métabolisme enzymatique des collagénases a 33°C versus 37°C [33]. De méme, dans un
modele de culture d’une lignée de cellules rétiniennes, la culture a 34°C induisait une
diminution significative de 1’expression de Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
facteur de croissance impliqué dans la néoangiogénése synoviale de la PR [76]. Dans un
modele de culture d’une lignée de cellules gliales stimulées par du LPS, I’hypothermie a 33°C
inhibait significativement les synthéses d’IL-6 et de NO [77]. Ces données in vitro
parcellaires ne permettent que d’émettre des hypothéses sur les mécanismes moléculaires
potentiellement impliqués dans 1’effet anti-inflammatoire de la cryothérapie, par analogie
avec I’hypothermie tissulaire modérée. Des études in vivo sur des modéles murins d’arthrite
pourraient permettre de mieux préciser ces mécanismes. Cependant, il n’existe actuellement
que peu de données sur les effets cliniques et biologiques de la cryothérapie dans les modeles

animaux d’arthrite.

E. Données sur la cryothérapie dans les modeles animaux d’arthrite.

Dans une étude récente, dans le modele d’arthrite a 1’adjuvant (AIA) mono-articulaire,
I’exposition au froid (température ambiante de 10°C une heure par jour pendant deux
semaines) augmentait la nociception TRPA-1 dépendante et le flux sanguin intra-articulaire
par comparaison aux rats maintenus a la température habituelle de la piece (22-23°C) [78].
Concernant la cryothérapie proprement dite, dans D’arthrite au zymosan chez le lapin,
I’application de glace permettait une diminution non significative de I’infiltrat cellulaire et de
I’hyperplasie synoviaux aux pattes arrieres [79]. La cryothérapie corps entier augmentait les

taux circulants d’histamine dans le mod¢le d’arthrite a I’adjuvant [80].
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III-  OBJECTIFS.

L’objectif de ce travail est d’évaluer et de quantifier les effets thérapeutiques et anti-

inflammatoires de la cryothérapie locale dans les thumatismes inflammatoires.

Dans un premier temps, nous avons étudié les effets a court terme de la cryothérapie locale
(deux applications sur 24h) chez I’homme. Les critéres d’évaluation principaux ¢&taient
I’évolution du score Doppler semi-quantitatif synovial (¢tude CDRI — Article 2. §XIIA. —
page 113) et des taux intra-articulaires d’interleukine 6 (IL-6) (Etude ALGGAR — Abstract
et poster EULAR 2016. §XIIB. — page 156, dernicres inclusions de patients en cours, futur

Article 4.).

Nous avons également étudié in vitro les effets d’une 1’hypothermie tissulaire modérée
ponctuelle (30°C pendant 2 heures) sur les taux de cytokines pro-inflammatoires dans un

modele de culture de rotules de rats arthritiques (AIA).

Nous avons enfin mesuré in vivo les effets d’une cryothérapie locale appliquée de manicre
chronique (deux fois par jour pendant 14 jours [22]) sur I’évolution clinique de I’arthrite et sur
les taux locaux et systémiques de cytokines pro-inflammatoires dans le modéle murin

d’arthrite a ’adjuvant (AIA) — (Article 3. §XIIA. — page 120, révision en cours).

Chez I’homme et chez le rat, nous avons par ailleurs comparé deux techniques (glace versus

gaz froid) afin d’essayer de définir la modalité d’application optimale.
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IV-  EFFETS DE DEUX APPLICATIONS LOCALES DE FROID SUR L’ACTIVITE
DOPPLER SYNOVIALE DANS L’ARTHRITE DE GENOU (Etude CDRI -

Article 2. §XIIA. — page 113).

Chez I’homme, nous avons évalué 1’effet de deux applications de froid (glace ou CO2 puls¢)
espacées de 8 heures sur I’hypersignal Doppler, la douleur et les taux de cytokines intra-

articulaires.

A. Patients et Méthodes.

1. Inclusions.

L’¢étude CDRI (Cryothérapie et Doppler dans les Rhumatismes Inflammatoires) est une étude
interventionnelle dans laquelle des patients avec arthrite de genou étaient randomisés pour
recevoir deux applications de froid espacées de 8 heures selon une technique tirée au sort :
pack froid (Thermogel® - Artsana, Asnieres, France) pendant 30 minutes versus CO2 pulsé a
-78°C et 50 bars (Cryo+® - Cryonic, Salins-les-bains, France) a -74°C pendant 2 minutes

(Fig. 2.).
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Figure 2. Schéma de I’étude CDRI et de I’étude ancillaire ALGGAR

Fig. 2a. Etude randomisée CDRI (Critére principal : score Doppler)
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Fig. 2b. Etude ancillaire ALGGAR (extension du groupe Glace pour évaluation des taux
intra-articulaires d’I1L-6)
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Les patients inclus étaient agés de 18 a 85 ans, hospitalisés dans le service de rhumatologie du
CHRU de Besangon pour arthrite de genou non septique (polyarthrite rhumatoide selon les
critetres ACR, spondyloarthrite selon les critéres ASAS, goutte ou chondrocalcinose
documentées par la mise en évidence de microcristaux sur I’examen microscopique du liquide
articulaire), et un consentement éclairé avait été recueilli. Les patients n’avaient pas recu de
biothérapie ni de DMARD dans les 6 mois précédant I’inclusion. Les patients n’avaient pas
recu de traitement par cryothérapie locale dans le mois précédant I’inclusion. Les patients ne
présentaient par ailleurs pas de contre-indication a la cryothérapie locale (mauvais état cutané

ou trouble sensitif sur la zone d’application, vascularite, allergie ou urticaire au froid,
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syndrome de Raynaud, hémoglobinurie paroxystique a frigore, drépanocytose, diabéte
déséquilibré, hypertension artérielle ou trouble du rythme décompensé). Le protocole CDRI a
été¢ accepté par le CPP Est-II le 6 septembre 2012 (numéro 12/664) et enregistré sur

clinicaltrials.gov (NCT02573298).

2. Design et criteres recueillis.

Apres inclusion des patients et recueil des données cliniques et biologiques initiales, ils
¢taient randomisés dans un des deux bras de traitement (glace ou CO2 appliqué deux fois).
Une premiere échographie était réalisée a 9H00 pour vérifier la présence d’un épanchement
intra-articulaire et d’au moins un point d’hypersignal Doppler sur le genou arthritique étudié.
Le liquide articulaire était ensuite ponctionné pour analyse bactériologique, cytologique et
une recherche de microcristaux. Une partie du liquide articulaire était également utilisée pour
doser les cytokines intra-articulaires (IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-17, VEGF par cytométrie).
L’échographie était ensuite recontrolée 2 minutes puis deux heures aprés la premiere
application de froid. Une deuxiéme application de froid, selon la modalité tirée au sort
initialement, était réalisée a 17HO00, aprés une cinquieme échographie, a huit heures de la
premiére application. L’échographie était ensuite renouvelée apres cette seconde application
de froid, puis le lendemain a 9HOO (24 heures aprés 1’échographie initiale). Le design de
I’étude CDRI est résumé dans la Fig. 2a. (page. 22.). A chaque échographie, outre les scores
semi-quantitatifs Doppler et de synovite (Table 1.), la température cutanée en regard de la
zone d’application et ’EVA douleur étaient recueillies. La température de la piece était
mesurée, avant ’installation des patients (initialement, & deux heures, a huit heures et a 24
heures). Les températures cutanée et ambiante étaient mesurées a 1’aide d’'un méme
thermometre (sonde MLT409/A® Skin Temperature Probe, transducteur ML309 Thermistor

Pod® - ADInstruments).
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Le liquide articulaire était par ailleurs ponctionné aprés la premiére échographie (juste avant
la premiére application de froid). Le lendemain, aprés la derniére échographie, le liquide
articulaire était également ponctionné et une injection intra-articulaire de corticoide
(Triamcinolone - HEXATRIONE®) pouvait étre réalisée dans le méme temps en cas de
persistance des douleurs, les derniers critéres d’évaluation ayant alors été recueillis. En cas de
biarthrite de genoux, le genou controlatéral non traité par cryothérapie était également utilisé
comme contrdle pour 1’étude du liquide articulaire. Le liquide articulaire prélevé était envoyé
au laboratoire pour examen bactériologique, cytologique, recherche de microcristaux. Une
partie était également envoyée a I’EFS de Bourgogne-Franche-Comté pour constitution d’une
banque de liquide articulaire et en vue du dosage des cytokines intra-articulaires avant / aprés

cryothérapie (cF étude ALGGAR décrite dans le §V.).

3. Réalisation et interprétation des échographies.

Concernant les échographies, les patients ne prenaient pas de café ni traitement vaso-actif
(anti-hypertenseurs, anti-migraineux) avant les examens [81]. Les traitements par AINS,
corticoides, AINS et colchicine étaient interrompus au moins 24 heures avant I’inclusion et

durant les 24 heures de 1’étude.

Les échographies ¢étaient réalisées sur le genou arthritique évalué et sur le genou controlatéral
non traité, en décubitus dorsal et au repos. Tous les examens étaient réalisés par le méme
échographiste entrainé, titulaire du DIU ECRIN (XG). Les culs-de sac para-patellaire externe
et supra-patellaire [61,82,83] étaient explorés dans les plans longitudinal et transversal [84] et
la zone d’hypersignal Doppler maximal était choisie pour la mesure [60,70,85].
L’emplacement de la sonde était ensuite marqué afin que les examens suivants soient réalisés
sur la méme coupe. La pression exercée sur la sonde €tait minimisée et une importante

quantit¢ de gel était appliquée. La focale était placée a la limite os-tissu synovial.

25



L’hypersignal Doppler était évalué en diastole. L’appareil utilisé pour tous les patients était
un MylabFive® (Esaote). Les réglages en mode B (Fréquence 4-13 MHz, gain 61%, PRF 750
Hz) et en mode Doppler puissance (Fréquence Doppler 6,3 MHz, gain 56%) étaient les
mémes pour tous les patients inclus. La fenétre Doppler était élargie jusqu’au sommet de

I’image. Le gain Doppler était réglé au seuil de disparition du bruit de fond.

Le score semi-quantitatif (0-3) proposé par Szkudlarek et al. pour 1’évaluation des synovites
et de I’hypersignal Doppler [63] (Table 1.) était déterminé sur la coupe choisie et a chacun

des temps de mesure de 1’étude.

A chaque temps de 1’étude, le genou controlatéral non traité était évalué¢ en échographie pour

les scores Doppler et de synovite (groupe contrdle apparié).

Les images échographiques étaient stockées puis relues en aveugle du diagnostic, du temps
d’étude, du traitement par le premier échographiste et par un deuxieme échographiste
¢galement titulaire du DIU ECRIN (CP). En cas de désaccord, les images étaient ensuite
revues de fagon collégiale afin d’obtenir un consensus sur les scores Doppler et de synovite.
Les coefficients kappa de Cohen ont ¢été calculés pour la reproductibilité intra- (kappa=0,85)
et inter-observateur (kappa=0,65) et se rapprochaient des valeurs rapportées dans la littérature

cF. §IIB.).

4. Analyses statistiques.

L’effectif nécessaire pour montrer une diminution d’un point sur le score semi-quantitatif de
Szkudlarek avec une puissance de 95% a été calculé a partir des données d’un article [71]. Ce
nombre nécessaire de patients était de 9,07 soit 10 patients nécessaires et suffisants dans
chacun des groupes traités par glace et CO2 pour montrer une variation d’un point sur le score
Doppler semi-quantitatif. Devant la bonne faisabilit¢ de I’étude, il a ensuite été décidé

d’inclure 15 patients par groupe pour totaliser 30 patients avec arthrite de genou afin de
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disposer de groupes plus conséquents pour les dosages de cytokines intra-articulaires (cF.
§V.). Les valeurs moyennes du score Doppler, de ’EVA douleur, de la température cutanée,
des taux de leucocytes et de polynucléaires neutrophiles dans le liquide synovial ont été
comparées avant / apres application de froid par des tests de Wilcoxon sur séries appariées
(distribution non normale des données pour la variable « score Doppler », apres vérification
par le test de Shapiro-Wilk). Les variables quantitatives étaient comparées entre les groupes
Glace et CO2 en utilisant des tests de Mann-Whitney. Par ailleurs, les genoux controlatéraux
non traités ont été utilisés pour calculer un effet taille de la baisse du score Doppler semi-
quantitatif & chacun des temps d’évaluation (Différence avec intervalle de confiance a 95%,
calculées a partir des scores Doppler médians et des écarts interquartiles d’aprés la méthode
proposée dans [86], compte tenu de la distribution non normale de la variable « score
Doppler » (0-3)). Concernant la comparaison des variables qualitatives entre les deux groupes
(Glace et CO2), des tests du Chi-2 étaient utilisés (avec correction de Yates ou tests de Fisher
en cas d’effectifs calculés insuffisants). Les tests étaient de formulation bilatérale, et le risque
o de premiere espece fixé a 5%. Par ailleurs, des tests de corrélation de Pearson ou de
Spearman (selon les conditions d’application) ont été réalisés entre les différentes variables
quantitatives étudiées. L’évolution globale de la température cutanée, de I’EVA douleur, du
score Doppler semi-quantitatif ont par ailleurs été comparées sur I’ensemble des temps de
mesure entre les groupes glace et CO2 en utilisant la technique de 2-way ANOVA sur
mesures répétées avec application de la correction de Bonferroni. Une analyse univariée a été
réalisée pour rechercher les parameétres associés a la baisse de 1’hypersignal Doppler et de
I’EVA douleur (variables dichotomisées). Pour les variables qualitatives, des odds-ratios avec
intervalles de confiance a 95% étaient calculés. Pour les variables quantitatives, des tests t ou
de Wilcoxon étaient réalisés (selon les conditions d’application). Les parametres associé€s aux

variations de ’EVA douleur et de I’hypersignal Doppler en univarié¢ (p<0.3), les parametres
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associés a ces variations dans la littérature, les facteurs de confusion et d’interaction éventuels
(évalués par techniques du chi-2 de Mantel-Haenszel et d’interaction) étaient ensuite inclus
dans une analyse multivariée par régression logistique avec sélection du meilleur modele par
le test du maximum de vraisemblance. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant

les logiciels R et Graphpad®.
B. Résultats.
1. Caractéristiques des patients.

Trente patients ont été inclus au 16/03/2015 (15 dans le groupe CO2, 22 dans le groupe

glace). Leurs caractéristiques sont résumées dans la Table 2.

Table 2. Caractéristiques des 30 patients inclus dans
I’étude CDRI

Moyenne/pourcent | Glace+CO2 (n=30) P (Glace versus
age+/-1C 95% C02)

Age (années) 56,8 [49,5-64,1] 65,5[55,5-75,4] 48,2 [38,5-57,9] P<0,01**
(Wilcoxon)
Sexe F:9-M: 21 F:4-M:11 F:5-M:10 P=1 (Fisher)
BMI (kg/m2) 25,6 [23,7-27,3] 26,4[23,2-29,6] 24,8[22,3-27,3] P=0,5 (Wilcoxon)
N=29 N=14 N=15
Diagnostic Goutte (14) CCA(7) Goutte(6) CCA(6) Goutte(8) CCA(1) P=0,13(chi-2)-
PR (4) SPA (5) PR (2) SPA (1) PR (2) SPA (4) Microcristallin OUI
/ NON: p=0,43
(Fisher)
VS (mm) 65,1[53,2-77] 64,5[40,9-88,1] 57,4[37,9-77] P=0,6 (Wilcoxon)
N=21 N=8 N=13
CRP (mg/L) 104,7[76,9-132,4] 121[75,8-166,2] 88,3[52,3-124,4] P=0,3 (Wilcoxon)

Les caractéristiques cliniques de départ ne différaient pas significativement entre les deux
groupes de traitement a 1’exception de 1’age. Aucun effet indésirable ni sortie d’étude n’a été

a déplorer.
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2. Les deux techniques de cryothérapie réduisaient 'EVA

douleur a tous temps d’évaluation (Fig. 3.).

L’EVA douleur moyenne (0-10) diminuait aprés application de froid aux différents temps
d’application comparativement a la valeur moyenne initiale avec une différence restant
significative a H24. Juste apres la premiere application de froid, 'EVA passait de 5,67+1,62
(IC95%) a 4,53 £ 1,25 dans le groupe Glace (n=15 ; p=0,031) et de 5,63 +1,43 a 2,17 +/- 1,25
dans le groupe CO2 (n=15 ; p<0,01). Ces différences restaient significatives a 2 minutes de la
premigére application (4,23 £ 1,28 et 1,83 + 1,3 ; p=0,026 et p<0,01 dans les groupes Glace et
CO2 respectivement), a deux heures dans le groupe CO2 (2,81 + 1,64 — n=13 ; p=0,012) mais
pas dans le groupe glace (3,82 = 1,38 — n=14 ; p=0,07), a 8 heures de la premiére application
(avant la deuxiéme application : Glace 3,23 £ 1,48 — CO2 3 + 1,35 ; p=0,035 et p<0,01
respectivement) et a 24 heures de la premiére application (soit aprés deux applications
espacées de 8 heures : Glace 2,83 £1,19 - CO2 3,13 £ 1,19 ; p<0,01 dans les deux groupes de
15 patients). L’EVA douleur ne diminuait en revanche pas significativement avant/apres la

deuxiéme application de froid (p=0,37 et p=0,18 respectivement).
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Figure 3. Evolution de I'EVA douleur sur 24 heures dans les
deux groupes de traitement.

8- 2-way ANOVA: NS

-o- Glace (n=15)
- CO2 (n=15)

EVA douleur (0-10 ; moyenne+/- IC 95%)

Temps par rapport a la premiére aplication

Moyennes * IC 95%. Les deux courbes ont été comparées par 2-way ANOVA avec corrections de
Bonferroni. NS : différence non significative.

3. Les deux techniques de cryothérapie réduisaient I’hypersignal

Doppler a tous les temps d’évaluation (Fig. 4a.).

Le score Doppler moyen et médian sur les genoux traités par cryothérapie était
significativement réduit aprés application de froid, comparativement a la valeur initiale, aux

différents temps d’analyse, avec une différence restant significative a H24.

Le score Doppler était ainsi plus faible juste apres la premicre application de froid (Glace :
n=15; p<0,01 ; CO2: n=15; p<0,01), deux minutes apres celle-ci (Glace : p<0,01 ; CO2 :
p<0,01), deux heures apres (Glace : n=14 ; p=0,01 ; CO2 : n=13 ; p=0,047), huit heure apres
(avant la deuxiéme application de glace (Glace : p<0,01 ; CO2: p<0,01)) et le lendemain
matin, a 24 heures de la premicere application soit apres deux applications espacées de 8

heures (Glace : n=15; p<0,01; CO2: n=15; p=0,015). La deuxieéme application de froid
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permettait également une diminution significative du score Doppler (H8 avant/apres

application) dans le groupe CO2 (p<0,01) mais pas dans le groupe glace (p=0,15).

Fig. 4a. Evolution du score Doppler sur 24 heures
dans les deux groupes de traitement

Evolution du score Doppler
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- CO2 (n=15)
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Temps par rapport a la premiére application

Score Doppler (0-3 ; médianes+/- écarts interquartiles)

Médianes + écarts interquartiles. Les deux courbes ont été comparées par 2-way
ANOVA avec corrections de Bonferroni. NS: difféerence non significative.

4. L’évolution globale sur 24h de la douleur et de I’hypersignal
Doppler sur les genoux traités était globalement identique entre les

deux technique de cryothérapie.

L’¢évolution globale de ’EV A douleur (Fig. 3.) et du score Doppler sur les genoux traités
(Fig. 4a.) aux différents d’étude a été¢ comparée entre les deux groupes de traitement (2-way
ANOVA sur mesures répétées avec correction de Bonferroni). Il n’avait pas de différence
significative pour I’EVA douleur ni le score Doppler (ni globale ni a aucun des temps

d’étude) entre les patients traités par glace et CO2 pulsé.
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5. L’hypersignal Doppler ne variait pas significativement au cours

du temps sur les genoux controlatéraux non traités (Fig. 4b.).

Le score Doppler était mesuré également sur les genoux controlatéraux arthritiques non traités
aux différents temps d’évaluation (groupe contrdle, n=21). Ce score ne variait

significativement a aucun des temps d’étude ni dans aucun des deux groupes de traitement.

Fig. 4b. Evolution du score Doppler sur 24 heures dans les deux
groupes de traitement. (genoux controlatéraux non traités)
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6. La glace montrait un effet taille (versus genoux arthritiques
controlatéraux non traités) sur le score Doppler plus constant sur 24

heures comparativement au CO2 pulsé¢ (Table 3.).

En considérant les effets taille inter-classes (versus genoux arthritiques controlatéraux non
traités) sur le score Doppler, la glace induisait une diminution significative de I’hypersignal
Doppler tout au long des 24 heures de 1’étude, ce qui n’¢était pas le cas pour le CO2. A H24
toutefois, apres deux applications, les deux techniques montraient un effet persistant et

significatif sur I’hypersignal Doppler (Table 3. et_Article 2. §XIIA. — page 113).

Table 3. Effets taille inter-classes de la cryothérapie locale sur le score Doppler sur 24 heures.

Comparaison au score  Glace CO2 Global (Glace+CO2)
initial

Aprés cryothérapie 1 -0.73 [-1.1;-0.36] -0.51 [-0.99;-0.03] -1[-1.33;-0.67]

2 minutes -0.73 [-1.02;-0.44] -0.25 [-0.73;0.23] -0.48 [-0.81;-0.15]

2 heures -0.96 [-1.35;-0.57] -0.02 [-0.5;0.46] -0.24 [-0.58;0.1]

8 heures -0.73 [-1.08;-0.38] -0.47 [-0.97;0.03] -0.48 [-0.83;-0.13]
Aprés cryothérapie 2 -0.73 [-1.06;-0.4] -0.93 [-1.38;-0.48] -0.48 [-0.81;-0.15]

24 heures -0.73 [-1.06;-0.4] -0.7 [-1.18;-0.22] -1 [-1.23;-0.77]
Avant/aprés chaque Glace CO2 Global (Glace+CO2)
application de froid

Cryothérapie 1 (9H00) -0.73 [-1.1;-0.36] -0.51 [-0.99;-0.03] -1[-1.33;-0.67]
Cryothérapie 2 (17H00) 0 [-0.44;0.44] -0.47 [-0.94;0] 0[-0.35;0.35]

A chacun des temps d’évaluation (juste apres la premiére application de froid, 2 minutes apres, 2 heures apres, 8 heures apres, 24
heures apres), la différence entre la diminution médiane du score Doppler par rapport a la valeur initiale dans chaque groupe de
traitement (glace: n=15, CO2: n=15, global: n=30) et la diminution médiane dans les genoux arthritiques controlatéraux non traités
correspondants (glace: n=11, CO2: n=10, global: n=21) était mesurée pour calculer des effets tailles inter-classes. Ces effets tailles
étaient également calculés juste aprés versus juste avant chacune des deux applications de froid (Cryothérapie 1 et 2). Les scores
Doppler manquaient pour 3 patients a deux heures de la premiére application de froid (glace: n=14 — genoux controlatéraux: n=10;

CO2: n=13 — genoux contralatéraux: n=10). Les résultats sont présentés sous forme de différences pondérées + 1C95%.
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7. Température cutanée moyenne.

La température cutanée moyenne globale ne différait pas significativement entre les patients
traités par CO2 et glace sur I’ensemble des temps de mesure (2-way ANOVA sur mesures
répétées avec corrections de Bonferroni). Cependant, la température cutanée était
significativement plus basse juste aprés chacune des applications de froid chez les patients

traités par glace (p<0,001 — Fig. 5.).

Figure 5. Evolution de la température cutanée
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Moyennes *IC 95%. Les deux courbes ont été comparées par 2-way ANOVA avec corrections de Bonferroni.
NS : différence non significative.
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8. Température cutanée minimale et température ambiante.

Nous avons également noté les températures cutanées minimales atteintes durant chacune des
applications de froid (glace durant les 30 minutes d’application ou CO2 au cours des 2
minutes d’application). La température cutanée minimale moyenne induite par 1’application
de CO2 pulsé était significativement plus basse que celle induite par I’application de glace

aux deux temps d’application (6,2 = 1,99°C (IC 95%) versus 13,6 + 3,34°C; p=0,0016
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(Wilcoxon, n=15) a la premicre application et 5,6 = 1,38°C versus 13,77 + 2,77°C;
p=0,00008). La température ambiante moyenne ne différait a aucun temps de mesure entre les
groupes traités par glace et par CO2. La température moyenne de la piece ne variait pas non
plus significativement entre les deux mesures réalisées a HO et H24 pour I’ensemble des

patients.

9. Les taux de leucocytes et de polynucléaires neutrophiles dans
le liquide articulaire ne variaient pas significativement aprés

deux applications de froid.

Les taux de leucocytes et de polynucléaires neutrophiles dans le liquide synovial ponctionné
avant la premicre application de froid puis & H24 tendaient a diminuer de maniére non
significative dans les deux groupes de traitement (Global : 16 850/mm’ versus 23400/mm’,
n=14, p=0,36 - Glace : 16780 versus 24936, n=8, p=0,38 - CO2 : 16967 versus 21864, n=6 ,

p=0,84 ; Wilcoxon sur séries appariées).

10. La variation du score Doppler était corrélée au pourcentage

de variation de I’EV A douleur sur 24 heures.

En regroupant les données des deux groupes de traitement (n=30), il existait une corrélation
positive entre la variation du score Doppler (HO — H24) et le pourcentage de variation de

I’EVA douleur (HO — H24) : r=0,44 ; p=0,015 (Pearson).
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11. En analyse multivariée, la baisse de ’EVA douleur de 3
points sur 24 heures était positivement associée a I’utilisation de

glace et négativement associée au sexe masculin.

Les facteurs associés a une baisse de ’EVA douleur sur 24 heures (de 3 points d’EVA ou de
40%) ont été recherchés en analyse uni- puis multivariée par régression logistique. Les

résultats sont résumés dans la Table 4.

Table 4. Facteurs associés a une baisse
de ’EVA a H24

Sexe 0,056 [0,001-0,56] P=0,004** Baisse de Sexe 0.011 [0.001 - 0.103] 0,043*
(Fisher) I'EVA de 3 masculin
points
Pathologie 0,32 [0,04-2,02] P=0,236 Volume 1.17 [1.083 — 1.27] 0,057
microcristalline (Fisher) ponction
Oui/Non
Glace 51.42 [6.96 — 379.94] 0,049*
BMI 26,48 P=0,26
VEersus (Wilcoxon) Baisse de
24,43 kg/m2 I'EVA de 40%
Variation score 0,28 versus  P=0,24 fredianc)
Doppler (%) 0,46 % {Wilcoxon) Sexe 0.017 [0.002 - 0.121]  0,039"
Volume ponction 16 versus P=0,303 TTEZEELIT
articulaire 18,43 mL (Wilcoxon) BMI 0.77 [0.67 - 0.89] 0,059
Technique de 2,89 [0,54-17,26] P=0,27
cryothérapie=Glace (Fisher) Baisse 13.33 [3.78 - 47) 0,04
score
Doppler

Analyse univariée: odds ratios avec IC 95% (variables qualitatives) - tests t ou de Wilcoxon (variables quantitatives). Analyse multivariée
par régression logistique. *p<0,05 ; *p<0,01 ; **p<0,001.

Les facteurs associés a une baisse de 3 points de ’EVA sur 24 heures étaient 1’utilisation de
glace et le fait de ne pas étre de sexe masculin. Le volume de la premiére ponction articulaire

était plus faiblement associé a cette baisse de I’EV A sans atteindre la significativité.
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Les facteurs associés a une baisse de 40% de ’EVA douleur sur 24 heures étaient la baisse du
score Doppler sur 24 heures, le sexe (non masculin). Le BMI était inversement corrélé a la

baisse de 40% de I’EVA douleur mais sans atteindre la significativité.

12. En analyse multivariée, la baisse du score Doppler était
positivement associée a une baisse de ’EVA douleur de 40%

sur 24 heures (Table 5.).

Table 5. Facteurs associés a une baisse du
score Doppler (OUI/NON) a H24

Analyse univariée Analyse multivariée
e Pl Baissedu Baisse  5.87[248-13.87] 0,04°
de 40% a H24 (Fisher) score de 'EVA
Baisse maximale 227 P=0,149 3‘2’2"'&’3 ﬂ;j"%a
de température versus (Wilcoxon)
induite parla -19,7°C
premiére
application de
froid
Variation T°C +0,22vs- P=0,298
piéce entre HO et 0,27°C (test t)

H24

Analyse univariee: odds ratios avec IC 95% (variables qualitatives) - tests t ou de Wilcoxon (variables quantitatives). Analyse multivariee
par régression logistique. *p<0,05 ; **p<0,01 ; **p<0,001.

C. Discussion.

En résumé, les deux techniques de cryothérapie locale (Glace et CO2 pulsé) appliquées deux
fois a huit heures d’intervalle sur 30 genoux arthritiques permettaient une baisse significative
de PEVA douleur et du score Doppler, persistant a 24 heures de la premiere application. La

baisse de I’hypersignal Doppler était par ailleurs significativement corrélée au pourcentage de
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baisse de I’EVA douleur. Cette efficacité clinique était en outre associée a une trés bonne
tolérance (pas d’effet indésirable ni sortie d’étude). Sur les 24 heures de 1’étude, nous n’avons
pas mis en évidence de différence significative globalement ni aux différents temps d’analyse
entre D’application de glace et de CO2 pulsé sur des genoux arthritiques concernant
I’évolution de I’EVA douleur et de I’hypersignal Doppler. En analyse multivariée toutefois,
I’utilisation de glace était associée de maniére indépendante a une diminution de 3 points de
I’EVA douleur a 24 heures. D’autre part, en considérant les genoux arthritiques
controlatéraux non traités, la glace montrait un effet taille sur 1’hypersignal Doppler plus

constamment significatif sur 24 heures.

Pendant les 24 heures de 1’étude, les patients ne recevaient pas d’autre traitement anti-
inflammatoire (AINS, corticoides, colchicine) susceptible d’influencer 1’évolution de ’EVA
douleur et de I’hypersignal Doppler. Une ponction articulaire était cependant réalisée avant la
premicre application de froid, avec un potentiel effet antalgique propre (la deuxieéme ponction
¢tant réalisée apres le recueil des derniers scores Doppler et EVA douleurs). Toutefois, P"EVA
douleur et le score Doppler diminuaient également, quoique de maniére moins marquée, apres
la deuxiéme application de froid, en 1’absence de ponction : Le score Doppler diminuait alors
significativement dans le groupe CO2 uniquement et 'EVA douleur diminuait de maniere
quasi-significative en poolant les données des deux groupes (p=0,058 ; Wilcoxon). Apres la
ponction suivie de la premiere application de froid, ’EVA et les score Doppler se maintenant
ensuite a des niveaux inférieurs aux valeurs initiales, ce qui pourrait également expliquer un
différentiel moins important sur ces deux critéres apres la deuxiéme application de froid.
D’autre part, en analyse multivariée, le volume de liquide articulaire ponctionné n’avait
qu’une influence faible et non significative sur la baisse de ’EVA douleur a H24, sans effet
retrouvé sur I’évolution du score Doppler, contrairement a 1’utilisation de glace par exemple,

qui était fortement et indépendamment corrélée a une baisse de 3 points d’EVA sur 24 heures.
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La ponction articulaire ne semble donc pas avoir été un facteur confondant majeur pour

I’interprétation des effets de la cryothérapie sur ’EVA douleur et le score Doppler.

A noter que les mesures de I’EVA douleur, du score Doppler et de la température
cutanée/ambiante n’ont pas été réalisées a deux heures de la premiere application de froid
dans 3 cas (2 traités par CO2 et un dans le groupe glace) pour limiter les transferts chez des
patients particulierement algiques ou difficilement mobilisables, ce qui pourrait avoir réduit la

précision des estimations a ce temps d’évaluation.

Pour I’évaluation du score Doppler, nous nous sommes limités a I’évaluation des culs-de-sac
supra-patellaires interne et externe en coupe longitudinale et transversale en choisissant la
coupe montrant I’hypersignal maximal (score 0-3) pour chaque articulation et a chaque temps
d’évaluation. Nous n’avons donc pas calculé la somme des scores sur les quatre sites de
mesure possibles au genou, contrairement a d’autres auteurs [61,65,83,87]. Outre un gain de
temps important compte tenu des mesures répétées, ce score Doppler global de zéro a trois par
genou s’est révélé étre suffisamment sensible au changement induit par le traitement et corrélé
a I’évolution clinique (pourcentage de variation de ’EVA douleur). Notons d’ailleurs que
dans les études additionnant les scores Doppler (0-3) de 4 sites différents pour chaque genou
arthritique (score global de 0 a 12), le score Doppler moyen (0-3) était plus important dans les
culs-de-sac supra-patellaires latéral puis médial par comparaison aux scores observés en
supra- et infra-patellaire [65]. Les culs-de-sac supra-patellaires interne et externe pourraient
donc avoir une meilleure sensibilité que les récessus supra/infra-patellaires pour détecter
I’inflammation synoviale dans les rhumatismes inflammatoires en poussée. D’autres auteurs
se bornaient par ailleurs également a 1’étude de ces deux sites pour évaluer le score Doppler

sur des genoux arthritiques [62,85].
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Le score Doppler reste toutefois moins bien validé pour les genoux comparé aux petites
articulations (poignets, MCP) en raison d’une difficulté & explorer ’ensemble de la cavité
articulaire en échographie et de I’absence de gold standard (pas de score d’inflammation IRM
validé contrairement aux petites articulations). Nous réalisons d’ailleurs en parallele dans
CDRI une étude comparée des effets de la glace et du CO2 pulsé sur I’hypersignal Doppler de

poignets arthritiques (4 patients inclus sur 20 prévus — Fig. 2a. page 22).

L’ensemble des examens échographiques étaient réalisés par le méme opérateur (XG) avec
enregistrement des images et relecture par un deuxieéme échographiste en aveugle du premier
scoring, du temps d’évaluation et du bras de traitement. En cas de discordance, les images
¢taient revues de manicre collégiale avec recherche d’un consensus sur le score Doppler. Ceci
assure la bonne validité interne et externe des résultats du scoring Doppler. Les coefficients
kappa intra- et inter-observateur obtenus étaient en outre dans les gammes de valeurs
rapportées dans la littérature pour I’examen échographique des grosses articulations

[69,70,84,88].

L’étude CDRI était initialement une étude de faisabilité qui a permis d’objectiver un effet
significatif de la cryothérapie locale sur la douleur et I’inflammation Doppler intra-articulaires
avec une excellente tolérance (pas de sortie d’étude, aucun événement indésirable). Devant
cet excellent rapport bénéfice/risque, 1’objectif initial d’inclusions (dix & onze patients par
groupe de traitement pour montrer une baisse significative du score Doppler) a pu étre
augmenté par étapes en vue de nouveaux objectifs, concernant notamment 1’analyse des effets

anti-inflammatoires de la cryothérapie locale dans le liquide articulaire.

Nous n’avons pas observé de variation significative de la formule leucocytaire du liquide
articulaire prélevé avant / apres les deux applications de froid. Lors de la deuxiéme ponction,

un geste infiltratif était réalisé dans le méme temps, 1’ensemble des critéres d’évaluation ayant
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préalablement ¢ét¢ recueillis a H24 (EVA, score Doppler, température cutanée, liquide
articulaire). Ces prélevements de liquide articulaire nous ont permis d’évaluer 1’évolution des
taux de cytokines intra-articulaires dans les genoux arthritiques traités par cryothérapie et, en
cas de biarthrite, dans les genoux arthritiques controlatéraux non traités par cryothérapie.

Cette analyse a fait I’objet de I’étude ancillaire ALGGAR (§V.).

V- EFFETS DE DEUX APPLICATIONS LOCALES DE FROID SUR LES TAUX
DE CYTOKINES INTRA-ARTICULAIRES (ETUDE ALGGAR - EULAR
2016. §XIIB.- page 156, et futur article 4.).

A. Patients et Méthodes.

Nous avons ensuite prolongé 1’étude CDRI par I’étude ancillaire ALGGAR, visant & mesurer
I’évolution des taux de cytokines intra-articulaires avant / aprés deux applications de froid. Le
critére principal choisi était 1’évolution des taux intra-articulaires d’IL-6. En cas de biarthrite
de genou, le genou arthritique controlatéral non traité par cryothérapie était également
ponctionné a deux reprises (HO et H24) pour constituer un groupe controle apparié (ne
différant des genoux traités que par 1’application de froid). Le design de I’étude ALGGAR est

résumé dans les Fig. 2b. page 23 et Fig. 6.
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Figure
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6. Schéma de I'étude ALGGAR
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Nous avons calculé que le recrutement de 31 patients arthritiques traités par glace (15 issus de
I’é¢tude randomisée CDRI et 16 patients supplémentaires en cours de recrutement dans la
phase d’extension ALGGAR) permettait de mettre en évidence une diminution significative
des taux d’IL-6 intra-articulaires avec une puissance de 95% et au risque o de 5%, en nous
basant sur les valeurs rapportées dans une €tude portant sur I’analyse du liquide articulaire des
genoux de 27 spondyloarthrites avant / apres traitement par anti-TNF-a [89]. Le liquide
articulaire des patients était ponctionné a deux reprises, selon le schéma utilis¢ dans 1’étude
CDRI: premicre ponction avant la premiere application de cryothérapie, a 9h00, puis
deuxiéme ponction le lendemain a 9h00, apres réalisation de la derniére échographie, avec
réalisation d’une infiltration cortisonique dans le méme temps (apres recueil des derniers
critéres d’évaluation). Pour chaque patient, le liquide articulaire était donc recueilli avant et

apres deux applications de froid, et simultanément sur le genou controlatéral non traité en cas
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de biarthrite. Le liquide articulaire était envoyé aux laboratoires de bactériologie et de
biochimie (analyse cytologique et recherche de microcristaux). En plus de ces analyses
standards, le surplus de liquide était envoyé a I’EFS de Bourgogne-Franche-Comté (INSERM
U1098) pour dosage des cytokines (IL-6, IL-17A, TNF-a, IL-1B, VEGF) par technique de
cytométrie en multiplex (CBA® BD biosciences). Les méthodes statistiques utilisées étaient

les mémes que pour 1’étude CDRI.

L’étude ALGGAR a fait I’objet d’un financement dans le cadre de 1’appel a projets Jeune

Chercheur en 2014 (GIRCI-Est - 21324 euros).

B. Résultats.

Les prélevements de liquide articulaire de quarante-trois patients ont été recueillis au
01/11/2016 (15 dans le groupe CO2, 28 sur 31 dans le groupe glace) avec échantillons avant /
apres deux applications de froid. Par ailleurs, le liquide articulaire du genou controlatéral non
trait¢ a été obtenu pour 14 patients (analysé pour 8 d’entre eux, un nouveau dosage de
cytokines dans les échantillons de liquide articulaire étant prévu a la fin des inclusions). Une
analyse intermédiaire des résultats a été réalisée en novembre 2015 (portant sur les liquides

articulaires de 20 patients traités par glace et 15 patients traités par CO2).

1. Les taux de leucocytes et de polynucléaires neutrophiles ne

variaient pas significativement avant / apres cryothérapie locale.

Les taux de leucocytes dans le liquide articulaire ponctionné avant la premicre application de
froid puis 24 heures plus tard, apres deux applications, ne variaient pas significativement chez
les patients traités par cryothérapie (leucocytes: 12 500 + 24 500 (médiane + écart inter-
quartile) versus 8 350 = 27 900 ; n=22 ; p=0.72, polynucléaires neutrophiles (PnN) : 17 140 +
27 578 versus 12 920 + 26 978 ; n=17 ; p=0,74), dans le groupe glace (leucocytes : n=16;

PnN : n=13) ni dans le groupe CO2 (leucocytes : n=6; PnN : n=4). Ces taux de leucocytes ne
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variaient pas non plus au bout de 24 heures dans les genoux controlatéraux non traités (14 900
+ 27 950 versus 13 200 £ 30 775; n=7; p=0,35). L’effet anti-inflammatoire de deux
applications locales de froid ne semblait donc pas étre induit par une réduction de I’infiltrat
cellulaire inflammatoire intra-articulaire chez nos patients. La ponction articulaire réalisée
entre les deux mesures ne semble pas non plus avoir eu d’influence sur la formule cellulaire

dans le liquide articulaire.

2. La cryothérapie locale (deux applications) réduisait les taux

intra-articulaires d’IL-6 (Fig. 7a. page 46).

Les taux intra-articulaires d’IL-6 mesurés par technique Multiplex diminuaient
significativement entre les deux prélevements réalisés a 24 heures d’intervalle, aprés deux
applications de froid (Glace ou CO2 : 758 916 (médiane) + 2 990 131 (€écart inter-quartiles)

versus 164 917 + 1 459 757 pg/mL ; n=34 ; p=0,0003 (test de Wilcoxon sur séries appariées)).

Cette diminution était également significative dans le groupe traité par glace (2 104 000 +
3021 235 versus 181 629 + 1 3444 21pg/mL ; n=20 ; p=0,0014). La diminution n’atteignait
pas la significativité¢ dans le groupe trait¢ par CO2 (193 139 + 2 838 067 versus 71 445 +

2010 272 pg/mL ; n=14 ; p=0,1).

3. Les taux intra-articulaires d’IL-1B diminuaient aprés deux

applications de froid (Fig. 7b. page 46).

Les taux d’IL-1B diminuaient significativement dans le liquide articulaire aprés deux
applications de froid en regroupant les groupes glace et CO2 (18,23 + 41,66 versus 13,68 +
28,15 pg/mL ; n=29 ; p=0,018 (Wilcoxon). Ces taux tendaient également a diminuer dans les
deux groupes de traitement sans atteindre la significativité statistique (Glace : 28,89 + 55,3
versus 20,19 + 48,18 pg/mL ; n=15 ; p=0,08 — CO2 : 10,97 + 30 versus 6,78 + 12,75 pg/mL ;

n=14; p=0,15.

44



4. Les taux de VEGF diminuaient significativement dans le liquide

articulaire aprés deux applications de froid (Fig. 7c. page 46).

Les taux intra-articulaires de VEGF diminuaient significativement aprés deux applications de
froid en additionnant les deux groupes de traitement (1195 + 1396,8 versus 1195 + 1253,7
pg/mL ; n=33 ; p=0,026 (Wilcoxon)) sans atteindre la significativité dans les deux sous-
groupes (Glace : 1673 + 1769,1 versus 1545 + 1854,6 pg/mL ; n=18 ; p=0,19 — CO2 : 791,2 +

984,3 versus 745,7 = 1187,5 ; n=15 ; p=0,068).

5. Les taux de TNF-a tendaient a diminuer dans le liquide

articulaire aprés deux applications de froid (Fig. 7d. page 46).

La diminution des taux de TNF-a avant / aprés deux applications de froid n’atteignait pas la
significativité en regroupant les données des deux groupes (0,07 £ 0,24 versus 0,07 + 0,2
pg/mL ; n=33 ; p=0,15 (Wilcoxon) ni dans le groupe Glace (0,06 = 0,24 versus 0,099 + 0,24
pg/mL ; n=19 ; p=0,86 ). La tendance a la diminution semblait plus marquée dans le groupe

traité par CO2 (0,11 £+ 0,85 versus 0,05 £ 0,21 pg/mL ; n=14 ; p=0,079).

6. Les taux intra-articulaires IL-17A tendaient a diminuer apres

deux applications de froid (Fig. 7e. page 46).

Les taux intra-articulaires d’IL-17A diminuaient de maniere proche de la significativité apres
les deux applications de froid (Deux groupes : 0,09 = 1,344 versus 0,071 + 0,86 pg/mL ;
n=34; p=0,066 (Wilcoxon) — Glace : 0,06 = 0,7 versus 0,023 = 0,39 pg/mL ; n=19 ; p=0,28 —

CO2:0,11£12,23 versus 0,08 £ 12,22 pg/mL ; n=15 ; p=0,12).

Les effets de la cryothérapie locale sur les taux de cytokines intra-articulaires sont résumeés

dans la Fig. 7.
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Figure 7. Evolution des taux intra-articulaires de cytokines aprés
deux applications de froid
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7. Evolution des taux de cytokines dans les genoux arthritiques

controlatéraux non traités par cryothérapie.

Les taux de cytokines ne variaient pas de maniere significative dans le liquide articulaire des
genoux controlatéraux non traités par cryothérapie au bout de 24 heures mais avec des
effectifs insuffisants pour conclure a ce stade (IL-6 : 45 318 £ 492 973 versus 24 876 + 1 494
590 pg/mL ; n=7; p=0,47 (Wilcoxon) — IL-1B: 29,31 £ 39 versus 13,24 = 19,51 pg/mL ;
n=4; p=0,25 — TNF-a: 0,076 = 0,71 versus 0,19 + 0,68 pg/mL ; n=6 ; p=0,44 — IL-17A :
0,25 £ 13,62 versus 0,27 + 6,4 pg/mL ; n=6 ; p=0,38 — VEGF : 393,8 + 1902,2 versus 393,8 +

1753,6 pg/mL ; n=5 ; p=0,8).
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8. Corrélations.

Les taux intra-articulaires initiaux d’IL-6 corrélaient significativement avec les taux de
leucocytes et de PnN intra-articulaires (r=0,78; p<0,0001 et r=0,7; p=0,0003
respectivement (Spearman)), avec les taux intra-articulaires d’IL-13 et de VEGF (r=0,48 ;
p=0,0068 et r=0,73 ; p<0,0001 respectivement), les taux initiaux de CRP (r=0,5 ; p=0,0026),
la température cutanée initiale (r=0,35 ; p=0,04). La variation des taux intra-articulaires d’IL-
6 apres deux applications de froid corrélait avec la variation du taux de leucocytes intra-
articulaires (r=0,48 ; p=0,039), les variations des taux intra-articulaires d’IL-1B et de VEGF
(r=0,51; p=0,006 et r=0,5; p=0,004 respectivement), les taux de CRP initiaux (r=-0,52 ;

p=0,0016).

Les taux initiaux d’IL-1PB intra-articulaires corrélaient significativement avec les taux de
VEGF intra-articulaires (r=0,46 ; p=0,009), la CRP initiale (r=0,41 ; p=0,02), ’EVA douleur
initiale (r=0,43 ; p=0,016). Les variations des taux intra-articulaire d’IL-1p corrélaient avec la
variation des taux de leucocytes intra-articulaires (r=0,54 ; p=0,038), la variation des taux de

VEGEF (r=0,58 ; p=0,0009), la CRP initiale (r=-0,46 ; p=0,012).

Les taux initiaux intra-articulaires de TNF-a corrélaient avec les taux d’IL-17A intra-

articulaires (r=0,65 ; p<0,0001).

Les taux initiaux intra-articulaires de VEGF corrélaient avec les taux de leucocytes et de PnN
intra-articulaires (r=0,58 ; p=0,0025 et r=0,57 ; p=0,008 respectivement), la CRP initiale
(r=0,42 ; p=0,016). Les variations des taux intra-articulaires de VEGF corrélaient avec la CRP

initiale (r=-0,38 ; p=0,03).
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9. Facteurs associés aux variations des taux intra-articulaires de

cytokines (analyses uni- et multivariée).

En analyse multivariée par régression logistique, les facteurs associés de maniére
indépendante a une baisse des taux intra-articulaires d’IL-6 (baisse supérieure a la médiane de
baisse OUI/NON) apres deux applications de froid étaient une CRP de départ élevée (OR
1.035 ; IC 95% [1.02 - 1.05] ; p=0.004) et une baisse maximale de la température cutanée
induite par la cryothérapie supérieure a la médiane de baisse maximale (OR 1.39 [1.19 - 1.62]

; p=0.03) (Table 6.).

Table 6. Facteurs associés a une baisse des taux intra-
articulaires d’IL-6 (pg/mL ; < médiane de baisse) a H24

Analyse univariée Analyse multivariée
variable OR Moyennes variable (0]34
*1C95% *1C95%
Technique de 1,61 -1 624 000 0,18 CRPde 1,035 0,0039
cryothérapie [0,34-8,06] pg/mL (Wilcoxon) départ [1,02-1,05]
BT, T Baisse 1,39 0,032°
065 000 A
pgimL maximale [1,19-1,62]
(CO2) Ini;loy.mnna de
Baisse taux PnN 3,62 -150 234 0,066 température
intra-articulaires  [0,3-64,1] pg/mLvs -2  (Wilcoxon) cutanée lors
(< médiane) 346 143 dela
pag/mL cryothérapie
CRP de départ 57mglLvs  0,00007* gmfh?cl?;;f :
(mglL) 157 mg/L (Wilcoxon)
Leucocytes 3,24 -1 261 744 0,16
sanguins [0,68-17,32] pg/mL vs -1 (Wilcoxon) Analyses uni- et multivarié par régression logistique.
(>médiane) 525 686 *p=<0,05 ; **p=<0,01 ; **p<0,001.
pg/mL
Baisse maximale 0,39 -1 695 651 0,13
moyenne de la [0,08-1,85] pg/mLvs -1 (Wilcoxon)
température 054 036
cutanée lors de pg/mL
la cryothérapie
(<médiane)

Les facteurs indépendamment associés a une baisse des taux d’IL-1P (baisse supérieure a la
médiane de baisse) a H24 étaient 1’utilisation de glace versus CO2 (OR 25.8 [5.7 - 117.2] ;

p=0.03), un BMI supérieur a la médiane (OR 0.018 [0.003 - 0.13] ; p=0.04). Les baisses des
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taux d’IL-1B intra-articulaires tendaient également a é&tre plus importantes en cas

d’arthropathie microcristalline (Table 7.).

Table 7. Facteurs associés a une baisse des taux intra-
articulaires d’lIL-1B (pg/mL ; < médiane de baisse) a H24

Analyse univariée

Analyse multivariée

Technique de 6,36 -14,49 pgimL  0,027*
cryothérapie [1,07-47 93] (Glace) vs + (Fisher)
= «Glace » 13,26 pg/mL

(C02)
Atteinte 6,06 -1,69 pg/mL 0,015*
microcristalline [0,84-75,3] vs +34,9 (Wilcoxon)
OIN pg/mL
Baisse 8,4 -11 pg/imLvs  0,0496
leucocytes [0,57-547] +11,9 pg/mL  (Wilcoxon)
intra-
articulaires
(<médiane O/N)
CRP de départ 134,9 mg/L 0,077
(mglL) vs 89,6 mg/L  (Wilcoxon)
Volume 0,26 1,44 mL vs 0,09
ponction [0,02-1,93] -11,19 mL (Wilcoxon)
articulaire (ml ;
> médiane O/N)
BMI>médiane 0,28 0,14
O/N [0,04-1,57] (Fisher)
Sexe masculin 2,88 0,25
QIN [0,45-23,3] (Fisher)

Technique de 258 0,032*
cryothérapie= [5,7-117,2]

« Glace »

BMI>médiane 0,018 0,041*
OIN [0,003-0,13]

Atteinte 151 0,096
micocristalline [2,96-80,1]

OIN

Analyses uni- et multivarié par régression logistique.

*p<0,05 ; **p<0,01 ; **p<0,001.

La baisse des taux intra-articulaires d’IL-17A (supérieure a la médiane de baisse) était

associée de maniere indépendante a des taux de PnN sanguins initiaux supérieurs a la médiane

(OR 48 [7,7 — 300] ; p=0,035) et de maniére moins marquée au volume de liquide articulaire

prélevé lors de la premiére ponction (OR 1,24 [1,12 —1,36] ; p=0,027) (Table 8.).
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Table 8. Facteurs associés a une baisse des taux intra-
articulaires d’IL-17A (pg/mL ; < médiane de baisse) a H24

Analyse univariée Analyse multivariée
1C95%

Pathologie 0,46 -1,2 pgimLvs 0,13 Taux PnN 481 0.035*
microcristalline  [0,08-2,44] -1,46 pg/mL  (Wilcoxon) sanguins>médiane  [7 5 -300] ’
OIN 0OIN ’
Baisse PnN 1 -7,9 pgimLvs 0,29 Volume de ponction 1,24 0,027
intra- [0,07-17,3] +2,33 pg/mL (Wilcoxon) articulaire (mL) [1,12-1,36]
articulaires

(<médiane O/N)

Analyses uni- et multivarié par régression logistique.

Taux de PnN 2,62 -3,07 pg/mL 0,089 *p<0,05 ; **p<0,01 ; **p<0,001.

sanguins de [0,54-14,18] vs +0,32 (Wilcoxon)

départ (f/mm3 ; pg/mL

>médiane O/N)

Baisse 1,09 -2,72 pg/mL 0,196

hypersignal [0,23-5,41] vs +0,33 (Testt)

Doppler O/N pg/mL

Baisse EVA 1,96 -6,72 pg/mL 0,23

douleurz40% [0,4-10,6] vs +539 (Wilcoxon)

OIN pg/mL

Volume 121 -0,65 pg/mL 0,011

ponction (mL ;  [1,3-604] vs +7,79 (Fisher)

>médiane O/N) pg/mL

BMI>médiane 0,9 +8,56 pg/mL 0,19

QIN [0,18-4,42] vs -1,84 (Test t)
pg/mL

Aucun des facteurs significativement associé€s aux baisses des taux intra-articulaires de TNF-a
ni de VEGF en univarié¢ ne sortait de manicre significative en analyse multivariée (données

non montrées).

C. Discussion.

En résumé, les données de cette analyse intermédiaire des résultats de 1’étude ALGGAR
mettaient en évidence une baisse significative des taux intra-articulaires d’IL-6 mesurés par
technique Multiplex aprés deux applications de froid (critére principal de I’étude) en
regroupant les deux bras de traitement ainsi que dans le sous-groupe traité par glace. Les taux
intra-articulaires d’IL-1p et de VEGF diminuaient également significativement en regroupant
les patients traités par glace et CO2, les taux d’IL-17A et de TNF-a tendaient également a

diminuer. Ces baisses des taux de cytokines intra-articulaires n’étaient a priori pas liées a une
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baisse des taux de leucocytes intra-articulaires, qui ne variaient pas significativement. La
ponction articulaire n’influengait pas significativement les résultats en analyse multivariée,
sauf peut-étre pour les taux d’IL-17A. La baisse de température maximale induite par la
cryothérapie locale était associée de maniére significative et indépendante a une baisse plus
importante des taux intra-articulaires d’IL-6, tandis que la cryothérapie locale par glace
(versus CO2) était significativement associée a une baisse plus importante des taux intra-

articulaires d’IL-1P en analyse multivariée.

Ces résultats démontrent pour la premiére fois un effet anti-inflammatoire direct de la
cryothérapie locale par diminution des taux d’IL-6, d’IL-1B et de VEGF dans le liquide
articulaire de genoux traités par deux applications locales de froid. La poursuite des inclusions
(43/46 actuellement) permettra de préciser d’éventuelles différences entre I’application de
glace et de gaz froid, et d’atteindre un effectif suffisant pour 1’analyse des données du groupe
controle (genoux controlatéraux non traités par glace — prélévements disponibles pour 13

patients actuellement avec réalisation de I’ensemble des dosages a la fin des inclusions).

Les taux de TNF-a tendaient a diminuer, surtout dans le groupe traité par CO2 pulsé. Les taux
d’IL-17A tendaient également a diminuer globalement et dans chacun des deux groupes. Les
effectifs n’étaient sans doute pas suffisants a ce stade pour que certaines diminutions
atteignent la significativité. Un nouveau dosage des taux de cytokines sera réalisé a la fin des
inclusions prévues (encore trois patients traités par glace a inclure dans 1’é¢tude ALGGAR,
certains échantillons de liquides articulaires non encore analysés ou avec des dosages a refaire

en raison de valeurs hors-gamme).

Lors d’une premiere analyse intermédiaire, ’EVA douleur et I’hypersignal Doppler avaient
semblé¢ baisser de maniere plus prolongée, le lendemain du traitement par glace

comparativement au CO2 pulsé. Pour cette raison, pour 1’étude ancillaire ALGGAR portant
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sur le dosage des taux intra-articulaires d’IL-6, nous avions choisir d’inclure 16 patients
supplémentaires traités par glace par rapport aux 30 patients de 1’étude randomisée CDRI (15
patients traités par glace, 15 patients traités par CO2). Il n’est donc pour I’instant pas prévu de
recruter de patients supplémentaires dans le bras cryothérapie par CO2 pulsé en vue des
dosages de cytokines dans le liquide articulaire. Il en résultera un potentiel manque de
puissance pour mettre en évidence les effets propres de cette technique sur les taux de

cytokines.

Le recrutement de patients supplémentaires avec biarthrites de genou dans le groupe glace
permettra d’étoffer le groupe contrdle constitu¢ par le liquide de ponction issu des genoux
arthritiques controlatéraux non traités (7 prélévements analysés a ce jour, 13 prélévements
obtenus au 22/09/2016). Sur 1’analyse portant sur les 7 premiers liquides articulaires issus de
genoux controlatéraux non traités, les taux de cytokines tendaient également a décroitre de
manicre non significative mais Deffectif était trop faible pour permettre de conclure. Si la
baisse des taux de cytokines dans le liquide articulaire controlatéral se confirmait, cela
pourrait suggérer un effet systémique de la cryothérapie locale, comme nous I’avons
également démontré dans le modele murin d’AIA. 11 avait aussi été montré que 1’application
de CO2 pulsé (Cryo+®) sur les mains de sujets sains faisait aussi baisser la température
cutanée des mains controlatérales non traitées. Les auteurs attribuaient cette hypothermie

controlatérale a une mise en jeu du systéme nerveux sympathique [90].

Le fait que plusieurs axes cytokiniques soient impactés par la cryothérapie locale dans le
liquide articulaire (IL-6, IL-1B, VEGF mais avec aussi une tendance a la diminution des taux
d’IL-17A et de TNF-a) pourrait étre en faveur d’une inhibition «en amont» de
I’inflammation synoviale par 1’hypothermie tissulaire modérée, potentiellement médiée par
I’inhibition de voies enzymatiques majeures impliquées dans la génése de I’inflammation

(protéine kinases de la voie NF-kB, voie de la COX-2, métalloprotéinases...) [7].
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Malgré I’inclusion de patients souffrant de rhumatismes inflammatoires divers (goutte,
chondrocalcinose, PR, SPA — reflétant les patients arthritiques pouvant bénéficier d’une
cryothérapie locale en pratique clinique), les résultats étaient homogenes en termes
d’évolution de la composition en cytokines dans le liquide articulaire apreés deux applications
de froid. Ceci pourrait suggere que ’effet thérapeutique de la cryothérapie locale pourrait
mettre en jeu des mécanismes moléculaires communs dans ces différentes pathologies. En
analyse multivariée, le diagnostic étiologique du rhumatisme n’avait pas d’influence
significative sur la baisse des taux de cytokines intra-articulaires, hormis une tendance plus
marquée a une baisse des taux d’IL-1p chez les patients atteints de rhumatismes

microcristallins (Table 7. page 49).

La premiére ponction articulaire réalisée avant les deux applications de froid pouvait
¢galement étre considérée comme un facteur de confusion pour I’effet anti-inflammatoire de
la cryothérapie locale. Les résultats de I’analyse multivariée des données de CDRI avaient
déja montré que la ponction n’était pas significativement ni independamment associée a la
baisse de I’EVA douleur ni du score d’hypersignal Doppler. De la méme maniére, le volume
de la ponction articulaire n’était pas associé¢ aux baisses des taux d’IL-6 ni d’IL-1P en analyse
multivariée sur les résultats intermédiaires de 1’étude ALGGAR. En revanche, le volume de
ponction influait faiblement sur 1’évolution des taux intra-articulaires d’IL-17A en analyse
multivariée. Le fait que la formule cellulaire moyenne n’ait pas varié¢ significativement entre
les deux prélevements de liquide articulaire atteste en outre que la concentration en cellules
inflammatoires dans le tissu synovial n’était pas modifiée suite a la premiére ponction (baisse
de volume du liquide articulaire sans modification de la concentration de I’infiltrat cellulaire
inflammatoire, pouvant faire supposer que la concentration en cytokines n’était pas modifiée

par la ponction articulaire, mais bien par la cryothérapie locale).
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Nos résultats suggerent également que les deux techniques de cryothérapie locale par glace et
CO2 pulsé semblent d’une efficacité équivalente pour faire baisser les taux de cytokines intra-
articulaires chez les patients, comme c’était le cas pour I’EVA douleur, I’hypersignal Doppler
et la température cutanée dans I’étude CDRI. Les effectifs du groupe de patients traités par
CO2 (n=15) ne sera peut-étre pas suffisant pour obtenir des baisses statistiquement
significatives des taux de cytokines, contrairement au groupe traité par glace (28 patients
inclus, 3 autres en attente de recrutement). Il sera donc difficile de démontrer de maniére
formelle des différences de profil anti-inflammatoire entre ces deux techniques. A noter
toutefois que les taux de TNF-o semblaient diminuer de maniére plus marquée dans le groupe
traité par CO2 pulsé avec un p proche de la significativité (p=0,08 ; n=14 avec un quinziéme
prélévement a redoser pour valeur hors gamme). Sur I’ensemble des prélévements analysés, le
traitement par glace était en outre significativement associé a une baisse plus importante des

taux intra-articulaires d’IL-1P en analyse multivariée.

Les échantillons de liquide articulaires sont actuellement conservés a I’EFS de Bourgogne-
Franche-Comté en vue de constituer une banque de liquide articulaire. Des dosages
complémentaires sont par ailleurs prévus (analyse métabolomique avec dosage des marqueurs
du stress oxydatif dans le cadre d’une collaboration avec le CHRU de Poitiers et 1’équipe du

Pr Dugué).

L’¢étude pourra également étre complétée dans un deuxieme temps (davantage de patients
dans le bras CO2 pulsé pour le dosage des cytokines intra-articulaires, groupe de patients
controles non traités avec deux ponctions articulaires espacées de 24 heures mais sans
cryothérapie, groupes contrdles traités par corticoides ou AINS, durées de traitement plus

prolongées,...).
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Nous avons donc montré que deux applications de froid espacées de huit heures faisaient
baisser les taux de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dans le liquide articulaire a 24

heures d’intervalle.

Nous avons ensuite fait I’hypothése que cette diminution des taux intra-articulaires de
cytokines pro-inflammatoires pourrait étre directement liée a I’hypothermie tissulaire induite
par la cryothérapie. Nous avons pour cela cherché a confirmer 1’effet propre de I’hypothermie
tissulaire ponctuelle correspondant a une application de froid [85] sur I’inflammation
synoviale (médiée par les cytokines précédemment étudiées) dans un modele in vitro de

culture de rotules de rats arthritiques a température controlée.

VI- EFFETS DE L’HYPOTHERMIE TISSULAIRE PONCTUELLE SUR
L’ INFLAMMATION SYNOVIALE IN VITRO DANS L’ARTHRITE A

L’ADJUVANT (Article 3. §XIIA. — page 120, révision en cours).

Il a été montré que I’application de glace sur un genou arthritique réduisait la température
intra-articulaire a 30°C pendant deux heures chez des patients atteints de PR [75]. Nous avons
étudié les effets de cette hypothermie tissulaire modérée induite par la cryothérapie locale
(30°C pendant deux heures) sur les taux de cytokines en utilisant un modele de culture de

rotules de rats arthritiques dans le modele d’arthrite a I’adjuvant (AIA).

A. Matériels et Méthodes.

Les deux rotules de 24 rats AIA et de 10 rats controles non AIA ont été disséquées a J25 de

I’induction de I’arthrite selon la technique décrite par Lubberts et al. [91] (Fig. 8.).
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Figure 8. Technique de dissection des rotules de rats AIA
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Apres dissection, les rotules étaient mises en culture dans un milieu RPMI 1640 (200
microlitres par rotule) avec du mBSA a 0,1%, de la gentamycine (50 microgrammes par mL)
et de la L-glutamine (2 mM). Pour chaque animal, la rotule gauche était cultivée a 37°C et la
rotule droite a 30°C pendant deux heures. Les surnageants de culture étaient ensuite recueillis
et congelés a -80°C. Les effets de I’hypothermie sur la viabilité cellulaire étaient par ailleurs
étudiés sur les rotules a I’issue des deux heures de culture en mesurant 1’activit¢ ATPase par
luminescence (CellTiter-Glo® Luminescent Test, Promega). Les taux de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-17A, TNF-a, IL-1B étaient mesurées par technique Multiplex
(Magpix® Multiplexing Instrument, Merck Millipore, Darmstadt, Germany) dans les
surnageants de culture décongelés. Les taux moyens de cytokines dans les surnageants a 30°C
versus 37°C étaient comparés en utilisant des tests de Wilcoxon a formulation bilatérale sur
séries appariées (risque de premicre espeéce o fixé a 5%). Les analyses statistiques ont été

réalisées en utilisant les logiciels R® et Graphpad®.
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B. Résultats: I’hypothermie inhibait I’expression synoviale d’IL-6 (Fig.

9.).

Les taux d’IL-6 n’étaient pas différents entre les rats AIA et non AIA, mais ils diminuaient
dans les deux groupes a 30°C versus 37°C (p=0,03 pour les rats AIA et p=0,0078 pour les
contrles non AIA) (Fig. 9a.). Les taux d’IL-1f étaient significativement plus élevés chez les
rats AIA comparés aux controles non AIA, mais la température n’avait aucune influence sur
les niveaux d’expression protéique (Fig. 9b.). Les taux d’IL-17A ne différaient pas entre les
rats AIA et non AIA, et ne variaient pas selon la température (Fig. 9¢.). Les taux de VEGF
¢taient significativement plus bas a 30°C versus 37°C chez les rats contrdles (Wilcoxon ;
p=0,0039 — Fig. 9d.) et AIA (Wilcoxon ; p=0,0039). Toutefois, les taux de VEGF étaient
paradoxalement significativement plus élevés chez les rats controles comparativement aux
rats AIA (Mann-Whitney ; p<0,0001). La protéine TNF-a n’était en revanche pas détectable
dans les surnageants de culture de rotules issus des rats AIA et non AIA, quelle que soit la

température.

Les différences observées dans les taux d’IL-6 a 30°C versus 37°C n’étaient pas liés a des
différences de viabilité cellulaires liées a I’hypothermie, car I’activité ATPase moyenne était

identique entre les rotules cultivées a 30°C et celles cultivées a 37°C (Fig. 9e.).
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C. Discussion.

En résumé, ’hypothermie tissulaire ponctuelle induite par une application locale de glace
(30°C pendant 2 heures) pourrait donc inhiber I’expression protéique d’IL-6, d’aprés ces
résultats in vitro dans le modele murin d’AIA. Ces données suggérent également que les effets
anti-inflammatoires locaux a court terme de la cryothérapie locale pourraient étre I1L-6

dépendants.

Nous avons ainsi observé une baisse de des taux protéiques d’IL-6 sans variation des niveaux
d’IL-1B ni d’IL-17A dans des surnageants de culture de rotules de rats AIA a 30°C versus
37°C pendant deux heures. Cette diminution des taux d’IL-6 a 30°C pourrait étre lié¢ a une
inhibition transcriptionnelle par down-régulation du métabolisme enzymatique des voies NF-
kB et COX-2 a basse température [34]. Cette hypothermie tissulaire de deux heures pourrait
en revanche avoir été trop bréve pour avoir eu un impact sur les niveaux d’expression
protéique des autres cytokines. L’IL-17 notamment est produite par les lymphocytes Th-17
qui se différencient sous I’influence de I’IL-6 [14]. Une diminution plus prolongée des taux
d’IL-6 intra-articulaires, par une cryothérapie locale appliquée de maniere chronique, aurait
donc pu avoir un impact sur les niveaux d’expression protéiques d’IL-17A dans les pattes
arrieres de rats AIA. D’autre part, il pourrait exister des « stocks protéiques » de cytokines
dans le tissu synovial arthritique, pouvant expliquer qu'une hypothermie de deux heures
puisse inhiber la transcription du géne codant pour ces cytokines sans faire baisser leurs taux
protéiques intra-articulaires, ce qui pourrait expliquer I’absence de baisse des taux protéiques
d’IL-1pB et d’IL-17A dans les surnageants cultivés a 30°C pendant deux heures. Les dosages
protéiques de cytokines dans les pattes arriéres de rats AIA pourraient également avoir été
faussés par des mécanismes locaux de dégradation enzymatique, comme cela a ét¢ démontré
pour le TNF-a [92]. Ceci pourrait expliquer 1’absence de détection de la protéine TNF-a dans

ce modele. Les niveaux d’expression des différentes cytokines étaient d’autre part évalués a
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J24 de I’induction de D’arthrite, mais pourraient fluctuer au cours de 1’évolution de celle-ci
[92]. Pour mieux caractériser les mécanismes anti-inflammatoires de la cryothérapie, nous
avons donc étudié également ses effets in vivo sur la transcription des génes codant pour les
cytokines pro-inflammatoires, aprés une période d’application plus prolongée. Un effet anti-
inflammatoire systémique éventuel (variation des taux de cytokines plasmatiques apres
cryothérapie) a également été recherché. Les résultats sont détaillés dans le paragraphe VII ci-

dessous.

VII- EFFETS DE LA CRYOTHERAPIE LOCALE APPLIQUEE PENDANT 14
JOURS IN VIVO DANS L’ARTHRITE A L’ADJUVANT (Article 3. §XITA. -

page 120, révision en cours).

Dans le modele murin de I’arthrite a I’adjuvant, nous avons étudié¢ 1’effet de deux
applications de froid par jour (glace ou spray de gaz froid) pendant 14 jours sur les scores
d’arthrite, le diamétre des pattes arriéres et les taux de cytokines dans les pattes arricres et

le plasma.

A. Matériels et Méthodes.

Ce protocole a été approuvé par le comité d’éthique pour I’expérimentation animale de

I’université de Franche-Comté (n° 2012-019).

1. Induction de I’arthrite et groupes de traitements.

L’arthrite a I’adjuvant était induite chez des rats Lewis males agés de 6 semaines par une
injection unique de 120 pL dans la base de la queue contenant 1 mg of Mycobacterium
butyricum tué¢ par chauffage (Difco®, Detroit, MI) en suspension dans 0.1 ml d’huile
minérale d’adjuvant incomplet de Freund (Difco®, Detroit, MI). Les rats contréles non AIA

recevaient une injection de serum physiologique dans la base de la queue. Apres I’induction,
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les parametres cliniques étaient recueillis de manic¢re quotidienne (poids, diameétre des
chevilles, score d’arthrite). Dés [’apparition des premiers signes d’arthrite (J11 apres
I’induction), dix rats AIA ont été traités par application biquotidienne de glace pendant 14
jours (J11-J24), dix par application de gaz froid, dix rats contrdles AIA n’ont regu aucun

traitement et dix contréles non AIA ont également été étudiés.

2. Modalités de traitement par cryothérapie locale.

La cryothérapie locale (glace ou gaz froid) était appliquée deux fois par jour (9HOO et 17HO00)
des les premiers signes d’arthrite (J11) pendant 14 jours consécutifs. La température de la
picce et les températures cutanées apres application de froid étaient également mesurées deux
fois par jour (sonde de température cutanée MLT409/A®, ML309 transducer Thermistor Pod
— AD Instruments). La température cutanée €tait mesurée juste apres chaque application de
froid sur les deux tarses et les deux chevilles de chaque animal traité en alternant I’ordre de
mesure sur chacun des 4 sites. Les applications de froid étaient toujours réalisées dans la

méme piece.

Dix rats AIA ont ¢été traités par application locale de glace. Les animaux étaient placés
pendant 30 minutes deux par deux (séparés par des packs de glace) dans 5 cages tapissées de
batonnets de glace préalablement stockés a -26°C (Yéti®,Yetigel, Avignon, France) (Fig.

10.).
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Figure 10. Technique de cryothérapie locale par application de glace chez les rats AIA

Le fond des cages était tapissé
de batonnets de glace
préalablement conservés a -
26°C. Le traitement était
appliqué pendant 30 minutes
matin et soir pendant 14 jours
consécutifs (J11-J24).

tialement puis 30 minutes plus
e des cages puis retirés dans le

méme ordre a 5 minutes d’intervalle a I’issue des 30 minutes de traitement pour mesure de la
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température cutanée. L’ordre de traitement des rats alternait également entre les séances de

cryothérapie.

Concernant le traitement par gaz froid, dix autres rats AIA ont été traités deux fois par jour
(9h00 et 17h00) pendant 14 jours consécutifs des les premiers symptdmes d’arthrite (J11) par
pulvérisation de gaz froid sur les deux pattes arrieres (Ice Spray, Ghiaccio Spray®, Artsana
Group, Italy. CE 0546). Le gaz froid était pulvérisé sur chacune des pattes arrieres a une
distance de 25 cm (neuf applications de cinq secondes espacées de 10 secondes pendant 2
minutes au total sur chaque patte arriere). L’ordre de traitement des rats et d’application sur
chacune des deux pattes était également alterné. Les rats traités par cryothérapie locale étaient

sacrifiés le lendemain de la derniére application de froid, a J24 et a ’age de 9,5 semaines.

3. Mesure de I’expression des genes codant pour les cytokines

dans les pattes arrieres (Q-RT-PCR).

Les rats des 4 groupes étaient sacrifiés a J24 apres induction de 1’arthrite par une injection
intra-péritonéale de pentobarbital (60 mg/kg). Afin d’évaluer I’effet de la cryothérapie locale
au long cours sur I’expression des génes codant pour les cytokines dans les pattes arrieres, ces
derniéres étaient coupées juste au-dessus des chevilles, dépecées puis plongées dans 1’azote et
conservées a -80°C en vue d’analyses par Q-RT-PCR [67-70]. Les pattes congelées étaient
ensuite broyées a 1’aide d’un mortier dans 1’azote liquide, les ARN étaient extraits (Qiagen®
mRNA extraction kit). Les Q-RT-PCR étaient ensuite réalisées (Biorad® cDNA and
SybrGreen kits). Les genes étudiés étaient TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17A. Les séquences des
primers ¢étaient : Actine : sens TATCGGCAATGACGCGTTCC - antisens
TGCCTGGGTACATGGTGGTG; GADPH : sens GGGCATCCTGGGCTACACTG -
antisens GAGGTCCACCACCCTGTTGC ; TNF-a : sens CCAATCTGTGTCCTTCTAA -

antisens TTCTGAGCATCGTAGTTG ; IL-6 : sens GACCAAGACCATCCAACT - antisens
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TAGGTTTGCCGAGTAGAC ; IL-1B : sens CCTGCAGCTGGAGAGTGTGGAT - antisens
TGCTCTGCTTGAGAGGTGCTG ; IL-17A: sens AACAGAGACCTGAGGCTA — antisens

TCCATATCACTTGCTGAGATT.

4. Dosages des cytokines dans le plasma (ELISA et Multiplex).

Le jour du sacrifice également, afin de mesurer un éventuel effet systémique anti-
inflammatoire de la cryothérapie locale, le sérum et le plasma étaient prélevés en intra-
aortique, puis aliquotés apres centrifugation et congelés a -80°C pour doser les taux circulants
de cytokines (IL-6, IL-1PB, IL-17A, TNF-a, VEGF). L’expression protéique plasmatiques
d’IL-17A, TNF-0, IL-1B, VEGF étaient mesurés dans le plasma par technique Multiplex
(Magpix® Multiplexing Instrument, Merck Millipore, Darmstadt, Germany), tandis que les
taux plasmatiques d’IL-6 étaient mesurés par technique ELISA (rat IL6 platinum ELISA,

BMS625®, ebioscience).

5. Analyses statistiques

Les groupes de traitement étaient comparés deux a deux pour 1’évolution du score d’arthrite,
du diamétre de cheville, de la température cutanée et du poids (two-way ANOVA sur mesures
répétées). La correction de Bonferroni était appliquée. Les moyennes des variables
quantitatives (taux de cytokines mesurés en PCR et en ELISA/multiplex) étaient comparées
entre les différents groupes de traitement en utilisant des tests de Wilcoxon Mann Whitney.
Les corrélations étaient calculées en utilisant des coefficients de corrélation de Pearson. Les
tests étaient de formulation bilatérale et le risque o de premicre espece fixé a 5%. Les calculs

statistiques €taient effectués en utilisant les logiciels R® et Graphpad®.
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B. Résultats.

1. Caractéristiques cliniques des rats AIA.

Le jour de l’induction de D’arthrite (JO), le poids de départ moyen des rats n’était pas
significativement différent entre les différents groupes de traitement (201.3 = 3.1 g, 198.1 +
1.4g and 201.4 + 2.4g pour les rats AIA non traités, traités par glace et gaz froid
respectivement). A J24, comme attendu [93], les poids des rats non arthritiques étaient
significativement supérieurs a ceux de ’ensemble des groupes de rats arthritiques : rats AIA
non traités : 207.3 £ 3.1g ; glace : 210.7 + 1.9¢g ; gaz froid : 210.1 + 2.6g versus rats controles
non AIA : 280 £+ 4.7g (p<0.001). A noter que I’un des 10 rats AIA traités par gaz froid est

mort lors de la premiére application suite a un arrét cardiaque.

2. La température cutanée moyenne n’était pas significativement

différente entre les deux groupes traités par cryothérapie.

Les températures cutanées moyenne et minimale sur les quatre sites de mesure ne différaient
pas significativement entre les groupes traités par glace et gaz froid sur I’ensemble de la

période de traitement (2-way ANOVA sur mesures répétées : Fig. 11.).
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Figure 11. Evolution de la température
cutanée chez les rats AlA traités par
glace et gaz froid
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La température cutanée était
mesurée juste aprés chacune
des applications de froid sur
les pattes arriéres (glace ou
gaz froid) sur les tarses et
les chevilles des rats AIA
traités en alternant I'ordre de
mesure pour les 4
articulations aprés chaque
séance. La température
cutanée des rats était
mesurée dans le méme ordre
que leur ordre de traitement
(ordre qui alternait
également entre les
séances). Pour chaque
animal et & chaque séance
étaient recueillies la
température cutanée
moyenne sur les 4 sites de
mesure (Fig. 11a.) ainsi que
la température cutanée
minimale (Fig. 11b.) sur ces
mémes 4 sites de mesure (2
tarses et? chevilles).
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L'évolution globale moyenne
des températures cutanées
des 2 groupes de traitement
étaient comparée sur 14
jours (2-way ANOVA avec
post-tests de Bonferroni). N5
: différence non significative.
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Le traitement par glace a été effectué en mai 2014, le traitement par gaz froid en juin 2014. La
température moyenne de la picce était légerement inférieure pour les rats traités par gaz froid
par rapport a ceux traités par glace sur les 14 jours de traitement (température mesurée a 9h00
et 17h00) : 23.14°C £ 0.17 versus 23.59 £ 0.14°C ; Wilcoxon ; p=0.049. Pour les rats traités
par application de glace, la température moyenne au fond de la cage augmentait

progressivement pendant la demi-heure de traitement de -13.04 = 1.94°C a -6.32 + 1.36°C.

3. Le poids moyen ne différait pas entre les trois groupes de

traitement tout au long des 14 jours de cryothérapie (Fig. 12.).

Figure 12. Evolution du gain pondéral (%) moyen dans les
trois groupes de traitement.
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4. La glace et le gaz froid amélioraient I’arthrite clinique selon

deux profils de réponse distincts (Fig. 13.).

En nous basant sur notre revue systématique de la littérature [22], nous avons fait I’hypothése
qu’une cryothérapie locale appliquée deux fois par jour pendant 14 jours consécutifs pourrait
avoir des effets thérapeutiques et anti-inflammatoires dans I’AIA, un modéle murin de PR. En
considérant I’ensemble des 14 jours de traitement, par comparaison aux rats AIA non traités,
I’application locale de glace réduisait significativement le score d’arthrite (2-way ANOVA
sur mesures répétées pour le score global d’arthrite : p=0.001 (Fig. 13a.) ; pour le score
d’arthrite aux pattes arrieres : p=0.002 (résultat non montré). En utilisant la correction de
Bonferroni, I’application locale de glace améliorait le score d’arthrite de J16 a J24.
L’application locale de glace réduisait également significativement le diamétre moyen de
cheville sur les 14 jours de traitement (2-way ANOVA sur mesures répétées: p=0.0002) avec
une différence devenant significative par rapport aux rats AIA non traités de J17 a J24 (Fig.

13b.).

Concernant les rats AIA traités par application de gaz froid, la différence globale pour le score
d’arthrite n’était pas significative sur les 14 jours de traitement (p=0.89 pour le score global
d’arthrite (Fig. 13c¢.) et p=0.18 pour le score d’arthrite sur les pattes arrieres (non montré).
Cependant, les effets de ce traitement étaient biphasiques (aggravation initiale de I’arthrite a
J11-J12 puis amélioration a J21-J24. La diminution globale du diametre moyen des pattes
arricres des rats AIA traités par gaz froid n’atteignait pas la significativité par rapport aux rats
AIA non traités (p=0,33) mais, aprés une augmentation initiale, le diamétre moyen diminuait

ensuite significativement lors des derniers jours de traitement (Fig.13d.).
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Figure 13. Evolution du score d’arthrite et du

diametre des pattes arrieres chez les rats AlA

Score global d*arthrite (4 pattes)
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Fig. 13a. Score d’arthrite (Glace versus AlA non traités).

Fig. 13b. Diamétre des pattes arriéres (Glace versus AlA non traités).

Fig. 13c. Score d’arthrite (Gaz froid versus AlA non traités).

Fig. 13d. Diamétre des pattes arriéres (Gaz froid versus AlA non traités).

Moyennes = SEM. Tests de Mann Whitney a chacun des temps de mesure. L'évolution globale moyenne
des scores et diamétres moyens étaient comparée sur 14 jours (2-way ANOVA avec posttests de
Bonferroni).

NS : différence non significative. *p<0,05 ; **p=<0,01 ; **p=<0,001.
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Au total, le traitement par gaz froid induisait un profil de réponse thérapeutique biphasique
sur le score d’arthrite et le diametre de cheville, avec aggravation initiale puis amélioration en
fin de traitement. La glace, quant a elle, améliorait les parametres cliniques de maniere
graduelle a partir du 5° jour d’application, avec une diminution du score d’arthrite et du
diamétre de cheville significative sur I’ensemble des 14 jours. Nous avons ensuite essay¢ de
déterminer si ces différences de profils de réponse clinique se traduisaient par des différences
dans I’expression locale (pattes arriéres) et systémique (plasma) de cytokines pro-

inflammatoires aprés 14 jours de traitement.
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5. La cryothérapie locale (glace et gaz froid) appliquée pendant 14
jours inhibait la transcription des geénes codant pour IL-6, IL-

17A et IL-1P dans les pattes arrieres des rats AIA (Fig. 14.).

Nous avons fait ’hypothése que I’hypothermie tissulaire induite par la cryothérapie locale
pouvait inhiber la transcription des geénes codant pour les cytokines pro-inflammatoires dans
les pattes arricres traitées par inhibition du métabolisme enzymatique des voies NF-kB et
COX-2 [34,94]. Nous avons donc évalué les niveaux d’expression des génes codant pour IL-
6, IL-17A, TNF-a, IL-1B par Q-RT-PCR dans les pattes arricres des rats AIA a J24, aprés 14
jours de traitement par cryothérapie locale, versus rats AIA non traités et rats non AIA de
méme age. Comme attendu, I’expression des génes codant pour IL-6, IL-17A et IL-1p était
significativement plus élevée chez les rats AIA non traités comparativement aux rats non AIA
(Wilcoxon, p<0,001). Cependant, les taux de TNF-o n’étaient pas significativement plus
élevés chez les rats AIA. La transcription du gene codant pour IL-6 était significativement
down-régulée chez les rats AIA traités par glace et gaz froid (-59% et -63% respectivement ;
p<0,001) comparativement aux rats AIA non traités (Fig. 14a.). L’expression du géne codant
pour IL-17A était également significativement down-régulée (-51% et -52% respectivement ;
p<0,05) (Fig. 14b.). La transcription du géne codant pour IL-1f était également diminuée de
87% dans les deux groupes de traitement (p<0,0001) (Fig. 14¢.). En revanche, les niveaux
d’expression du gene codant pour le TNF-a ne variaient pas significativement entre les

groupes (Fig. 14d.).
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Figure 14. Evolution des taux d’ARN
messagers codant pour les cytokines pro-
inflammatoires dans les pattes arrieres des

rats AlA traités par cryothérapie
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Fig. 14a. Transcription du géne codant pour IL-6 & J24 de l'induction.

Fig. 14b. Transcription du géne codant pour IL-17TA a J24 de I'induction (Q-RT-PCR).
Fig. 14c. Transcription du géne codant pour IL-1f & J24 de l'induction (Q-RT-PCR).
Fig. 14d. Transcription du géne codant pour TNF-a a J24 de Pinduction (Q-RT-PCR).

*p<0,05 ; *p<0,01 ; **p<0,001.

Moyennes = SEM. Tests de Mann-Whitney. NS : différence non significative. Versus AlA non traités :

Il existait également des corrélations significatives entre les niveaux d’expression des geénes

codant pour IL-6, IL-17A, IL-1p et les parameétres cliniques (scores d’arthrite et diamétres de
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cheville) sur les pattes arrieres correspondantes en poolant les données de tous les groupes de

traitement (Fig. 15.).

Figure 15. Corrélations entre les niveaux
d’expression de cytokines dans les pattes
arriéres (PCR) et les parameétres cliniques a

J24
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Fig. 15a. Corrélation entre IL-6 (ARNm) et score d’arthrite sur les pattes arriéres.
Fig. 15b. Corrélation entre IL-17A {ARNm) et score d’arthrite sur les pattes arriéres.
Fig. 15c. Corrélation entre IL-1§ (ARNm) et score d’arthrite sur les pattes arriéres.
Fig. 15d. Corrélation entre IL-6 (ARNm) et diamétre des pattes arriéres.
Fig. 15e. Corrélation entre IL-17A (ARNm) et diamétre des pattes arriéres.
Fig. 15f. Corrélation entre IL-1B (ARNm) et diamétre des pattes arriéres.
Coefficients de corrélation de Pearson. "p<0,05 ; *p=<0,01 ; **p=0,001. Pour le score d"arthrite, les rats AlA
traités par glace et gaz froid, les rats AIA non traités et les contréles non AlA étaient pris en compte. Pour
le diamétre des pattes arriéres, les rats AlA traités et non traités étaient pris en compte.
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En revanche, les niveaux de TNF-o ne corrélaient pas significativement avec ces mémes

parametres cliniques (non montré).

Au total, ces données suggerent que les effets locaux de la cryothérapie dans I’ AIA pourraient
étre IL-6, IL-17A et IL-1B dépendants par inhibition transcriptionnelle des geénes codant pour
ces cytokines. Au contraire, les niveaux de TNF-a dans les pattes arriéres n’étaient pas

corrélés a I’inflammation clinique locale et ne variaient pas apres application de froid.

Nous nous sommes ensuite posé la question de savoir si ces effets anti-inflammatoires locaux
de la cryothérapie s’accompagnaient sur le plan systémique de variations des taux

plasmatiques de cytokines.
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6. La cryothérapie locale réduisait significativement les taux
plasmatiques d’IL-17A (et d’IL-6 pour la glace) aprés 14 jours

de traitement (Fig. 16.).

Les niveaux d’expression protéique des cytokines plasmatiques étaient mesurés par technique
Multiplex (IL-17A, TNF-a, IL-1B) et par technique ELISA (IL-6) & J24 aprés I’induction de

I’arthrite.

Les taux plasmatiques d’IL-17A et de TNF-a étaient significativement plus élevés chez les
rats AIA comparativement aux contrdles non AIA (Mann-Whitney; p<0.001 et p<0.05
respectivement). Les taux plasmatiques d’IL-17A étaient significativement plus bas chez les
rats AIA traités par glace et gaz froid comparativement aux contréles AIA non traités (Mann-
Whitney ; p<0,0001 et p=0,035 respectivement) (Fig. 16a.). Les niveaux plasmatiques d’IL-6
étaient plus bas chez les rats AIA traités par glace (Mann-Whitney ; p=0,053 — test t;
p=0,033) (Fig. 16b.). Les taux plasmatiques de VEGF ¢étaient également plus bas dans le
groupe glace comparativement aux rats AIA non traités (Mann-Whitney ; p=0,013). En
revanche, les taux plasmatiques d’IL-1 et de TNF-a ne variaient pas significativement chez
les rats AIA traités par cryothérapie locale (Fig. 16c. et 16d.) et les taux d’IL-1p tendaient

méme a augmenter chez les rats traités par glace (Mann-Whitney ; p=0,08 — NS).
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Figure 16. Niveaux plasmatiques de cytokines (Multiplex/ELISA) a J24
dans les groupes de traitement
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Fig. 16a. Expression protéique d'IL17A dans
le plasma & J24 de I'induction (Multiplex).
Fig. 16b. Expression protéique d’'IL-6 dans le
plasma a J24 de I'induction (ELISA).

Fig. 16c. Expression protéique d’IL-1p dans le
plasma a J24 de I'induction (Multiplex).

Fig. 16d. Expression protéique de TNF-a dans
le plasma & J24 de I'induction (Multiplex).

Fig. 16e. Expression protéique de VEGF dans
le plasma & J24 de I'induction (Multiplex).
Moyennes + SEM. Tests de Mann-Whitney.

NS : différence non significative. Versus AIA
non traités : *p<0,05 ; *p<0,01 ; **p=<0,001.
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En poolant les données de tous les groupes de traitement, les taux plasmatiques d’IL-17A a
J24 corrélaient également positivement avec le score total d’arthrite (Fig. 17a.), le diamétre
de cheville (Fig. 17b.) et négativement avec le gain de poids (Fig. 17¢.), suggérant que 1’effet
anti-inflammatoire systémique de la cryothérapie locale pourrait étre médié par la voie de
I’IL-17A. Les taux d’IL-6 corrélaient positivement avec le diametre de chevilles (Fig. 17d.).
Les taux plasmatiques de TNF-a corrélaient également plus faiblement avec le score d’arthrite
(Fig. 17e.). Les taux plasmatiques d’IL-17A et de TNF-a tendaient également a étre corrélés
aux niveaux d’expression des geénes correspondants dans les pattes arrieres (Pearson ; r=0,3 ;

p=0,09 et r=0,3 ; p=0,08 respectivement — non montr¢).
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Fig. 17a. Corrélation entreIL-17A
[Multiplex) et le scored'arthrite.

Fig. 17b. Corrélation entrelL-1TA
[Multiplex) et le diamétre de cheville.

Fig. 17c. Corrélation entreIL-17A
(Multiplex) et le gain de poids.

Fig. 17d. Corrélafion entrelL-6 (ELISA) et
le diametre decheville.

Fig. 17e. Corrélation entre THF-a
(Multiplex) et le scored'arthrite.
Coefficients de comélation de Pearson.
*p<0,05 ; *=p<0,01 ; **p<0,001. Pourle
score d'arthrite, les rats AlA traités par
glace et gaz froid, les rats AlA non traités
et les contrdles non AlA étaient pris en
compte. Pourle diamétre des pattes
arriéres, les rats AlA traités etnon traités
etaient pris en compte. Pourle gain
pondéral, les rats AlA traites et nontraités
etaient pris en compte.

Au total, ces résultats suggerent un effet anti-inflammatoire systémique de la cryothérapie

locale dans le modele d’AIA, paraissant essentiellement médié par la voie Th-17.
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C. Discussion.

En résumé, nous avons montré pour la premicre fois un effet thérapeutique et anti-
inflammatoire de la cryothérapie locale appliquée de maniére chronique dans le modele
d’AlA, les deux techniques (glace et gaz froid) améliorant le score d’arthrite et le diamétre
des pattes arrieres apreés 14 jours de traitement par comparaison aux rats arthritiques non
traités. Toutefois, le traitement par gaz froid induisait un profil de réponse biphasique avec
aggravation initiale et amélioration plus tardive des paramétres cliniques. Malgré tout, a J24,
les deux techniques induisaient une diminution comparable de I’expression des genes codant
pour IL-6, IL-17A et IL-1P dans les pattes arriéres aprés 14 jours de traitement. Les deux
techniques faisaient ¢galement baisser les taux plasmatiques d’IL-17A a J24, les variations
plasmatiques de cette cytokine étant également corrélées avec 1’amélioration des parameétres
cliniques. L’application de glace faisait aussi baisser les niveaux plasmatiques d’IL-6 a J24.
La cryothérapie locale n’avait en revanche aucun effet sur 1’expression locale et systémique
de TNF-a et des effets dissociés sur les taux d’IL-1P (diminution locale dans les pattes

arrieres mais tendance a 1’augmentation dans le plasma des rats AIA traités par glace).

Au total, ces données suggerent que les effets thérapeutiques locaux et systémiques de la
cryothérapie locale dans le modele d’AIA pourraient étre médiés principalement par I’axe

cytokinique IL-6 — IL-17A, plutot que par TNF-a et IL-1.

L’aggravation initiale des symptomes de ’arthrite chez les rats traités par gaz froid pourrait
avoir été lice a un effet irritatif local, les animaux traités ayant en effet présenté une dépilation
et un érythéme cutané en regard de la zone d’application. La modalité d’application du gaz
froid chez le petit animal devrait ainsi €tre optimisée pour en améliorer la tolérance
(protection cutanée ? durées et périodicités d’application ?). Ces résultats soulignent par

ailleurs le fait que la cryothérapie peut devenir pro-inflammatoire au-dela d’un certain seuil de
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durée et d’intensité d’application. D’apres nos résultats, 1’application de glace induisait une
amélioration plus précoce et globalement plus marquée des symptomes de ’arthrite sur les 14
jours de traitement. Ces effets apparaissaient dans notre étude apres 5 a 6 jours de traitement,
suggérant par analogie que plusieurs jours de traitement par cryothérapie locale pourraient
étre nécessaires pour obtenir des effets thérapeutiques et anti-inflammatoires significatifs chez

les patients arthritiques.

Malgré ces profils de réponse clinique différents, apres 14 jours, les deux traitements
donnaient des résultats anti-inflammatoires biologiques similaires sur le plan local et

systémique.

Les effets anti-inflammatoires de la cryothérapie locale dans I’ AIA étaient surtout médiés par
IL-6 et IL-17A, sans effet systémique sur les taux plasmatiques d’IL-1f (tendance a
I’augmentation) ni effet sur les taux de TNF-a dans les pattes arriéres (ARNm) ni le plasma
(protéine). Une des limites de cette étude in vivo est que les dosages de cytokines n’étaient
effectués qu’apres 14 jours de cryothérapie (J24). Ainsi, des effets plus précoces de la
cryothérapie locale sur les taux d’IL-1P et de TNF-a pourraient ne pas avoir été vus. D’autres
études portant sur les effets des AINS et anti-COX-2 dans I’AIA avaient également montré
des effets locaux et systémiques anti-IL-6 et/ou anti-IL-17 mais TNF-a indépendants [94,95].
D’autre part, dans une étude récente, les auteurs ne retrouvaient pas de variation significative
des taux plasmatiques et synoviaux de TNF-a mesurés par technique multiplex tout au long de
I’évolution de I’AIA mono-articulaire. La transcription du gene codant pour le TNF-a dans le
tissu synovial arthritique était également moins soutenue dans le temps comparativement a
celle du géne de I’IL-6, suggérant que ce modele pourrait étre plus IL-6 que TNF-o dépendant
[92]. Dans notre modele de rats AIA, notre équipe avait en outre montré que les taux
plasmatiques de TNF-o mesurés par technique multiplex étaient davantage up-régulés a J30

de I’induction comparativement a J25. Nous dosons actuellement les taux protéiques de
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cytokines dans les pattes arriéres des rats AIA par Western Blot, a la demande du reviewer de
I’article 3. (§XIIA. — page 120), ce qui nous permettra de déterminer si la cryothérapie locale
avait ou non des effets sur les taux protéiques de TNF-a dans les pattes arriéres des rats AIA

traités in vivo.

Concernant la tendance (non significative) a I’augmentation des taux plasmatiques d’IL-1f3
chez les rats traités par glace (contrastant avec la diminution d’expression du géne codant
pour IL-1P dans les pattes arricres traitées, I’évolution des taux d’IL-6 et d’IL-17A et avec
I’évolution clinique favorable de ’arthrite sous traitement), il aurait été intéressant de doser
les taux plasmatiques d’IL-1RA, protéine susceptible de contrebalancer les effets de cette
augmentation. Il a ainsi ét€ montré que la cryothérapie locale post-exercice physique chez des
sujets sains pouvait augmenter les taux plasmatiques d’IL-1RA, inhibiteur compétitif naturel

du récepteur de I’IL-1p [96].

Les taux plasmatiques d’IL-6 et d’IL-1P n’étaient pas plus élevés chez les rats AIA
comparativement aux controles non AIA a J24 (contrairement aux taux plasmatiques d’IL-
17A et de TNF-a). Cependant, I’expression génique de ces deux cytokines était
significativement plus élevée dans les pattes arrieres des rats AIA, et nous avons tout de
méme pu montrer que 1’application de glace réduisait significativement les taux plasmatiques
d’IL-6 a J24, ainsi que ’expression de I’ARNm codant pour cette cytokine dans les pattes

arriéres traitées.

VIII- DISCUSSION GLOBALE.

Nous avons donc montré chez I’homme que la cryothérapie locale (glace ou CO2 pulsé)
appliquée deux fois a huit heures d’intervalle sur des genoux arthritiques était efficace sur la

douleur, sur I’inflammation Doppler, et permettait une diminution des taux d’IL-6, d’IL-1,
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de VEGF mesurés par technique Multiplex dans le liquide articulaire entre deux ponctions

réalisées a 24 heures d’intervalle.

Dans un mod¢le de culture de rotules de rats AIA (30°C versus 37°C), nous avons d’autre part
montré in vitro que I’hypothermie tissulaire modérée correspondant a une application de glace
sur une articulation arthritique (30°C pendant 2 heures) permettait une diminution des taux

protéiques d’IL-6 et mais aussi de VEGF dans les surnageants de culture.

Enfin, dans le modéle d’AIA, nous avons montré in vivo que ’application sub-chronique
(deux fois par jour pendant 14 jours consécutifs) de glace et de gaz froid sur les pattes arrieres
arthritiques améliorait nettement le score d’arthrite et le gonflement articulaire. La
cryothérapie locale réduisait également significativement la transcription des genes codant
pour IL-6, IL-1B, IL-17A mesurée par Q-RT-PCR dans des broyats de pattes arrieres a I’issue
des 14 jours de traitement. Nous avons aussi observé un effet systémique avec une réduction

des taux plasmatiques d’IL-17A (et d’IL-6 et VEGF dans le groupe glace).

Ces résultats suggerent un effet anti-inflammatoire de la cryothérapie principalement médié
par une inhibition locale et systémique de 1’expression génique et protéique de 1’axe IL6-IL-
17 dans I’arthrite, avec également un effet anti-angiogénique médié par une inhibition du
VEGEF. Les taux d’IL-1PB diminuaient ¢galement localement (liquide articulaire des patients,
PCR sur pattes arrieres des rats AIA) mais tendaient a augmenter légerement dans les plasmas

des rats AIA traités par glace.

Nous n’avons en revanche observé aucun effet de la cryothérapie locale sur I’expression
génique et protéique du TNF-a dans les différents modeles étudiés, tant chez I’homme que
chez I’animal. Les taux protéiques de TNF-a dans le plasma des rats AIA et I’expression du
gene codant pour TNF-a dans les pattes arrieres étaient toutefois — et de fagon logique - plus

¢élevés in vivo chez les rats AIA non traités comparativement aux contrdles non AIA, ce qui
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¢carte a priori I’hypothése d’un probléme technique lors des dosages. L’absence de détection
in vitro de la protéine codant pour le TNF-a dans les explants de rotules de rats AIA pourrait
étre liée a des phénomenes enzymatiques locaux comme discuté précédemment. La réalisation
de dosages protéiques de cytokines par Western Blot dans les pattes arri¢res des rats traités ou

non permettra de mieux préciser I’expression protéique locale du TNF-a dans notre modéle.

Sur I’ensemble des manipulations réalisées, il n’apparaissait pas chez I’homme de différence
notable entre les techniques de cryothérapie par application de glace (30 minutes) et de CO2
pulsé (2 minutes) hormis un effet taille plus constamment significatif au cours du temps
(versus genoux controlatéraux non traités) sur 24 heures dans le groupe glace
comparativement au groupe CO2. Lors de I’application sub-chronique chez le rat AIA, nous
avons toutefois noté une moins bonne efficacité clinique globale ainsi qu’une moins bonne
tolérance de I’application de gaz froid (un rat décédé suite a un arrét cardiaque lors de la
premiére application, dépilation et érythéme cutané en regard des zones de pulvérisation, effet
pro-inflammatoire initial du gaz froid sur les paramétres cliniques sans conséquence sur
I’inflammation biologique mesurée a J14). Sur le plan biologique, la glace semblait également
avoir un effet systémique supérieur chez le rat avec une baisse des taux plasmatiques d’IL-6 et
de VEGF a J14 en plus de la baisse des taux d’IL-17A constatée dans les deux groupes. Chez
I’homme, la glace semblait faire baisser les taux d’IL-6 de facon plus marquée dans le liquide

synovial sous réserve d’un manque de puissance dans le groupe traité¢ par CO2 pulsé.

Le groupe contrdle choisi chez I’homme était le genou controlatéral en cas de biarthrite
(effectifs encore insuffisants pour conclure) mais les études chez les rats AIA étaient
controlées (versus AIA non traités et versus controles non AIA) ce qui renforce la validité des

résultats cliniques et biologiques obtenus dans le cadre de ce travail.
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Le fait que les effets anti-cytokiniques puissent étre plus marqués localement (PCR des pattes
arriéres dans le modéle d’AlIA, liquide articulaire des patients traités par cryothérapie) que sur
le plan systémique (plasma des rats AIA traités par cryothérapie locale) peut aisément se

concevoir dans le cadre d’un traitement appliqué localement.

L’axe IL-6 / IL-17 joue un role majeur dans la génése, 1’activité et I’évolution structurale des
rhumatismes inflammatoires (PR, spondyloarthrites notamment), IL-6 étant un facteur-clé de
la différenciation Th-17, notamment dans les modeles murins d’arthrite tels que ’AIA [12—
14]. Le fait que la cryothérapie locale appliquée ponctuellement inhibe 1’expression d’IL-6
mais pas celle d’IL-17A (culture de rotules de rats AIA, liquide articulaire des patients
arthritiques) tandis que la cryothérapie au long cours inhibe IL-6 et IL-17A (PCR sur pattes
arrieres de rats AIA, plasma des rats AIA traités par glace) pourrait étre liée au fait que
I’hypothermie tissulaire modérée inhibe la voie NF-kB (impliquée dans la production de
cytokines, notamment IL-6, par les macrophages synoviaux) plus précocément que la voie
COX-2 [34], cette derniére inhibant plus spécifiquement les cellules Th-17 [16]. De plus, IL-6
étant un facteur-clé de la différenciation Th-17, I’effet inhibiteur de la cryothérapie sur IL-6
pourrait entrainer secondairement une down-régulation plus retardée de la voie Th-17. Un
modele explicatif de cet effet anti-IL-6 précoce et anti-IL-17 plus tardif de la cryothérapie

locale est proposé¢ dans la Fig. 18.

85



Figure 18. Modéle explicatif de I’effet anti-IL-6 et
anti-IL-17 de la cryothérapie locale dans I’arthrite.

Hypothermie

tissulaire I Boucle autocrine

pro-inflammatoire de
’iL-17

Macrophage
synovial,
synoviocyte,
fibroblaste

Lymphocyte Th-17
synovial

3 Boucle de retrocontrole pro-inflammatoire de I'lL-17

1.La cryothérapie locale pourrait induire une hypothermie tissulaire modérée dans I'articulation arthritigue [75], inhibant le métabolisme enzymatique des voies
NF-KB puis COX-2 [34]. La down-regulation de NF-KB pourrait inhiber la transcription des génes codant pour IL-6 et COX-2.

2.L'inhibition de la production d'IL-6 pourrait inhiber secondairementla polarisation Th-17 [12,13]. L'inhibition de la voie de la COX-2 pourrait également inhiber la
différenciation Th-17 induite par PGE-2 [16] et IL-6 [14], réduisant ainsi la boucle autocrine pro-inflammatoire IL-17 dépendante [15,16].

3.La boucle de rétrocontrile pro-inflammatoire IL-17 dépendante pourrait étre ensuite inhibée par la baisse des taux de protéine IL-17, ce qui réduirait en retour
la production d'IL-6 par les macrophages, synoviocytes et fibroblastes [16]. Les niveaux réduits d'IL-6 et d'IL-17 inhiberaient encore davantage la production de
NF-KB en interrompant la boucle de rétrocontrole pro-inflammatoire NF-kB dépendante [6,7].

L’effet anti-angiogénique de la cryothérapie par inhibition de la voie du VEGF (liquide
articulaire de patients arthritiques, cultures de rotules, plasma des rats AIA traités) est
¢galement une donnée nouvelle. Il n’a pas été réalisé de PCR sur les pattes arrieres de rats
AIA pour cette cible en raison de niveaux d’expression faibles dans les broyats de pattes

arriéres sur une expérience préliminaire (données non montrées).

Les résultats concernant 1’effet de la cryothérapie locale sur I’expression d’IL-1f étaient plus
discordants (baisse dans le liquide articulaire des patients arthritiques, pas d’effet dans les
expériences de culture de rotules de rats AIA, baisse de la transcription du geéne dans les
pattes arrieres des rats AIA aprés 14 jours de traitement mais avec une tendance a
I’augmentation des taux plasmatiques chez les animaux traités par glace). Un dosage associé
de I’antagoniste naturel de I’IL-1pB (IL-1RA) pourrait permettre de mieux préciser les effets de

la cryothérapie sur cet axe cytokinique, qui représente toutefois une cible thérapeutique moins
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pertinente dans les rhumatismes inflammatoires chez I’homme, notamment la PR (dont I’AIA

est un modele murin) et la spondyloarthrite [97].

IX-  CONCLUSION GLOBALE ET PERSPECTIVES.

En conclusion, nous avons démontré pour la premicre fois un effet anti-inflammatoire
clinique et biologique de la cryothérapie locale (Glace et CO2 pulsé€) en application courte
(deux applications chez les patients arthritiques et hypothermie ponctuelle dans le modele de
culture de rotules de rats AIA) ou sub-chronique (rats AIA traités pendant 14 jours), chez

I’homme et chez I’animal, in vivo et in vitro.

Les effets cliniques étaient significatifs sur la douleur (patients), le score d’arthrite et le

diametre des pattes arriéres (rats AIA).

Les effets biologiques concernaient essentiellement 1’axe IL-6 / IL-17 sur les plans génique et

protéique, local et systémique.

Dans I’AIA, les effets cliniques apparaissaient essentiellement a partir de 5-6 jours de
traitement par glace avec deux applications par jour. Cela suggere que la cryothérapie locale
pourrait nécessiter des durées d’application plus prolongées que celles utilisées en soin

courant pour obtenir un effet antalgique et anti-inflammatoire optimal.

Les modalités d’application devront également étre évaluées afin d’optimiser la balance entre
les effets anti-inflammatoires et pro-inflammatoires potentiels de la cryothérapie locale,
notamment concernant 1’application sub-chronique de gaz froid chez le rat (effet clinique pro-
inflammatoire initial, mais avec ensuite une amélioration des parametres cliniques de I’AIA et

un effet biologique anti-inflammatoire local et systémique apres 14 jours d’application).

Cet effet principalement médié par 1’axe IL-6 / IL-17 de la cryothérapie locale (sans effet anti-

TNF) pourrait également suggérer un effet adjuvant et synergique de la cryothérapie locale
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potentiellement plus important chez les patients traités par anti-TNF-o comparativement aux
traitements par anti-IL-6 (tocilizumab) ou anti-IL-17 (secukinumab prochainement disponible

dans la spondyloarthrite).

Cet effet anti-inflammatoire local et systémique de la cryothérapie locale pourrait 1égitimer la
réalisation d’essais contrdlés randomisés versus AINS et corticoides chez ’homme et chez
I’animal afin de mieux préciser la place de la cryothérapie en tant que traitement adjuvant
dans les stratégies thérapeutiques des rhumatismes inflammatoires. La cryothérapie présentant
un excellent rapport cotlit / bénéfice / risque (avec une trés bonne tolérance dans les études
CDRI et ALGGAR), elle pourrait représenter une alternative (notamment en application sub-
chronique sur des durées plus longues d’environ 14 jours) moins iatrogéne aux traitements
anti-inflammatoires classiques utilisés a titre adjuvant dans les rhumatismes inflammatoires
chroniques (AINS, corticoides), ou permettre au moins une €pargne médicamenteuse pour

limiter le risque de iatrogénie, notamment chez les patients agés ou fragiles.

Concernant les mécanismes biologiques, les expériences sur le modéele murin d’AIA et le
liquide articulaire des patients arthritiques pourraient étre complétées par des dosages
complémentaires (NF-kB, COX-2 au niveau génique et protéique, dosage des cytokines par
Western-Blot (en cours sur les échantillons de pattes arrieres de rats AIA), PCR VEGF dans
les broyats de pattes arrieres de rats AIA traités, dosages d’IL-1RA, d’IL-23 — acteur majeur
de la différenciation Th-17 dans la spondyloarthrite, ...) afin de mieux caractériser les
mécanismes moléculaires d’action de la cryothérapie locale dans les rhumatismes
inflammatoires. Des échantillons de liquide articulaire de patients arthritiques (banque de
liquide articulaire a I’EFS) ainsi que des broyats de pattes arrieres de rats AIA traités ou non
par cryothérapie sont encore utilisables pour des expériences complémentaires. Les aortes
recueillies sur les rats AIA pourraient également permettre de rechercher d’éventuels effets de

la cryothérapie locale sur la dysfonction endothéliale (voie de 1’arginase). Les effets de la
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cryothérapie locale sur les scores radiologiques et anatomopathologiques des rats AIA
pourraient également faire I’objet d’autres études. Nous envisageons ¢galement de réaliser des
analyses métabolomiques (liquide articulaire de patients arthritiques) afin d’évaluer les effets
de la cryothérapie sur les agents du stress oxydatif (collaboration avec le Pr Dugué¢ du CHRU

de Poitiers).

La cryothérapie corps entier pourrait également faire 1’objet d’évaluations de ce type chez
I’homme et chez I’animal, méme si aucune donnée actuelle ne suggere de supériorité de cette

technique, par ailleurs plus coliteuse, sur la cryothérapie locale [22].

D’autres projets et collaborations sont en cours autour de I’axe « cryothérapie », qui a été

labélisé par la FHU INCREASE :

-Effets de I’immersion en eau froide dans le cadre d’une collaboration internationale avec
I’université de Santa Catarina (UDESC - Florianopolis - Brésil) avec la venue de Daniele

Peres, doctorante brésilienne.

- Etude Rhumatex pilotée par le Dr Clément Prati sur les effets de la cryothérapie et de

I’exercice physique sur la CRP dans la PR.

- La collaboration avec le Brésil s’est par ailleurs traduite par une mobilit¢ de X.G a
Florianopolis (1%-15 octobre 2016) afin de prolonger les études CDRI et ALGGAR chez des
patients PR brésiliens (population ayant un acceés moindre aux biothérapies), en testant des
durées d’application plus prolongées (deux applications par jour pendant 14 jours) et avec
inclusion de groupes de patients controles (non traités, AINS, corticoides ou exercice
physique pendant 14 jours) en collaboration avec le Pr Susana Cristina Domenech
(Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) - Centro de Ciéncias da Satude ¢ do
Esporte - Departamento de Ciéncias da Saude - Laboratério de Instrumentacdo — LABIN. Rua

Paschoal Simone, 358. 88080-350 Floriandpolis - SC Brasil Tel: +55 48 36648671) et le Pr
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Ivanio Pereira, chef du service de rhumatologie de I’hdpital fédéral de Florianopolis (UFSC —
UNISUL-SC). Une nouvelle étude comparative est par ailleurs prévue sur le modéle d’arthrite
a I’adjuvant (cryothérapie par glace versus exercice, AINS et corticoides dans 1I’AIA pendant
14 jours avec induction secondaire d’un sepsis), en collaboration avec le Pr Jamil du
département de pharmacologie de 1’université¢ fédérale de Florianopolis (UFSC) et le Pr

Deborah de Camargo Hizume Kunzler (DFIS - UDESC).
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PR: polyarthrite thumatoide

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

IL-1PB : Interleukine 1béta

IL-6: Interleukine 6

TNF-a: tumor necrosis factor alpha

IL-17: Interleukine 17

NF-kB: Nuclear Factor kappa BAINS: anti-inflammatoires non stéroidiens

COX-2: cyclo-oxygenase 2

AIA: arthrite a I’adjuvant

CIA : arthrite au collageéne

AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens

DAS-28: disease activity score (28 joints)
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NO: oxyde nitrique

DMARD:s: disease modifying anti-rheumatic drugs

PnN: polynucléaires neutrophiles.

XII- ANNEXES.
A. Articles.

- Article 1.
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Cryotherapy in inflammatory
rheumatic diseases:
a systematic review

Expert Rev. Chin. Immunal. Early anline, 1-14 (2014)

The aim of this article was to review cument evidence about cryotherapy in inflammatory
rheumatic diseases (therapeutic and biclogical effects). For therapeutic effects, we performed
a systeratic review (PubMed, EMBASE, Cochrane Library, LILACS databases, unpublished
data) and selected studies including non-operated and non-infected arthritic patients treated
with local cryotherapy or whaebody cryotherapy. By pooling & studies induding
257 rheumatoid arthritis (RA) patients, we showed a significant decrease in pain visual
analpgic scale (mm) and 284oint disease adtivity score after chronic cryotherapy in RA
patients. For molecular pathways, local ayotherapy induces an intrajoint temperature
decrease, which might dowrnregulate several mediators invohied in joint inflammation and
destruction {cytokines, cartilage-degrading enzymes, proangiogenic factors), but studies in RA
are rare. Cryotherapy should be induded in RA therapeutic strategies as an adjunct therapy,
with potential corticosteroid and nonsteroidal anti-inflammatory drug dosesparing effects
Howewver, technigues and protocok should be more precsely defined in randomized

=

mntrolled trak with stronger methodology.

[Kevwonts cyoferapy « Cylakine « DASIE ¢ enzynes » pan VAS

Inflammarory joinr diseases, such as rhenmaroid
arthrids (FA), represent a major public health
concern, with borh synovial nflammaton caus-
ing joint destrucrion, pain and disabilicy (1] and
systemic inflimmarion thoughr m increase car-
diovascubar risk and momality [23). Recendy,
progres in immunology provided new them-
peurc mrges and new drugs such as biologic
agenrs allowing o achieve clinical emission and
prevent joint destruction 45]. These trearments,
however, remain expensive, with mre bur
potentially life-threarening side effeas such as
infecrions |4, Long-term nonsteroidal anc-
infimmarory drugs (NSAIDs) and corticoste-
mids also have a welkknown raxidiy 7). 5o the
development of adjunct therapies in order w
spare hiologic and cordcosweroid doses is a key
focus in these diseases.

Cryotherapy is used empirically in a wide
mnge of rheumarc dissses a5 a sympomaric
reament, with well-known analgesic, ant-
phlogiste, myordaxing, vasoconstactve, and-
infhmmarary, enzyme-blodcing and andoxida-
tve effecrs po1o]. It can be wed nor only in
infbmmarory joint diseases (such as crysral-

induced arthrids, sponddoarthrids and RA g
bur also in such painful rhenmartic condition as
osteoarthnds (8], fibromyalgia i), shoulder
capsulics [12] and muscle damage 13, Whale-
body cryotherapy (WBC) abo showed effecs
on bone biomarkers p4). This adjunc mer-
ment is cheap (ar least for local cryotherapy
[LCD and generally well wlerated p5a6). Tech-
nical modalines  (local'general  applicarion,
dumton, number of sessions [17], and physical
form) are very diveme and lack smndardiza-
tion iz This widespread use conress with a
poor level of evidence ). Cryotherapy has
heen shown o decrease incm-amicubr rempera-
ture (T7C) in human knees o 30°C [1am).
This intmjoint wmperarure is in the same
range as therapendc mild hypothermia used in
several orher medical fields. Mild hyporhemia
(28-3"C) has shown anci-infammarory effects
in halthy subjecrs (2027 and in wery divese
pathologies such as  cercbml  ischemia in
humans 23] and murine models (23], oau-
maric tesue injury in murine models [5.2) and
humans (7], hemomragic shock in ras ), car-
diac arest in humans (29, coma in pigs (%],
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comnary artery o cardiopulmorary bypass in humans (],
aomic ischemia/mperfusion in mice [32), mechanical ventlanon
in ram [3334, postexercise hyperthermia in humans (33, age-
related macular degenerarion in culnire experiments using a reri-
nal cell line (39 and pancreritis in ras (37, These smdies
showed porential effecs on impomant malecular’cellular mecha-
nisms involved in synovial infhmmarion and joine desrruction
such as proinfhmmarory cyrokines [ma33s), VEGF (3], enzy-
maric pathways (mewmllo proteinases (3340, colbigenase [4]), adhe-
sion molecules (BCAM-1) and whie blood el infileeace
formarion in ras 2] and humans (4], oxddatve stess in racs [24)
and humans (44, norepinephrine in humans passaq. This sug-
gess porential therapeuric effecs in inflammarory rheunarc
diseases such a5 BA, 2 some of these molecubr pathways are
known w be reared o pain, dismse aaiity scores induding
28-pint disease acrivity score (DAS2E), biokgical infimmarion
and radiologic joint damage.

The aim of this article is w review dam and evidence concern-
ing cryotherapy's effecs in inflammatory theumaric diseases.

First, we performed a sysemaric review of the lirerarure
abour cryotherapy’s therapewric effeas in rheumaric inflamma-
wry joine discases. The primary endpoins wer pain asessed
by visual analogic scale (VAS) and DAS2E. The scondary end-
point were tolerance and molecular and-infimmarary effecs
af cryotherapy in these diseases.

Cryotherapy effects on pain & disease activity in rheu-
matoid arthritis: systematic review

Methods

We followed the PRISMA smement checklist for mera-analysis
and sysermrnic review quality crieena [47).

Searching

We used PubMed, EMBASE, LILACS and Cochrane library dara-
bases. Keywords "cryotherapy,” ‘cryotherapy arthnns,” ‘cryotherapy
inflammarion,” ‘cold,’ ‘oold ardhrics,” ‘eryosdmuladon’ and “WHC
were ed alone and in combimton. We considered amicles with
available ahstracrs in English, German, Spanih, French language
and in referenced joumals from their inceprion to March 2013,
We ako manually screened references cited in the selecred arridles,
considered ahstraces from rheumarology congresses (ACR, EULAR
since 2001).

As concerns unpublished dawa, we considered the Intemadonal
Standard Randomised Conrrolled Trial Mumber Register (1],
The Madonal Insdme of Health 1@] and the WHO pea]. The
screening was performed by owo independent reviewes with dis-
cussion when needed in order w reach consensus.

Eligibility & study selection

Selecrion criteria for cryotherapy therapewric effear evalton
were studies including inflammarory rheumaric disease parens
(i.e, RA, microcrysak, peripheml spondyloarthrds) meated
with LC or WEBC, with endpoints evaluaring pain and joint
dissase acivity (pain VAS, erwthrooyre sedimenrarion e,
Cereacrive protein, DASZE and Doppler acovigy). Ardcles

abour poswoperative joint cyotherapy and infecdows diseases
were exduded We selecred orginal arddes, absracs, reviews
and mera-anabyses. Duplicares were remaoved.

Quality amessmeant

For aryothempy therapeudc effecs, we analyzed rechnical oryo-
thempy modalities in dewail (physical form and device, dura-
tion, skin ar joinr emperane).

The methodalogy was also evaluared: smdy population, ran-
domizaton, blinding, conrral groups (other therapeuric modal-
ities such as pharmacological meammenrs, physical therapy,
different eryorherapy rechniques or placebo groups), wirhdrawal
and dropour repoming, a well a5 potential confounders (corn-
costemids, MSAIDs, bhiologics, physical exercise, kinesitherapy,
BMI, comsidered joinr) when asessed in rthe studies. Dana
exmacton was performed by rwo independenr reviewers.

Therefore, we assessed study qualicy based on specific vali-
dated scores depending on the smdy design. A JADAD 5-point
scale was used for randomized conmolled wials [«]. For non-
randomized smdies, we used the Mewcawsde—Omwa Scalke
(NOS) sysem (09 [w4]. Furthermore, a JADAD 11-poinc
scale ps) was applied to all the seleaed studies wharever their
design in order to compare them globally and ro provide a gen-
el qualimive overview. Smdies thar scored six or higher using
JADAD 1l-poinc scale (3/5 with JADAID-5 and 39 with
MNOS) were considered to be of higher quality. This qualiry
assessment was also performed by owo independent reviewers.

Quantitative data synthesis

Most ourcomes were confnuous in mmre (pain VAS,
DASZR). When pooling dam from different trals was possible,
the principal measures of effect were meams & 5D (weighred
mean differences beforefafter aryotherapy or rdatve to conraol
groups when posible). Hewrogeneity was asesed graphically
with 95% confidence inrervals and smrsdcally tested using
Fisher's variance comparison wss. Hewemgeneiry threshold was
calaulared for each primary ourcome (F = 2.73 or grearer was
significantly hetemgeneous for pain VAS in padenss rreared
with LC, F = 27 for pain VAS in WBC-mered patents,
F = 273 for DASZE in LC-reared pariens and F = 312 in
WBC-treared patients). We wsed a fixed effect model. Poaoled
means + S50 wew compared beforefafter ayorhermpy (within-
group effecr size; paired ©resE; o sk 5%) and the mean dif
ferences  beforefafter tmarment  were compared  beoween
cryotherapy-weated padents and conrml groups when available
(berween-group effect size; unpaired 1 resE; = 5% variance
comparison using Fisher's rest).

D were analyzed using Stariew™ (SAS Insdmee Inc. Ver
sion 5.0) device. There were no & prisr sensitivity and sub-
group analyses. We also considered unpublished da in order
ro minimize publication hias.

Results
Flowchart
The Flowcham is shown in fanz 1.
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Screaning rasufts 5 : = :
PubMed search (in English with absracts) é" mmmﬂadlmum 25 additional records identified
displayed 11,344 cirarians for ‘cryotherapy’ 5 database searching through other sources
keyword on 4 March 2013, The keywords 2 l
‘cryothempy arthrins’, “aryotherapy inflam-
maton’, “WBC, ‘cold, ‘cold arthirs’, £ ‘ 511 records after duplicates removed ‘
‘cold inflammarion” and “oryosimularion’ g
showed 67, 346, 331, 108, 707, 733, 4355 2 1
and 31 results, respecrively. 124 reconds excluded
EMBASE darsbase displayed 23,228 ‘ 148 records screensd ’_‘
cimdons  for  Coyotherapy  keyword, l YT E R ———
22632 resubs for ‘cold’, 1784 resuls for £ review arficles 5.1
‘cold arthrris', 445 resuls for ‘aryothenpy 5 22 full-text arficles assessed for eligibility — § iate outcome 51
arthriris’, 95 resuls for “WBCY, 17,445 @ wmlu_mﬂmmﬂ:ﬂh]
resuls for ‘cold  inflammadon’, 3402 l e Ay P I\rﬂ.mH
resules for ‘cryothempy inflammaron” and ‘ 13 studies included in qualitative synihesis ‘ [=5.58 or SD values (57,5,
32 resulis for ‘cryostimularion’.
The LILACS dambase disphiyed 230 |
results for ‘crpotherapy’ keyword, 1 for g ‘ & studies included in quantitative synthesis ‘
‘cryotherapy amhrins’, 7 for ‘cryotherapy S (meta-analysis)
inflammation’, 52 for "WBC', 1479 resuls 2

fior “cold” keyword, 6 for *cold arhrids’, 19
for ‘cold nflammaron’ and 34 resuls for
‘cryostimularion’.

In EULAR congpess absrmacts, we found
17 and 132 absraas relared w ey thempy’
and ‘cold, respectively, since 2001 on
EUTAR wehsie (ACR wehsie: 21 absracs relared w0 ‘oold’ in
2006-2011, none relared 1o *cryorherapy’).

The Inwmardonal Sandard Randomised Conmraolled Trial
Mumber Regisier website displayed 15 resulws for *ayothempy
keyword and 99 msuls for ‘cold” keyword. The Marional Insti-
s of Health wehsite displayed 188 resulss for “aryothempy’
kepword (4 for ‘cyotherapy arthiris’, 5 for “WEBC') and
645 resuls for ‘cold’ keyword (16 for “cold archriris’). The
WHO website displayed 1830 resules for *aryotherapy” keyword
(56 for ‘cryotherapy arthrids’, 22 for ‘whaole body cryotherapy’)
and 3,020 resules for ‘cold’ keyword (949 for ‘cold archricis”).

Artide selaction process

First, articles were excluded on the basis of ride and absmrace
numerous records dealing with complerely different sdenrific or
medical fields such & demmamwlogy, gynecology, umlogy, onool-
ogy, ophrhalmaology, infecdous or lung diseases, chemistory, erc.,
very low emperame cell lysingcryotherapy, loml cryotherapy
not applied to joint spine, erc. After duplicare removal, we
found 511 mcords porentally dealing with ayotherapy in all
types of joinr discases according ro the ddes and absmracs, Afwer
applying eigibility criteria, we screened 146 porentially relevant
references in the fiedd of therapeutic cryotherapy in inflamma-
tory joinr diseases.

Then, we exduded 124 amides for the following reasons:
duplicares, amicles related w postoperative cryotherapy, nonin-
flammarory  diseases, nonrheumarologic diseases, with inad-
equate outcoms of endpoint, lacking accuracy in cryotherapy

Figure 1. Study selection process.

DAS2E: Z8-joint Disease Activity Score fcomposte score including patient VAS for disease
activity, acute-phase resctant (enythrocyte sedimentation rate or C-reactive proteing, tender
joint count and swallen joint score); LC: Local cryotherapy; RCT: Randomized controlled trial;
SD: Standard deviation; VAS: Visual Analogic Scale; WBC: Whole-body cryotherapy.

echnical descriprion or numerical data repordng, with full e
not available and insufficient dam in the abstract.

A Cochrane met-analysis induding five RCT abour crvotherapy
in RA 43539 was published in 2001 and updared in 2001 1.
Maone of these aicles were app o priate o be used in our me-anal-
yais, 2 summanized in Do 1. Two of the smdies were performed in
operated parients [45s0]. The outcomes Jes] or ouome mesures
were imappropriare o our analysis ges2s). Cold applicadon was
also probably insufficient in intensity [4330], in duratdon (51 or
penodiciry (31-53. Furthermore, hot packs used in three of the sud-
ies 25253 could have proinflimmarory properties o] and cherefore
do not seem 1o be relevant mearments for contral growp.

The remaining amicles (22 articles including & RCTs for
therapeuric offects) were assessed for further evaluarion on the
basis of full-vext artcle when available. Nine arddes were fur-
ther excduded [s2051-55.

The 13 remaining smdies were porentally approprae w be
induded in a memramalyis, There were five RCTs, oo nonrandom-
ed conmolled smdies, three studics comparing several ervothempy
techniques in parllel mement ams and three nonconmolled snud-
ies. Seven amides dealr with local cryothempy jgs5.64, four with
WHLC 5] and rwo with both taane 1) (@749,

Charactenstics of the sudies selected for guantitative analygs
foyotherapy therapeutic effects)

Study chamceristcs and quality assesment resules are summar-
ized in Tamzz.

The endpoints were compared hefore and after crpotherapy.
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Cryotherapy modalites (rechnique, remperarure, durarion
and periodicity) were hererogeneous. The main porendal con-
founders were asessed when possible: Comioosieroid, WSAID,
disease acuvity-modifying drg (DMARD), biologic intake,
kinesitherapy, physical exercise, mom remperarure. No sedous
adverse evenr was reported in any of the smdies.

We could only peform a pooled quantcative analysis for rwo
endpoinrs: pain VAS and DAS28 in BA padenrs. For thar pur-
pose, six smdies were included in the quandrarive dara
analysis (T 2) [s4ésé7-2571]. Reasons for exduding the seven
other smdies [s39-s25585) were: one duplicare (&), impaossibiliy
o combine dara for power Doppler hypemigml endpoine due
o different evaluaton scores 55-21], a5 for gour parients: too dif
ferent designs (261, one study mived parients suffering from her-
erogeneons  rheumatic  dieeses  (inflammanoy s well
noninflimmarory) (&), Sranb and Hirvonen's studies were con-
sidered a5 duplicares as chey were performed, ar least pardy, in
the mme patient cohorr o). For WEBC, we only considered -
10°C-weared parients in Hironen's snady ol

Mo change in pharmalogical
treatment,
exercise, skin temperature,

EMI; NA

Associated kinestherapy
Associated kinesitherapy and

Bias/confounders

40101
511
530101
m

1ADADT
J ant-nfammatoy drug O Outcome mesumment N335 sore); Pain VAS: pan Msual Ana

3 3
§ q% E ,-E " Results: study quality assessment
gg 'g @ 'g = Six smdies induding 257 RA pariens were appropriare © be
& E E included in quantidve data synthesis. There was one RCT
Eg gw% B gg B with 40 patents meeing the indusion criteria [7d, rwo oon-
agg ia = =L wolled wiak [2.4], owo sudies comparing paralld cryotherapy
£ 55 R a1

Relevant endpoints  JADAD 5/

reament groups (7.4] and one nonconrmlled smdy (=),

The RCT scored 2 our of 5 (JADADS scope) [70]. As for
the five noncontrolled studies, the mean BOS qualiy soore
was 5 & 1.2 pasisssn). Overall, the mean JADAD1 1 score for
the s selecred studies was 48 & 1.9, The quality scores for
each smdy are disphyed in Tame 2.

BEAD-
lbgc; BA: Bheumataid acfvits; BCTs B Randomization: 5 Samping. Scale DASZE- 28 pintdssas actvity scare iompasie som incuding patert VAS for dsease adlivity, auie-phase reactant £58 or CRF), tendar

ot court and saalen jom som) T Temperatum; W Withdrawak (|ADAD score) ) WEBC: Whale-hody cpathesmpy

Dats taken fom the dted artcies.

Lowy frequency
(20-40 Hz, 57 mT;
D min; n =

magnetic fiekd

group (n)
17 patients) +
esitheropy
hane

Results: heterogeneity assessment

We could only perform quandrarive amalysis for owo end-
points: pain VAS (mm) and DAS28 in BA padents after
chronic applicarion (7—15 days) (hommz & 3) E3sise am].

There was no significant hewemgeneiry berween smdies for
main VAS and DAS2E in LC or WBC-reated patents, as
shown in Benm 2 & 3, disphying means and 95% confidence
inrervals. Fisher's tests showed FO = 1.48; p: [0.2; 0.3] for
pain VAS after local covotherapy (Fumms 201, FO = 1.44; p: [0.2;
0.3] for DAS28 after local ayorhempy (Bane my, FO = 1.07;
e [0.3% 0.5) for pain VAS after WBC (Bamz3y, FO = 0.47; p:
[0.5% 0.9] for DAS2E after WEBC (Fanz 381,

Paired r-tess were used o assess pain WVAS and DASIS
evoludon afier aryotherapy.

As concems local cryotherapy, the mean number of cold
applications was 17.1 (ranging from 10 w 20), mean wmper-
arure of 70.3°C (<30 o -160) applied for 115 min (3-30).

As for WEBC and pain VAS (mm), the mean number of
applicarions was 202 (8—30) ara men wemperarure of -126.5°C
110 o -160) during 3.2 min (2-5).

Considering WEBC and DASZE, the mean number of applica-
tons was 144 (8—=20) ar a empernire of -110°C during 2.8 min
(2-3),

¥ MA: ot

& days

Cryotherapy modalities Control

—+ ‘Complex therapy’ for
twice a day (6 h inferval)
for 15 days) + actve

exercises (45 min}

WEBC 110°C for 3 min;
WEC -160°C; 3-5 min;

ance a
day) + kinestherapy

WEC fn = 15
WEC

32 patients)  patients)
41 patients)

ACE: Amedcan Colege of Bheumaiology (Diagnostc citeria for rheumnaiod artiits]; & Binding: BASDA: Bath Ankyiosng spondylits Dissase Activity Indes; O Contral grougs; CRP: Coreactive pmitein; DAAARD - Dinease

—
-
8
=
]
n
B
-
g
2
[}
E
g
o
E
o
£
-
B
-
3
o
=
3
[~
+=
=
[
Y
g
£
e
L=
L]
§
=
Ly
. ]
e
4
g
£
~
=
s
-

vty madifyng drug; 58 Erdbracye sedmentaion rate; LT Local O

Pathology/ LCWBC (n)
RA (ACR;

n

RA (ACR;

n

dot 1001586/1 74466620201 4. 80086 Expers fier Clin framunal
RIGHTS LI N Ky

104



Expert Review af Chmcal Immunalagy Downloaded from mformahealibcare. com by Universiie De Franche Camte an 12726113
Fir personal wie only

Cryotherapy in inflarmmatory heurnatic dseasas m

(&) Hetrogeneity: FO = 1.48; p: [0.2:0.3]

. packs'cold air (-30°C) —
n=20

air (-35°C) - n=20
A 55 LC2 — pain VAS —

——

n=20

Stud jes

air (-60°C) —n = 20
B Pooled data — n= 80

T T
-60 -40 -20 i) 20
Pain VAS (mmj; mean differences befora/after
lozal cryotherapy with 95% C1

# [ LC — pain VAS — cold

| (&3 LCA — pain VAS — cold

liquid nitrogen (-160°C) —
@ [54) LC — pain VAS — cold

{H) Hetrogensity: FO = 1.44; p: [0.2;0.9]
# [y LC - DAS28 — cold

1

1

H packs/cold air (-30°C) —
|—.—| i

! n=20

i B [ LC1 — DAS28 — cold
—a———  ar(-35°C)-n=20

A [ELC2 - DAS2E —
liquid nitrogen (-160°C)
-N=

@ B4 LC - DAS28 — cold
air (-60°C) —n=20

[l Pooled data — n= 80

T T T T T 1

2 45 4 0£H5 O 05 A

DAS28; mean diffierences befora/afier
local cryotherapy with B5% CI

Figure 2. Effects of local ayotherapy on pain. WAS (A) and DASZS (B).
DASZE: 26-joint disease Activity Score {composite score including patient VAS for disease activity, acute-phase reactant {erythrocyte
sedimentation rate or C-reactive protein), tender joint count and swollen joint scorel; LC: Local oyotherapy; WAS: Visual Analogue Scale.

Data taken from the cited artices.

Results: primary outoomes (pain VAS & DAS2E)

As congerns pain, LC (cold packs, cold air, liquid nirrogen
applied on 1-5 joines) significantly reduced pain VAS (mm)
in B0 RA parients originating from three studies jgasdrd,
with 20 of these parients were included ina RCT (o). Mean

(&) Hetrogensity: FO = 1.07; p: [0.3; 0.5]
# 25 WEBC — pain VAS —

i
m i (-110°C) - n=48
1
| mpmWBC - pain VAS
i {-110°C) - n=20
— |
0 & E7WEBC — pain VAS -
w : (-110°C) - n=15
K i
0
é 1 ® 128 WBC - pain VAS -
{-160°C) — n =41
—a— [ Pooled data —n = 124
——

T T T T 1
40 30 20 -0 1
Fain VAS (mm); maan differences beforafafier
WBC with 95% Cl

i
1
I
1
1
1
I
1
1
1
I
I
1]

pain VAS decreased from 59.10 & 25.86 (95% CI: 42.17-
75.403) o 33.55 + 20,77 (95% Cl: 26.07-56.33) afer LC
(p = 0.000002). WEBC also significandy decreased pain VAS
in 124 BA padents from 4 studies [ss-gs70] (20 patents ori-
ginated from a RCT [s€]. Mean pain VAS decreased from

{B) Hetrogensity: FO = 0.47; p: [0.5; 0.0]

& |55 WEC - DAS28 -
{-110°C) -n= 48

W 7o WBC - DAS28 -
{-110°C) -n=20

A ENWBC - DAS28 —
{-110°C) -n=15

B Pooled data —n = 83

——

|
|

—

i
I T T I 1
-15 -1 0.5 0 05
DAS2B; mean difierences belora'afier
WBC with 95% Cl

Figure 3. Effects of whole-body cryotherapy on pain. VAS (A) and DASZE (B). Mean differences in pain VAS imm} or

DASZE beforefatter LT or WEC are represented for each of the six studies included in the meta-analysis [63.64.66-68,70], with 95% confi-
dence intervaks. Heterogenety was akso tested wsing Fisher's test (FO and pvalues are shown on the graphs). Design of the studies:
randomized controllied trial [70], controlled trials [63,64], paraliel oryotherapy treatment groups [67,68] and noncontrolled study [66).
DASZE: 28-joint disease Activity Score {composite score including patient VAS for disease activity, acute-phase reactant (erythrocyte
sedimentation rate or C-reactive pratein), tender joint count and swollen joint soref; LC: Lol oyotherapy; VAS: Visual Analogue Scale;

WEC: Whaole-body cryatherapy.
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Table 3. Local cryotherapy techniques.

Physical form

Temperature  Pressure

ke bags ke cubes, mixture of orc Straps for 10-30 min 13-15C im 15-20 min tr2]
water and crushed Fee COmpreson 30 min 1 G'C {minimal value) f20]
Cold packs aintshaped, fledbility  -15C + 10-30 min; three- s
prerefrigerated {CryoCuff™; Polar times a day for
geks Care™) Gelilled cold Tdas
pack (TMP Tishaus® 20 min; Siday 23-34¢C B2
1229 am 20 min 5,57 [s=39]
Gas Cold air {filtered -300C Li] 5 min 9.7C in 5 min HE]|
{thermal shock) ambient air: no =20 to -20°C 10-20 min; day {data not available) jaz]
corsumables) Tdas
Crya 5%: 4000 1/min 3 min 23.7°C after 1 min [15]
3 min 6C B3]
Liquid Mitrogen vapors -160°C a 6.5 min 98T (mnimal value) [z]
{Medivent™) 3 min 12,9°C after 1 min ns]
€0z IEC 50 hars 4552 min @Qiday); 73T w3
microCristals {2-75 bars) flare duration 2°Cin 20-305 ]
{Cryatron™) ok (Jday) 17C

53,15 & 2045 (95% CI: 49.55-50.75) art baseline o
3564 2 2669 mm (95% CLI: 30.94—40.34) after WBC
ip < 0.000002).

As regards disease activity, LC significantly  reduced
DAS2E in B0 BA pariens from 3 smdies [s3s4m), with
20 patents included in a RCT (o). Mean DAS2E decreased
from 545 = 1.37 (9%% CI: 5.14-5.73) ar baseline o
409 & 116 (95% CI: 4.44-4.95) afer LC (p < 0.0001),
which could suggest a syseemic effect of LC thar was applied
on several joints (4—6) in these padents. WBC also signifi-
cantly reduced DAS28 in 83 RA padents from 3 srud-
ies [esgmo), including 20 padents originatng from a
RCT [rol. Mean DAS2E decreased from 427 & 0.83 (99%
ClI: 4.02—4.52) ar baseline w 3.79 « 0.81 (95% CI: 3.56—
4.02) afrer WEBC (p < 0,002).

Results: secondary outcomes (tolermance & physiological
effects)

As concerns wlerance, no major adverse effec was reparred in
any of the sreened smdies. Cryotherapy is overll a well-
wlerated rrearment 15 compared with other adjuner therpies
in BA such a5 cortcoseroids and NSAIDs. The conmaindica-
tons are parienss with systemic lupus erythemamsus, vasculids,
ayoglobulinemi, cold hypesensitvity, allergy or urdearal,
cold-induced bronchespasm, Raynaud’s phenomenon, acrocya-
nosis, sickle oell anemia, skin circularion disorders, parocysmal
cold hemoglobinuria, heam arrhythmia, sympromaric cardiovas-
cular or lung disease, unconmaolled hypenension, advanced dia-
betes mellins and curanenus hypoethesi. It should be avoided
in patients with scleroderma, spinal cord injury or poor circub-
oon (risk of skin lsions such as frosthire, chilbhins or
necrosis). Beyond a cemain application duradon threshaold (for
instance, 20-30 min for cold packs, 2 min for Q0

cryotherapy ar -78°C a indicared in nunufacurers’ insoruc-
tions for use), eryothempy can be painful and proinflammarory.
Amyway, specific insoructions for use should be read carefully
before using any cryorherapy device, espedally & concems
maximal moeommended application duradon. Durng CO cry-
atherapy, skin emperame must be kepr above 2°C, gas blow
must be performed ar 10-15 am from skin surface (4—6 cm for
caold air) (13, the applicadon area must be swepr and ice crystal
formanon on skin surface must be avoided (frosthiee, chilblain
and burn prevention). Cold packs must not be in direct conrace
with the skin. Crotherapy @an also induce nerwe lesions (ic
must be wsed with candon in the vicinity of superfical nerves)
and sdow wound healing. The main cryotherapy rechniques are
summarized in Daw 3 (local ayotherapy) and Tums 4 (whole-
body ayotherapy.

As for ayothempy, physiological effeas in BA, LC may
reduce joint remperanure to abour 30°C in healthy as well as
arthrric human knees for 2 h [s.x).

Smdies in animal models and other medical fields suggest
that mild hypothermia (with local andfor core body cempera-
rures around 30°C) may inhibic whie blood cell infilrare for-
mation [42], proinflimmarory cyokine gene ranscription [2330],
enzymatc pathways such as collagenawses (4], menlloprowi-
nases [3940], proangiogenic agents such as VEGF (3], In BA, cry-
otherapy might decrease  pminflimmarory  cyrokine  and
procealytic enzyme levels, bur smdies are rare. LC agnificandy
decrased serum TNF-0 and tended w decrease semum
IL-6 levels in 40 BA patents [¢3. LC and WBC ended w
decrease serum [L46 levels in 59 BA padents [s5. WEBC signifi-
cantdy decreased serum hismmine levels in 20 RA pariens 1) In
experiments using A synovial colbgenase culured with hunan
collagen fibrik, the aurhos showed a four-time decreased colla-
gen ysis ar 33 versus 36°C (41 In archritic ymosan-injecred

dot 10, 1586/1 7446662 2014. B0 B6
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Table 4. lce-water and whole-body cryotherapy techniques.

Technique Physical form Temperature

ke water 0-20°C

Whole-body ayotherapy

Cryogenic Dehydrated air {Cﬁumemn‘] -60°C to 1400C

chambers Cold air cooled by liquid <{lar2
nitrogen (Zi acdimation
KIR2 OOGH ™) chambers)

-130°C

Dt were taiken fom the cibed adicles.

rabbi, ice chip applicaton caused a nonsignificant decrease in
cell infilrarion and synovial hyperplasia i72]. These results hold
srong thempeutic promises in BA. However, smidies abour cre
otherapy's molecubir effects in RA are scarce and heterogeneous,
so we could not pedorm any quandoadve dara analysis.

Discussion

Pooling 6 studies induding 257 BA patents, we show char
chonic local or WBC (14-20 applicadons) significandy
decreases pain VAS (mm) and DAS2E (within-group effecr size).

As concerns control groups, 16 patients were meated with
‘drug therapy’ and compared with LC-reared patients 4] and
17 patients exposed © magnetc fidds were compared with
WEBC-treared patents [&]. These conrml groups were poody
described, and the studies were not mndomized, so we could
not perform any comparison with pooled mean differences in
cryotherapy-reated  paents nor calculare any  beoween-group
effect size. "We exduded contml groups with hear application
thar has proinflhmmarory effects o). It & of course difficulr to
create placeho goups for aryotherapy. All the patenrs in the
selecred studies received assodared pharmacological rearment.
This drug therapy intke (NSAIDs, cortcoserids, DMARDs
and biologics) was not precisely descrbed in four our of six
studies. However, BA rearment is quite standardized and phar-
macological meament prorocols (drugs and doses) remained
stble before and throughour the smdies, s the varkdons in
pain VAS and DAS28 scores are likely o reflear eryotherapy's
effecrs a5 an adjuncr therapy.

We pooled patients weated with different aryotherapy wechni
ques, because group sizes were not sufficient for separate ana-
lyzes, and becmse no significant difference for considered
endpoines was found berween these rechniques in studies using
parlle]l trerment ams. Morably, we could nor perform any
subgroup analysis comparing cold packs (cooling) o gaenus
cryostimulation in LC-rreared pariens due w insufficient sam-
ple sizes [m]. Cryotherapy protocols wese quite heemogeneous
(duraton, intensity, considered joines, physical agenes, tempera-
rure, duration and perodicity) @ summanzed in Taws 2. The

Pressure  Duration

+ 0-2°C for 20 s {three- [224s]
times a wesk for 12

wesks)

] 2-3 min
2 min {three-times/
wesk; 17 wesls)
2 min; three-times a [a5]
day; 7 days
3 min/day—10 days

12-16C (110%0) [a5]

11°C foream) [=1]

averall quality scores of the selecred studies were quire low, bur
they reflecr curendy available evidence abour cryotherapy.
Studies were mainly limired by a ladk of mndomization and
valid conmral groups. It is obviowsly difficulr w find approprate
phoebo groups for ayothempy. Dropours and  wichd rawals
were also poody repomed. However, as aryothempy is a very
well-tolemed trearment, and as no major side effect was
reported in any of the sdected studies, the amount of mising
dara is likely o be very low:

Impormncly, despite varows eryorherapy modalides and
poental confounders, the six selecred studies showed very
homogeneous resuls (Bass 1.

Unlike Welsh's Cochrane mera-analysis, we exduded articles
dealing with postoperatve cryotherapy, as sumery by imelf
mighr interfere with joinr inflammarion fraws 1 & 2.

Expert commentary & five-year view

Clinical pracice and physiological radonale strongly sugget a
poendal interest of cryotherapy as an adjuncr therapy in rheu-
maric infammarary diseases.

Cryotherapy applied locally on an inflamed joine allows w
reach a 30°C inma-amicubr remperarure plarcan, with a posi-
hly 2-3 h remanent local hypothermin fiz20]. Stoudies conducred
in other medical fields suggest thar it might therefore downre-
gubie such proangiogenic and proinflammarory pathways as
VEGF, proinflammarory orokines and enzymarc acrivities
involved in synovial microvascular hyperphsia, joint inflamma-
fon and desorucdon (Bamsd).

Synovial and spstemic endochelial dysfuncron in RA induce
pain, joint inflammatdon and destrucrion and increased cardio-
vascular morhidity and morwality. Cryotherapy, by upregularing
noradrenalin pathway, could downmegulare IL-6 and -NOS
pathways, which are known o be inwlwed in endothelial dys-
function an inflammadon ). Further studies ar needed ©
snblish these moleaubr effecs of crpotherapy specifically in
BA. Smdies in animal models such & collagen-induced arthrics
or adjuvant-induced arhrids will cerminly lead o a bemer
descriprion of eryothempy effecs on these promising maolecular
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Figure 4. Molecular pathways involved in cryotherpy (proposed model). In rheumatoid arthritis, bocal and systemic inflamma-
tion promote neoangiogeness which in tum favors inflammatory cell infiltrate and proinflammatory oytokine release. (A) After
cold stimulation, the autonomic nervous system is activated [73] and efferent sympathetic neurons release acetylcholine that binds
arnAchR receptor and noradrenaline that binds [i2-adrenoceptor. These ligand—receptor interactions may then inhibit the NFcB
pathway and subsequently downregulate proinflammatory cytokine, oxidative stress agent and adhesion molecule gene transcrip-
tion [23,35,38,73-75]. (B) Moradrenaline ako induces vasoconstriction through a-adrenoceptor binding on the vascular wall [7g],
which could contribute to limit inflammation. Cryotherapy might ako downregulate the expression of proangiogenic factors such
as WEGF [35]. (€} Cryctherapy might also downregulate important enzymatic pathways invohved in joint inflammation and
destruction [39.59,77.78). Citations refer to studies conducted in humans [23,35,39,41,69.71.73,76-74], human cell [41] or cell line [35]
cultures, rats [24,38,40,42 84], mice [23,32], dogs [76] and two review artides [74,75].

FCAM-1: Interceliular adhesion maolecule-1; HNOS: Inducible NO-synthass; MMP: Metalloproteinass; PGE2: Prostaglandin E2;

WAS: Visual Analogic Scale; WEC: Whole-body cryotherapy.
Data taken from the articles cited below and in the figure.

trgers in the fidd of thenmarology, as alweady the case in nen-
rology for instance, with well-known thempeuric effects of mild
hypothermia after brain ischemia j324).

We could show a significnr decrease in pain VAS (mm) and
DAS2E in BA parients after chronic LC as well @ WEC (within-
group effecr size). This resulc was remadeably consmnr among, the
six selected smudies Fwmme n. However, we could not calaulare any
berween-group effecsize becanse availible contmol groups were
small and merhodologically unsarisfying. Randomized trials wich
valid conmal groups and swonger methodology are required in
arder o measure this effecr size more accurmrely.

In light of the resulis of this systemaric review and consider-
ing a solid hiological moomle, eryotherapy deserves to be eval-
uared as a full cherapeutic opton in patens withour any
comicosteroid, NSAID, DMARD, hiologic or physical theepy.

Shom-term cryotherapy effecs should also be addesed. LC
applied once w an inflamed joint has been shown o decrease

synovial power Daoppler hypersignal in BA, which is a good
reflect of synovial necangiogenesis and inflammarion [s0g1].
Or eam is currendy smdying the effecs of wo loal ayo-
thempy applications on synovial power Dappler hypersignal as
well a5 synovial fluid opokine and VEGF levels in arthnric
patiens.

In order to conducr these imporant smdies, a bemer stand-
ardization of cryotherapy techniques will be required (Taw 3.
Opamal ayothempy promok need 1o be precisely defined
(physical agenr, remperarure and durarion perodiciy). Ir is
nowbly imporane to derermine, for each ayotherapy techni-
que, the therapeutc range and the cold ineensity threshold
beyond which it may become proinflammarory oms.s]. Gas
eous LC might induce 2 more pronounced and acure decrease
in twue wmperamre (thermal shodk) and cold packs a deeper
and more prolonged cooling. WEC is soll expensive, bur new
rechniques using filered and cooled ambienr air withour any
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consumable will probably be cheaper and require lss moom
space, allowing a more widespread use.

These sadies will help w define cryorhermpy's role in mearment
srraregies in BA and other joint infhmmarory diseases, most prob-
ably a5 an adjuncr therapy ro DMARDs and mrgered biologic
rrearments, along with comicosteraids and NSAIDs Comicoste-
roid and MSAID iy represent a major public health concem,
with numerous, welldnown, sde effecs and complicarions.
Cryotherapy used as an adjuvant therapy and applied using
smndardized and oprimized protocals could help o spare coroo-
siemid and NSAID doses in these parients, and subsequendy
decrease cardiovascubir, infecriows, gasmroinestinal morhidicy and
momality. This meament oprion may be of special interest in an
incresing number of padens wich NSAID andfor cortcosteroid
conrraindicarions (cardiovascular diseases, diaberes, kidney defidency,

and so on). This dosesparing effecr should also be addressed and
measured specifically in mndo mized conrmolled mriaks.

Local eryotherapy is a cheap and very well-tolerared therm-
peutc option, which can be easily performed ar parient's
home. In the fumre, it could conrdbute to reduce the eco-
nomic burden and farmogenicdry relared to the rrearment of
arthritc parients, especially for the elderly.
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» Malecular pathways targeted by oryotherapy (proinflammatory cytokines, VEGF, cartilage-degrading erzymes) suggest inteesting anti-
inflammatary properties in rheumatic inflammatory diseases, which should be further investigated.
» Cryotherapy could be an imteresting adjunct therapy in these diseases with a better safety profile as compared with corticosteroids

and MSAIDs.

* By pooling s studies, we show that chronic local oryotherapy and WEC significantly reduce pain visual analogic scale and 28-joint
dissase activity score in rheumatoid arthritis {wit hin-group effect sizel. However, methodological issues and a lack of contral groups pre-
went from calculating any betwesn-group effect size.
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Objective: To measure and compare the effects of 2 local cryotherapy techniques on synovial power
Doppler activity {primary cutcome ) and pain in non-septic knee arthritis without any concurrent treat-
ment.

Methods: 30 patients were randomized (ice: 30min, n=15 or cold CO07: 2 min, n=15 both applied twice
at 8 h interval). Contralateral non-treated arthritic knees were wsed as paired controls (n=11 and n= 10
respectively). The PDUS semi-quantitative score (0-3) and pain visual analogic scale were evaluated
beforefafter each cold application, 2min, 2h, 24 h after the first application. PDUS scores were checked
in double-blind by 2 ultrasonographists.

Results: The inter-class effect size of local cryotherapy on the power Doppler score remained significant
the day after treatment in local cryotherapy-treated comipared to contralateral non-treated knees { Clobal
difference: —1 [95% confidence interval: —123: —037); ice: —0.73 |- 1L.06; —04]; COz: —0.7 [-1.18;
—0.22]]. Both technigues significantly and to the same extent reduced the power Doppler score and
pain visual analogic scale at all evaluation times and globally throughout the 24 hour-study pericd. No
dropout nor adverse event was reported. In multivariate analysis, the Power Doppler score decrease was
associated with pain decrease, while pain decrease was associated with the female sex and ice techmique.
Conciusion: Local ice and cold COz applied twice equally reduced synovial Power Doppler activity and pain
over 24h in knee arthritis. These effects remained significant the day after treatment. QlinscalTrials.gov

identifier: NCTD2573298.
0 2016 Sociéte francaise de rhumatologie. Published by Elsevier Masson 5A5_ All rights reserved.

1. Introduction

the adjuvant setting, causing increased morbidity and mortality,
notably in the most vulnerable patients [1].

In inflammatory rheumatic diseases, such as rheumatoid
arthritis (RA) spondyloarthritis {5pA), crystal-induced arthritides,
synovial tissue local inflammation causes pain, disability and joint
destruction. Knee involvement particularly impairs patient loco-
maotion and quality of life, causing major disability. Despite targeted
biologic treatments which revolutionized the prognosis of RA and
SpA. allowing to reach disease remission and to halt joint struc-
tural damage, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
and corticosteroids are still widely used in rheumatic diseases in

* Corresponding author at: Jean Minjoz Hospital, Rheumatology Department,
Boulevard Aeming, 25030 Besangon Cedex, France.
E-mail address: xpuillot@chu-besancon fr (X Guillot).

hittp: I dx doi.orgl 10010161} jhspin 01 609,004

Cryotherapy (applied locally or to the whole body) has been
widely and empirically used in rheumatic diseases since Hip-
pocrates, with well-known analgesic, anti-phlogistic, myo-relaxing
effects. It is notably wsed in an adjuvant setting in inflamma-
tory arthritis flares in RA, 5pA, crystal-induced arthritides [2].
This treatment is generally cheap and very well tolerated [3]
as compared to NSAIDs and corticosteroids [4). Beside local ice
application, providing a deep and long-term tissue cooling, hyper-
baric cold gas pulverization has emerged more recently, causing
a supposedly faster but more superficial cooling and additional
anti-inflammatory effects through a brutal local vasoconstriction
followed by a wasodilatation (called “thermal shock™) [5]. C04
hyperbaric local cryotherapy (LC) applied during 60-90 s (about 5
times) significantly decreased pain VAS in elderly patients suffering
from various rheumatic diseases [6]. As for cryotherapy therapeutic

1297 -3 19%]4 2016 Societs frangaise de rhumatclogie. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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and anti-inflammatory effect sizes, however, the level of evidence is
paradoxically low [7 |, due to a lack of standardization in therapeu-
tic protocols (physical agents, temperature, application duration,
periodicity, associated kinesitherapy, exercise and pharmacologi-
cal anti-inflammatory drugs). [t is also impossible to oreate valid
placebo groups for cryotherapy. By pooling the results of & stud-
ies, we could show that local as well as whole-body cryotherapy
applied 14-20 times (twice a day) significantly reduces pain visual
analogic score (WAS) and disease activity score assessed on 28
joints (DAS-28) in rheumatoid arthritis [8]. In LC-treated patients,
we could not differentiate between the effects of ice and cold
gas application, as both treatments were used concomitantly in
some studies |9]. However, it would be important to compare
these two technigues directly in order to define the optimal LC
midality. LCs analgesic and anti-inflammatory effects might be
directly linked with cryotherapy-induced intra-joint hypothermia
| 10, which might inhibit key enzymatic processes involved in joint
inflammation [11].

Intra-joint synovial inflammation can be reliably evaluated
using validated semi-guantitative power-Doppler ultrasono-
graphic (PDUS) scores, which correlate with histological inflam-
mation [ 12,13], disease activity | 14,15], radiographic destructions
[14,16,17] and response to biologic treatments [18]. Semi-
guantitative PDUS scores showed good diagnostic performances on
arthritic knees in RA [ 19], correlated positively with pain evolution
after corticosteraid injection in knee osteoarthritis | 20] and might
therefore be a reliable tool to monitor the effects of local treat-
ments such as cryotherapy on arthritic knees, As for the effects of
cryotherapy on PDUS synovial inflammation, data are scarce. One
20min cold pack application decreased synovial PDUS score in7 /13
RA wrists just after cold application, suggesting anti-inflammatory
effects. Howewer, patients concomitantly received corticosteroids
{1113}, NSAIDs (5/13), disease modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDs) (B8/13) and etanercept (2 13), potentially biasing the
results and preventing from specifically evaluating LC's own effects
on synovial inflammation [21]. lce or cold water immersion also
reduced the number of Doppler pixels in 29 RA wrists just after
cold application [22]. In another non-controlled study, local cryo-
el application for 20 min significantly decreased the number of
Doppler pixels while cold air application (-30°C for 3 min} tended
to increase the number of Doppler pixels in 25 RA joints suggest-
ing that LC may have pro-inflammatory properties beyond a certain
threshold of temperature or duration. However, the evaluation time
after cold application did not exceed 10min [23]. The PDUS score
might be avaluable tool to guantify the own and longer-term effects
of LC on knee synovial inflammation but no randomized-controlled
trial addressed this question so far.

The primary objective of this study was to quantify the effects of
LC applied twice in one day on knee synovial power Doppler activ-
ity in non-septic inflammatory rheumatic diseases. The secondary
aims were to evaluate the effects of LC on pain, skin temperature,
its tolerance and to compare two techniques (ice and cold gas).

2. Methods

The protocol was approved by local ethics committee on 2012,
September, 6th (CPP-Est [1 - 12/664) and registered on dinicaltri-
als.gov [http: fwewew clinicaltrials gov, NCTO2573298].

21, Study design and subjects

Thirty patients were included in a randomized-controlled trial
comparing 2 parallel treatment arms (local ice or hyperbaric cold
C0, applied twice in a single day, allocation ratio 1:1) and contralat-
eral non-treated knees were used as controls for the PDUS score (in
case of knee bi-arthritis). The study design is summarized in Fig. 1.

Power Doppier scam -1}
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il Rees
fenmtral, mez )
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Fig_ 1. Study design. Patients suffering from non-septic knes arthritides were ran-
domized to receive either ice (30min - k= 15) ar cold 00z (2 min - n= 15] twice in
a single day at an imterval of B h. The semi-quantitative PDLS soore (0-3) was eval-
uated on the treated knee just before and just after each cold application (HD and
HE1 2 mim, 2 b [HZ2) after the first cold application, 24 b after the Arst cold application
{ie 15 h after the second application - H24). The PDLS score was also measured on
contralateral arthritic knees at the same evaluation times [control group - =21
including 11 ice-treated patients and 10 cold O0;-treated patients]. Pain WAS (mm)
and skin temperature on the treated knee were also reconded at eadh evaluation
time.

After providing informed consent, patients aged 18-85 and
suffering from non-septic non-osteoarthritic knee arthritides (RA
according to ACR criteria, 5pA according to ASAS criteria, gout,
CPDDY) were included. Patients could be incduded if the initial kmee
ultrasonography showed at least one PDUS activity dot. Patients
hadn’t been treated by cryotherapy for one month nor by bio-
logics for at least 6 months before inclusion. Exclusion criteria
respected the main cryotherapy contra-indications (Raynaud phe-
NOMENoN, NEUrs-sensory impairment in the area of application,
uncontrolled diabetes, hypertension, cardiac rhythm disorders or
cardiopathy, cold-induced allergy or urticarial, paroxysmal noctur-
nal hemoglobinuria, sickle-cell anemia, chronic obstructive arterial
disease, vasculitis). The study was monocentric and patients were
all hospitalized in a tertiary rheumatology unit in France.

2.2 Cryotherapy technigues

Patients were randomly included in two parallel treatment
arms: ice packs (Thermogel® - Artsana, Asniéres, France ) for 30min
or hyperbaric 00 cryotherapy {—78°C - Cryo+® - Cryonic, Salins-
les-bains, France) for 2 min, applied at 9 am and 5 pm for just
one day on one arthritic knee. In case of knee bi-arthritis, the most
painful knee (chosen by the patient) was treated by LC while the
contralateral arthritic knee was used as a non-treated control.

2.3 Wirasonograpy and power Doppler scoring

The PDUS score [ primary outcome) was assessed on both knees,
before and after each cold application, by a trained and graduated
operator, using MylabFive® device (Esaote, Genoa, Italy). The con-
tralateral non-treated knee served as control. The pressure on the
probe was minimized, an abundant amount of ultrasonographic
gel was used. A first ultrasonographic evaluation of both knees was
performed at 9 a.m before the first cold application and patients
were included if at least one of the knees showed any signifi-
cant PDUS activity {1 or more out of 3 in semi-quantitative score
[14,16]). The selected settings were: 4-13 MHz for frequency, 61%
for gain, 5.3 MHz for Doppler frequency, 56% for power-Doppler
gain set just at the noise disappearance threshold), 7 50 Hz for PRF.
The Doppler window was enlarged to the top of the picture and

Please cite this article in press as: Guillot X, et al. Cryotherapy decreases synovial Doppler activity and pain in knee arthritis: A
randomized-controlled trial. Joint Bone Spine (2016), http:// dx doiorg/10.1016/j jbspin2016.09.004
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the focus was placed on the bone-synowvium border. Transversal
and longitudinal examinations [24] of both lateral parapatellar and
supra-patellar recesses | 14,25 26] were performed at baseline on
both knees. The view showing the maximal diastolic PDUS activity
was then selected for each knee and used throughout the study for
repeated PDUS score evaluations | 13,26]. Marks on the skin indi-
cated the position of the ultrasonographic probe in order toimprove
the reproducibility between examinations. Before each ultrasono-
graphic examination, patients were placed in a dorsal decubitus
position, had performed no significant physical activity for at least
1h before each ultrasonographic evaluation and had been asked not
to smoke nor drink coffea before power Doppler evaluations [27].
Vaso-active drugs|especially anti-hypertensive agents), corticoste-
roids, N5AIDs and colchicine were interrupted for 24h during the
study period. The examinations were performed at baseline (9 a.m)
just before the first cryotherapy application, just after the first cold
applications, 2 min then 2 h after this application. Two other ultra-
sonographic examinations were performed at 5 p.m (8 h after the
first cold application) just before then just after a second cold appli-
cation. A final ultrasonographic evaluation was performed the day
after at 9 a.minorder to assess cryotherapy's longer term effects. All
the ultrasonographic examinations and initial PDUS scorings were
performed by the same graduated and trained uvltrasonographist
(XG).

24, Outrome meosures

At each ultrasonographic evaluation time, the following data
were gathered: Szkudlarek’s PDUS (0-3) semi-gquantitative scores
on cryotherapy-treated and contralateral non-treated knees (pri-
mary endpoint]) | 14,16,19,28), pain visual analogic scale (WAS), skin
{on cryotherapy-treated area)) and room temperatures. Ultrasono-
graphic pictures were also anonymised then stored. Room and
cryotherapy-treated area skin temperatures were measured using
MLT409/A Skin Temperature Probe® and ML309 Thermistor Pod®
{ADInstruments, Dunedin, MZ).

2.5, Power Doppler score refiability

After all the patients were included, the PDUS scoring was again
performed on anonymized stored ultrasound images by 2 inde-
pendent ostecarticular ultrasonography-graduated and trained
rheumatologists (XG and CP), blinded with regard to the time
of evaluation, the treatment group, the score from the other
evaluator. Intra-observer (compared to the score obtained when
ultrasonographic examinations were performed on the patients)
and inter-cbserver agreements were assessed by Cohen’s kappa
coefficients. Inter-observer agreement was good (kappa: 0U65)
while intra-observer agreement was almost perfect [ kappa: 0.85).
In case of disagreement, the concerned pictures were specifically
and collegially discussed [ also blinded for diagnosis, treatment arm
and time of evaluation regarding cold applications) until a consen-
sus was reached.

26 Stotistical analysis

The sample size was calculated in order to be able to detect
a one-point decrease in the PDUS score with 95% power and 5%
Povalue [21]. For continuous wariables such as PDUS score and
pain VAS, medians +intergquartile ranges were compared before
and after cryotherapy using non-parametric paired Wilcoxon tests
and between treatment groups (OO, ice, non-treated contralat-
eral knees) using unpaired Mann-Whitney tests. As for the primary
outcome, the inter-class effect size for the PDUS semi-quantitative
score was calculated as the difference between the median PDUS
score decrease from baseline values in LC-treated knees (n=30)and

the median decrease in contralateral non-treated arthritic knees
(n=21) at each evalvation time and in each treatment arm. This
effect size was also measured just before/just after each cold appli-
cation. As the PDUS semi-guantitative score variable (0-3) was
not normally distributed, these effect sizes were calculated using
medians and interquartile ranges as proposed by Hozo et al. [28).
Chi-square or Fisher tests were used in case of categorical variables.
Mormality (using Shapiro-Wilk tests) and the equality of vari-
ances were also tested. P-values <0.05 were considered significant.
The statistical tests were two-sided. The global evolutions of pain
VAS and PDUS score throughout the study period were assessed
using 2-way ANOVAs with Bonferroni post-test corrections. The
factors associated with PDUS score and pain VAS evolution after
24h were evaluated in univariate then multivariate analysis by
logistic regression. Baseline covariates included in the models were
sex (M|F), age, crystal-induced arthritis (yes/no), BMI, cryotherapy
technigue, minimal skin temperature reached during LT treat-
ment, CRP (mg/L). The most relevant multivariate models were
then selected using likelihood ratio tests. Statistical analyses were
performed using B and Graphpad softwares.

2.7. Funding source

This work was supported by Besanpon University Hospital and
Groupement [nterrégional de Recherche Clinigue et d'Innovation
de l'Est [AP] 2014 to XG].

3. Results
3.1. Patient disposition and boseline charecteristics

Thirty patients were included, all of them could be randomized
and completed the whole study (15 in ice-treated group, 15 in cold
COy-treated group). Mo adverse event nor dropout occurred. Data
could not be collected at the 2 hour-evaluation time point for 3
impaired patients (2 in 004, 1 in ice-treated groups ). Patients were
included from 2013, February, 13th to 2015, March, 3rd. Inclusions
were stopped after 30 patients were recruited, as initially planned.
Patient baseline characteristics did not differ between treatment
groups except for age, as summarized in Table 1.

3.2, Effects of locel oryetherapy on synovial power Doppler
ochvity scare

Both LC technigues significantly reduced the PDUS score com-
pared to baseline values, with no difference between ice and cold
00y throughout the study pericd of 24 h (2-way AMOVA - Fiz. ZA).

By contrast, the PDUS score did not vary significantly at any time
in contralateral non-treated arthritic knees (n=11 in ice-treated
and n= 10 in cold C0;-treated groups - Fig. 2B).

After 24 h( the day after treatment at 9 a.m), the inter-class effect
size [expressed as the median difference in PDUS score decreases
from baseline values between LC-treated (n=30) and contralat-
eral non-treated arthritic knees (n=21)) was -1 [-123; -0.77].
In treatment subgroups, effect sizes were —0.73 |- 1.06; —0.4] in
ice-treated and —0.7 [-1.18; —0.22] in COz-treated patients. The
inter-class effects sizes for power Doppler score in each treatment
group and at each evaluation time over 24 h are summarized in
Table 2.

3.3. Effects of locel oryotherapy on poin

Both LC technigues also significantly reduced the median pain
VAS as compared to baseline values at all evaluation times, with
no global difference between ice and cold 00, throughout the 24 h
study period {2-way AMOVA- Fig. 3).

Please cite this article in press as: Guillot X, et al. Cryotherapy decreases synovial Doppler activity and pain in knee arthritis: A
randomized-controlled trial. Joint Bone Spine (2016), http://de.doi.org 10.1016(j.jbspin.2016.09.004
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Tabde 1
Patient bassline characteristics.
fce+ L0y, (=300 lce {n= 15} €0y (n=15]) Fice wersus ()
Age [years) 568 [40.5-64.1] GL.5[55.5-754) 4837 38.5-57.9] P= 001
Sex F-O/M: 21 F-4MM: 11 Fz 5iM: 10 P=1
BMI {kgfm®} 56 [237-11.5] 254232 205 248221173 P-05
N=29 N=14 N=15
Diagnasis Gout [ 14)CPDD (T)RAL4) Gout {6) CPDD [B) RA (2} Gout (B} CPDD (1) RA (2] F=0.13
SpA(5) SpALl) SpAid) F=0.43
Crystal-induced arthritis
YES/NO:
ESR (mm) B5.1[532-T7] G4.5[409-BR.1] 574 [37.8-77] P= 06
N=11 N=B N=13
CRP {mgL) 1047 [76.0-132.4] 121 [75B-166.3] EB.3|52.3-1244] P-03
Previows anti-inflammatory drugs Colchicine [14] Colchicine (7] Colchicine {7]
[stopped 24 h or more prior to inclusion ) Corticostercids [4) Corticosteroids () Corticostercids (1)
M5AIDs (5) MEAIDS (3) MEAIDs(3)
Results are presented as means [ perosntages + 952 1
= P<001.
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Fig 1 Effects of local ice and cold 00, on symovial power Doppler activity. The POUS semi-quantitative score (0-3) was measured at different evaluation times before/after
2 rold applications (ice or cold 00:) in LC-treated [A) as well a5 contralateral non-treated arthritic knees (B). Results are presented as medians + interquartibe ranges (IQRL
Post cryo 172: Median valoes just after the firstfsecond cold application. Tl: Median values at baseline. (A} In LC-treated knesss, the median POUS semi-guantitative score
significantly decreased in both groups just after the first cold application compared io baseline values (loe: n= 15; paired Wilcomon; P<0.01, cold 00y r=15; P< 001},
2min akter [lce: P<001 versus baseline walue, 005: P< 001} 2 hafter (lee: 1£0.41; n= 14; P= 001, 005: 115+ 037 ; n=13; P=L047], 8 b after-just before the s=cond cold
application (kce: P= 0001, 00, : P<0.01) and this decrease remained significant the day after X cold applications at an B-h interval, 24 b after the first cold application (kee:
n=15; P< 001, 00y: m= 15; P= 0015} The median POWS scores were also significantly lower just after compared to just before the second cold application in COy-treated
patients (P01 ) but mot in ice-treated patients [P=0.15]. Results are pres=nted as medians + interguartile ranges (IQR). QR are directed below for the C0a-treated group
and above for the ice-treated group. (B) In contralateral non-treated arthritic kness, the median semi-guantitative power Doppler score did not vary significantly throughout
the study [paired Wilcoson and 2-way ANOYAL Results are presented as medians + imterquantile ranges (I0R) Post cryo 172: median values just after the first/sscond cold
application. T: median values at bas=line. IQR are directed below for the OOy -treated group and above for the ice-treated group.

Tahle 2
Inter-class effect size of local cryotherapy on the PDLIS score over 24 h

Comparsd to baseline soores lee (] Global (ice+00)
Affter cryotherapy | -0.73[-1.1;-036] -0.51[-05%;-0.03] -1[-133;-0567]
Zmin -073[-1.02;-044] -0.35[-0.73;023] —14B[-081;-0.15]
Ih —006[-135,-057) 02 [ -0.5;0.4E] —0.34[-0.58:0.0]
Eh ~073[-1.08;-038] —0.47 [-097 ;0.03] 48 [-083;-0.13]
After cryotherapy 2 -0.73[-1.06:-04] ~0.93[-1.38;-0.48)] —04B[-081;-0.15]
h -0.73[-1.06:-04] -0.7 |-1.18;-022] -1[-123;-077]
Beforefafier zach cold application lee 00y Clobal [ice+ 004}
Cryotherapy 1 (3 am) —073[-1.1;-035] —0.51[-09%;-0.03] ~1]-133;-0E7]
Cryotherapy 2 (5 pm) 0 [-0.44:044) —0.47 [ 094500 O[-035:-035]

At each evaluation time (just after the first cold application, 2 min after, 2 h after, B b after, 24 h after), the difference betwesn the median PDUS soore decrease from baseline
in each treatment group (ice: n= 15, 00;: n= 15, global: n= 30} and the median decrease in commesponding contralateral non-treated knees (ice: n=11, C03: n= 10, ghobal:
n= 21} was assessed in order to cakoulate inter-class effect sizes. The effects sires were also calculated just beforeljust after each cold application (Cryotherapy | and 21 Data
were not collectsd for 3 patients at the I hour-evaluation time (ice: n= 14 - contralateral r=10; 00;: n= 13 — contralateral: n= 10} At each evaluation time and for each
treatment group, due to small sample sizes and 2 non-normal distribution of the data, the effect sires and 95 Cl were caloulated using medians and 1R 25 described in [25].
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Fig_ 3. Effects of local ice and cold C0; on pain. Pain VAS (mm] was measured at
different evaluation times beforefafber 2 cold applications (ice orcold 005 L Fain YAS
{mm ) significantly decreased justafter the first cold application inice-treated group
{n=15; pasired Wikoxon; P=0.031 ) and in COy-treated group (r= 15; P< 0.01). These
differences remained significant 2 min after [P= 0,026 and P<0.01 in ice- and CO5-
treated groups respectively), after 2B in O0x-treated groupin= 13; F= 0012} but not
in ice-treated group (n=14; P= 0071, 8 h after the first cold application (just before
the second application: lce - P=0.035 and C0; - P<0.01 respectively) and 24 h after
the first application (after 2 applications at a B h imterval): P2 001 in both treatment
groups. However, the difference was not statistically significant just after versus
just before the second cold application (P=0.37 and P=0.18 inice- and C0y-treated
groups respectively) Resulis ane presented as medians £ interquartile ranges (IQRL
Post cryo 1/2: median valees just ater the first/second cold application. TO: median
vahses 2t baseline.

Fain WAS (0-10

Tims

34. Effects of local cryotherapy on skin temperature

The mean skin temperature did not globally differ between ice-
and cold-C0y treated patients throughout the 24h study pericd (2-
way ANOVA - Fiz. 4). However, the mean skin temperature was
significantly lower just after each C0; application compared to
the corresponding ice application 6.2 + 1.99°Cwersus 13.6 £3.34°C
{P=0.0016) after the first cold application and 56+ 138 =C versus
1377 2377 =C(P=0.00008) after the second cold application. The
mean reom temperature did not differ between treatment groups
at any evaluation time.

1.5, Factors associated with Doppler activity and pain variotions

We found a positive correlation between PDUS score variation
(HO-H24) and pain WAS variation percentage (HO-H24): r=0.44;
P=0.015 (Pearson; n=30).

Factors associated with a decrease in the PDUS score and pain
VAS (3 point or 40% drops) between baseline and H24 were
evaluated. In multivariate analysis, the POUS score decrease was
significantly and independently associated with a 40% drop in pain
'VAS (OR 5.87 [2.48-13.87] (95X CI); P=0.04 [Appendix A, Table
51; see the supplementary material associated with this article

2wy AMOWA: NS

% |ca{n=18)
& Cold COZ (n~15%

iemperature (*C ; mean «/- 35% CI)

§ ‘;ﬁ“ 4

Fig. 4. Effects of local ice and cold OOy on skin temperature. The skin temperature
{“C)was meazured at different evaluation times beforefafier 2 cold applications (ice
or cold 00, L Results are pressated as means £ 95% O, Post oryo 172 mean values
just after the first/second cold application. TO: mean values at baseline.

ey

T
L
Tienit

online]). A 3-point pain VAS decrease was significantly, indepen-
dently and negatively associated with the male sex (OR 0.011
[0 1-0.103]; P=-0.043) and positively with ice cryotherapy tech-
nigue (versus COy; OR 51.42 |6.96-379.94]; P=0.049), while a 40%
drop in pain VAS {which was the median drop value)was negatively
associated with the male sex (OR 0.017 [0.002-0.121]; P-0.033)
and positively with the percentage of decrease in the PDUS score
(OR 1333 [3.78-47]; P~ 0.04 Appendix A, Table 52).

4. Discussion

In this article, we report the results of the first randomized-
controlled trial showing that two LC technigues (ice during 30 min
as well as cold C0p during 2 min) applied twice at an interval of
8 h without any concurrent treatment equally reduced PDUS symo-
vial activity in 30 patients with knee arthritis. The PDUS activity
remained unchanged in contralateral non-treated arthritic knees.
Both technigues also globally reduced pain significantly and to the
same extent. These anti-inflammatory and analgesic effects were
still significant 24 h after the first cold application, as shown notably
by inter-class effect sizes for the PDUS score, which had not, to our
knowledge, been demonstrated before. We found a significant and
positive correlation between the PDUS score and pain VAS evolu-
tions after 24 h. In multivariate analysis, the PDUS score decrease
after 24 hwas significantly and independently associated with pain
decrease. Pain VAS decrease was negatively associated with the
male sex and positively with the ice technique. The tolerance was
also excellent {no dropout nor adverse event). The effects of LC
on synovial PDUS score are poorly documented in the literature.
In a randomized-cross over study, ice applied once significantly
decreased the PDUS score in 25 RA wrists just after cold appli-
cation, but the score was then non-significantly lower 2, 5 and
10min later while cold air (—30°C for 3 min) tended to increase
the PDUS score 2, 5 and 10 min after cold application [23]. These
apparent discrepancies compared to our results might be related
to differences in LC modalities, as we applied ice for a longer dura-
tion {30 min twice) and vsed colder gas ( hyperbaric COy at —78=C
for 2 min twice ). In our study, we found no overall difference in the
POUS score decrease between ice- and cold gas-treated patients
(2-way ANOVA - Fig. 2A). By contrast, when using contralateral
arthritic knees as controls and calculating inter—class effect-sizes,
the PDUS score reduction was more constantly significant and more
prolonged after the first application in ice-treated patients, while
the difference was no more significant 2 min, 2 h and 8 h after the
first cold COy application, suggesting a shorter-term effect of one
cold gas application compared to ice. However, the two techniques
performed equally well in terms of PDUS score reduction after 2
applications, as the interclass effect-size remained significant after
24 h in both groups, The mean skin temperatures we obtained just
after LC applications were about 20-C (Fig. 4), but the minimal
skin temperatures we measured during LC treatment were about
10°Cin ice-treated and 4°C in cold COz-treated patients {data not
shown). These values were globally in line with the data reported
in the literature, despite a great heterogeneity between studies,
probably due to differences in treatment protocols, techniques and
treated joints (mosthy wrists) [5,10,21-2330-33].

The limitations of our study were a few missing data, as the
POUS activity, pain VAS and temperature could not be evaluated
2 h after the first cold application for 3 patients with great func-
tional impairment (1 in ice-treated group, 2 in cold C0;-treated
group). We also did not include any non-treated control patients,
as it could have been ethically problematic to perform repeated US
examination in arthritic patients receiving no anti-inflammatory
treatment. Furthermore, it is impossible to conceive placebo
groups mimicking the effects of ayotherapy. Therefore, pain VAS

Please cite this article in press as: Guillot X, et al. Cryotherapy decreases synovial Doppler activity and pain in knee arthritis: A
randomized-controlled trial. Joint Bone Spine (2016), http://de.doi.org 10.1016(j.jbspin.2016.09.004
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evaluation could not be performed in double-blind. Howewver, we
used contralateral arthritic knees as paired controls when possible
for the primary cutcome (POUS score ) evaluation, and the scoring
was blinded for the treatment arm (ice, cold OOy or non-treated
contralateral arthritic knee) and the evaluation time. Furthermare,
amultivariate analysis was performed in order to control for poten-
tial confounders and biases for pain and PDUS score evaluation.
We performed a logistic regression on a relatively small sample of
30 patients, which could have reduced the power to detect some
associations and decrease the precision of some estimations.

Az for the anti-inflammatory drugs (colchicine, NSAIDs, cortico-
steroids) they were stopped at least 24 h prior to patient inclusion.
A residual anti-inflammatory effect of these drugs might be dis-
cussed, however their interruption might also hawe increased
the synovial inflammation and consequently caused an under-
estimation of the anti-inflammatory effects of local cryotherapy.
Furthermore, the patients were not improved by these drugs
prior to inclusion and it would have been ethically problem-
atic to include highly painful and disabled patients receiving no
anti-inflammatory drug for several days. When comparing patient
subgroups having received or not prior any-inflammatory drugs,
we also observed no difference in the PDUS score and pain evolu-
tion, suggesting that this potential bias was not significant in our
study. As concerns the non-treated contralateral arthritic knees we
used as a paired control group for the POUS score evaluation, the
maost painful knee (chosen by the patient incase of knee bi-arthritis)
was treated by LC in order to maximally improve the patients®
symptoms. As demonstrated by Mourot et al, the tissue tempera-
ture might also have decreased in contralateral non-treated knees
through an autonomic nervous system stimulation [5]. However,
this kind of consensual reaction was not strong enough to decrease
the synovial PDUS score in contralateral non-treated knees, and
the difference remained significant between LC-treated and non-
treated knees globally as well as in each treatment group.

As for the strengths of our study, we guantified the own effects
of LC on synowial Doppler activity and pain, without any associ-
ated treatment {which is the major methodological limitation in
cryotherapy-related current published data). The study was also
controlled for the PDUS score evaluation, as contralateral arthritic
knees were evaluated when possible. The PDUS scoring technigue
was reproducible and sensitive to change, as shown by good inter-
observer and almost perfect intra-observer agreement coefficients.

For the PDUS scoring, we considered lateral parapatellar and
suprapatellar recesses as validated by Naredo et al. [14,15,25,26].
Therefore, our scoring graded from O to 3 for each knee and at
each evaluation time |26]. We did not consider medial parapatellar
nor infra-patellar recesses | 19,28 34]. However, in one study, lat-
eral parapatellar recesses showed the highest PDUS activity levels
in arthritic knees, so this area might be the most representative
of knee synovial inflammation [28]. The intra- and inter-cbserver
agreements we found for knee PDUS scoring were in line with the
values previouwsly reported in the literature for large joints in RA
[19,2435,36].

In multivariate analysis, pain decrease after LC was strongly and
negatively associated with the male sex (Table 52). Existing data
in the literature suggest sex-related differences in pain perception.
Motably, female patients suffering from knee osteoarthritis showed
higher pain VAS levels compared to male patients [37 ], Indeed, in
our study, female patients also showed significantly higher baseline
pain WAS levels compared to male patients (7.4 + 1.4; n=9 versus
49+ 1.4;n=21: P=0.038)which might explain a greater amplitude
of pain decrease after LC treatment in this subgroup.

Az a conclusion, in this randomized-controlled trial, we could
show that local ice and cold OO, applied twice in a single day at an
interval of 8 h significantly and equally reduced the synovial PDUS
activity, pain and were both perfectly tolerated in knee arthritis.

LCs efficacy and tolerance should be further validated in longer-
term prospective randomized-controlled trials. Comparative trials
wersus MSAIDs and corticosteroids will also allow to compare their
respective analgesic and anti-inflammatory effect-sizes.
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Supplementary data associated with this article can be
found, in the online version, at http:/ /dx.doiorg/ 10.1016(j jbspin.
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The authors claim on page 10 significant differences for arthritis scores and ankle diameter
after cold spray treatment which are not shown in Fig. 3¢ +d. On page 11 the authors state
local TNF-a levels while only showing mRNA expression levels. Nonetheless, local protein

levels would be very feasible for the impact of the paper.

In the discussion on page 14 the authors statement that local ice therapy is better tolerated
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The manuscript contains very interesting findings on the impact of local ice and cold spray
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and pathways contributing to the decrease in IL-17 and IL-6 levels after cryotherapy. The
paper would gain major impact if those cells and pathways promoting the described effects
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therapy regarding local and systemic IL-17 and IL-6 levels and a possible explanation of the

differences.

The finding of significantly decreased plasma serum IL-17 level are very interesting, but the
other plasma levels are nearly unchanged leaving their impact in cryotherapy in rheumatoid
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Altogether the manuscript aims to provide novel insights in the mechanisms contributing to
the beneficial effects of cryotherapy in rheumatoid arthritis. Providing some further data this
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IL-& and IL-17 dependent therapeutic effects of local cryotherapy in murine arthrifis
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Cryotherapy: Adjuvant-induced arthritis; inflammation; IL-6; IL-17; Physical therapy;
Synowitis; Rehabilifation; Rheumatoid arthritis.

Objectives: Local cryotherapy is widely and empirically used in the adjuvant setting in
rheumatoid arthritis treatment, however its own therapeutic and anti-inflammatory
effects are poorly characterized. We aimed to evaluate the effects of local cryotherapy
on lecal and systemic inflammation in Adjuvant-induced arthritis.

Methods: The effects of mild hypothermia (30°C for 2 hours) were evaluated in vitro in
cultured rat adjuvant-induced arthritis patellae. In vivo, local cryotherapy was applied
twice a day for 14 days in arthritic rats (ice: n=10, cold gas: n=9, non-treated: n=10). At
day 24 after the induction of arthritis. cytokine levels were measured in hind paws (G-
RT-PCR) and plasma (Mulfiplex/ELISA).

Results: In vitro, punciual mild hypothermia down-regulated IL-6 protein expression. In
vivo, ice showed a better efficacy profile on the arthrifis score and joint swelling and
was better tolerated, while cold gas induced a biphasic response profile with initial,
transient arthritis worsening. Local cryotherapy also exerted local and systemic anti-
inflammatory effects, both at the gene and the protein levels: IL-6, IL-174 and IL-1B
gene expression levels were significantly down-regulated in hind paws. Both
technigues decreased plasma IL-17A while ice decreased plasma IL-6 protein levels.
By confrasi, we observed no effect on local/systemic THF-a pathway.

Conclusions: We demonstrated for the first time that sub-chronically applied local
cryotherapy (ice and cold gas) is an effective and well-folerated treatment in adjuvant-
induced arthritis. Furthermore, we provided nowvel insights into the cytokine pathways
involved in Local cryotherapy's local and systemic anti-inflammatory effects, which
were mainly IL-&/IL-17A-driven and THF-a independent in this model.
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Cover Lefter

Dear editor,

Thank you for considering this article related to the anti-inflammatory effects of local cryotherapy in
adjuvant-induced arthritis. We both studied the effects of punctual mild hypothermia (in vitre) and
the therapeutic effects of two techniques (ice and cold gas sprays) applied twice a day for 14 days
without any concwrent treatment and versus non-treated controls, which hadn’t been done before.
This original approach allowed us to demonstrate for the first time that local cryotherapy down-
regulates prvotal cytokine pathways mvolved in inflammatory rheumatic diseases such as IL-6 —IT-
17 axis. These effects were both local and systemic, at the gene as well as at the protein level The
effects of cryotherapy on IL-17 had never been reported before. By contrast, we observed no effect
on the TNF-o pathway. We used control groups (non-treated ATA rats and non ATA rats), which
strengthens the validity of our results. These results were presented in poster tour during the EULAR.
congress (Guillet X et al. SAT0047- PT- DOI: 10.1136/annrheumdis-2016-eular 1 779-53 abstract.

and 54 poster.).

In human rhenmatic diseases, the results concerning the effects of cryotherapy on local/systemic
cytokine levels are sparse with a lack of standardization in the procedures, no control groups, and
associated pharmacologic/physical treatments preventing from analyzing the own anti-inflanymatory
effects of cryotherapy. We published a systematic review on this topic in 2014 (Guillot X et al.
Cryotherapy in inflammatory thenmatic diseases: a systematic review. Expert Rev Clin Immunel.

2014 Feb:10{2):281-94— 55 article.).

We showed recently that local cryotherapy applied on human arthritic knees decreased pain and
synovial Doppler inflammation (Guillot X, et al. Joint Bone Spme. Under review - 56 article.).
Consistently with the results we observed in ATA we also demonstrated that local cryotherapy
significantly decreased IL-6, IL-1p and VEGF levels in the synovial flued of arthritic patients

(ClinicalTrials gov identifier: NCT02573298 — Guillot X, et al. SAT0626—P - DOL:
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10.1138/annrhenmdis-2016-eular. 1699 -57 abstract. and 58 poster.). Therefore, our data in ATA
were partly confirmed in arthritic patients, further corroborating the hypothesis that local
cryotherapy’s therapeutic effects nught be mainly IT-6-driven and TNF-a-independent.

These previously noknown clinical and biological effects of long-term cryotherapy in murine
arthritis provide new msight on the biclogical anti-inflammatory effects of cryotherapy. Further
comparative stodies will help determine whether long-term local eryotherapy might be a dose-
sparing agent or a safer alternative to pharmacological adjunct anti-inflammatory dmgs such as
corticosteroids and NSAIDs, in order to reduce iatrogeny. This manuscript has not previcusly been

published and is not currently under consideration for publication in any other journal
Sincerely,

3 Guillot.
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Abstract

Objectives: Local cryotherapy is widely and empirically uvsed in the adjuvant setting in
rheumatoid arthrifis treatment, however its own therapentic and anti-inflammatory effects are
pootly characterized We aimed to evaluate the effects of local cryotherapy on local amd

systemic inflammation in Adjuvant-induced arthritis.

Methods: The effects of mild hypothermia (30°C for 2 hows) were evalvated in vite in
cultured rat adjuvant-induced arthritis patellae. In vive, local cryotherapy was applied twice a
day for 14 days in arthritic rats (ice: n=10, cold gas: 0=0, non-treated: n=10). At day 24 after
the induction of arthritis, cytoline levels were measured in hind paws (Q-RT-PCE) and

plasma (Multiplex FTISA).
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Results: In vitro, punctual mild hypothermia down-regulated IL-6 protein expression. In vive,
ice showed a better efficacy profile on the arthritis score and joint swelling and was better
tolerated, while cold gas induced a biphasic response profile with initial, transient arthmitis
worsening. Local cryotherapy also exerted local and systemic anti-inflammatory effects, both
at the gene and the protemn levels: IL-6, IL-17A and TL-1f gene expression levels were
significantly down-regulated in hind paws. Both techniques decreased plasma IT-17A while
ice decreased plasma IT-6 protein levels. By contrast, we observed no effect on local/systemic

TNF-o pathway.

Conclusions: We demonstrated for the first time that sub-chronically applied local
cryotherapy (ice and cold gas) is an effective and well-tolerated treatment in adjuvant-induced
arthritis. Forthermore, we provided movel insights into the cytoline pathways involved in
Local cryotherapy's local and systemic anti-inflammatory effects, which were mainly IL-

6/TL-17A-driven and TNF-a independent in this model.

Introduction

Bheumatoid arthritis (FA) is an auto-immune disease in which synovial inflanymation causes
pain, joint destruction, disability. In the inflamed joint, macrophages, T and B Iymphocytes,
synoviocytes secrete pro-inflammatory cytokines and induce enzymes involved in synowvial
inflammation and cartilage degradation (Cyclo-oxygenase-2 (COX-2), inducible-NO synthase
(1-NOS), metalloproteinases) under the direct control of pivotal transcription factors such as
Nuclear Factor-kappa B (NEF-kB) [1]. Local and systemic inflammation are driven by specific
CD4+ T lymphocyte subsets and cytokine profiles resulting in a complex pro-inflanymatory
cytokine network: [2]. RA was first considered as a T-helper 1 (Thl)-driven disease, mainly
depending on IFN-w/TNF-o pathway and Thl/Th? balance [3]. More recently, IL-6 has been

shown to induce Th-17 differentiation and to decrease regulatory-T cell (Treg) expansion in
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e models of BA promoting a pro-inflanmmatory immune response profile [4—6]. These
IL-&TL-17 axis and Th-17/Treg balance have emerged as a major pathogenic pathway in RA
[7]. through widely TNF-independent mechanisms [8.9]. Consistent with these hypotheses,
both TNF-ot and IL-6 blockades are efficient therapeutic strategies in RA [10]. Despite these
highly efficient targeted biclogic treatments. many arthritic patients still need adjunct anti-
inflammatory drugs such as corticosteroids or non-steroidal anti-inflammatory  dimgs
(NSATDs), known to be iatrogenic and to increase morbidity and mortality [11]. Therefore,
the use of adjunct anti-inflammatory treatments with a better risk-benefit balance conld be

very helpful in RA.

Cryotherapy is empirically used in the adjuvant setting in RA treatment, with a very good
tolerance profile as compared to corticosteroids or NSAIDs, but protocols lack
standardization A recent systematic review of literature, reported that local (ice, cold gas) as
well az whole-body cryotherapy (WBC) applied 2 times a day for 7 to 15 days (14-20
applications) significantly decreased pamn Visual Analogic Scale (VAS) and Disease Activity
Score assessed on 28 joints (DAS2S) in 257 BA patients [12]. The majority of the few
available studies regarding cryotherapy in BA patients suffer from many limitations related to
the lack of assessment of associated physical and pharmacological treatments, a high level of
polymedication, the lack of control group, small sample sizes, the heterogeneity in
cryotherapy protocols (physical agents, temperature, duration, periodicity, indications).
Moreover, it would be impossible to conceive a placebo mimicking cryotherapy. In this
comtext, the use of animal models of arthrifis is a benchmark choice to address the own effects
of long-term cryotherapy in RA. Previous studies in many physiclogical and pathological
conditions identified cryotherapy related analgesic [13], antiphlogistic, myorelaxing [14,15],
wvasoconstrictive [16], anti-inflammatory [17], enzyme-blocking [18] and anfi-cxidative [19]

effects. These effects were related to NF-kB-dependent IL-1p, IL-6 and TNF-z gene
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transcription inhibition [20], temperature-dependent enzyme metabolism blockade [21].

However, whether these mechanisms are involved in cryotherapy-treated BA is not known

In the present study, we investigated the effect of a sub-chromic treatment with local
cryotherapy (LC) in the widely-used rat model of adjuvant-induced arthritis (ALA) Two
modalities of cryotherapy were compared: local ice and cold spray application. After 14-days
of daily treatment, the effect of cryotherapy on hind paw cytoldnes gene expression, plasma
cytokine levels, hind paw diameter and arthritis scores were assessed. To determine the effect
of temperature by itself, cytokines levels were also measured in vitro in a cultured patellar
explant model after exposure to a mild hypothernua (30°C).

Materials and Methods

Animals

Six-week old male Lewis rats (n = 30 for in vivo experiments, n=10 for in vitro experiments)
were purchased from Janvier (Le Genest Saint Isle, France). Animals were kept under a 12h-
12h light: dark cycle and allowed free access to food and water. The experimental procedures
were approved by the local committee for ethics in animal expermmentation (n® 2012-019) of
Franche-Comté University (Besancon, France), and complied with the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animal published by the US Naticnal Institutes of Health (NIH publication

Neo. 85-23, revised 2011).

Induction and clinical evaluation of the arthritis model

Adyuvant arthritis was induced by a single intradermal injection at the base of the tail of 120
pL of 1 mg of heat-killed Mycobacteriom butyricum (Difco®, Detroit, MI) suspended in 0.1
ml of mineral oil (Freund’s incomplete adjuvant (Difco®, Detroit, MI)). The ATA model is

characterized by rapid onset and progression of a robust and easily measurable polyarthritis,
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clinically charactenzed by severe erythema and diffuse soft swelling with complete ankylosis
and malformations in the paws, reduced locomotor activity, frequently associated fo ears and
tail inflammation weight loss, ancrexia and diarrhea [22]. Rats were weighed and monitored
7 days per week for clinical signs of arthritis. The sconng system was employed as follows
[23]: arthritis of one finger scores 0.1, weak and moderate arthritis of one big joint (ankle or
wrist) scores 0.5 and. infense arthritis of one big joint scores 1. Tarsus and ankle were
considered as the same joint. Sum of joints scores of 4 limbs leads to an arthritic score of
maximum 6 to each rat. The ankle diameter was measuwred with a digital caliper (Vernier
Stainless®, China). A group of non-arthritic age-matched rats was used as cootrols and

received saline at the base of the tail.

Local cryotherapy treatments

At the day of the first inflanimatory symptoms (i.e. at day 10-11 post-immmmization) AITA rats
were randomized in 3 groups. One group received ice application (n=10), one group received
cold spray application (n=10), ocne group was uvntreated (p=10). Local cryotherapy was
applied to both hind paws twice a day with a 8-hour interval (at 9 AM and 5 PM) for 14
consecutive days. Room and skin temperature were momnitored using MLT409/A® Skn
Temperature Probe (ML309 transducer Thermistor Pod — AD Instruments). Skin temperature
was measured just after each cold application on hind paws (on both tarsae and ankdes in
alternating order of measurement). The mean room temperature over 14 days (mormings and
afternoons) was slightly lower in ice-treated group compared to cold gZas spray—treated
animals (23.14°C=0.17 versus 23.58=0.14°C ; p=0.049). For ice application, the bottom of 5
cages (2 rats per cage separated by ice chips) was lined with 50 mL ice pops (Yéti® Yetigel,
Awvignon, France) previously frozen at -26°C. Rats were installed in the ice-lined cages for 30
minutes. Rats were placed in the cages and removed 30 minutes later at a 5 minute-interval in
an alternating order. As concemns gas LC. rats were treated twice a day for 14 consecutive

5
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days using cold sprays (Ice Spray, Ghiaccio Spray®, Artsana Group, [taly. CE 03446). Cold
gas was pulverized on each hind paw at a distance of 25 cm (Nine 5 second-applications
altermated with 10 second breaks during 2 minutes for each hind paw). The orders of
treatment for rats and paw sides were also alternated. Cryotherapy-treated rats were killed the

day after the last cold application.

Tizsue collection

Twenty-four days after treatment initiation rats were anaesthetized with pentobarbital (60
mgkg, ip). Blood was withdravn from the abdominal artery and centrifuged to obtamn
plasma, divided into aliquots and stored at -80°C until analysis. Hind paws were dissected just

above anldes, then prepared as described in the Q-RT-PCE. section.

Cultured patellae explants

Separated group of ATA (n=10) and control Lewis rats (n=10) were used to assess the anti-
inflammateory effects of one local cold application in synowvial tisswes. At day 24 post-
immunization, after anaesthesia with pentobarbital (60 mgkg 1p). both patellae were
dissected according to the method described by Lubberts et al. [24-27). Patellas were then
cultured in EPMI 1640 medinm (200 microliters per patella) muxed with mBSA (0.1%).
gentamycm (30 micrograms per mL) and L-Ghotamin (2 mb) at 37°C (left patellae) versus
30°C (right patellae) for 2 hours, in order to reproduce synovial temperature conditions in
local ice-treated arthritic knees in humans (tissue muld hypothermia) [28]. Culture
supernatants were then harvested. The effect of hypothermia on cell viability was assessed by
measuring ATP levels in patellae by huninescence. The results showed that hypothermia did
not affect cell viability of the explant [S1 Fig.]. Supernatants were aliquoted and stored at -

80°C until analysis.

Q-FT-PCE
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In order to assess long-term local eryotherapy anti-inflammatory effects, hind paws from ATA
rats treated by cryotherapy and non-treated controls were cut just above the ankdes. Skin and
claws were dissected, then paws were directly frozen in liquid nitrogen then stored at -80°C.
Frozen paws were then used for quantitative real-time PCE. analysis as described in [29-35]
Frozen paws were then finely grinded in a mortar, mENA were extracted using Qiagen®
mBENA extraction kit, then Q-ET-PCE. were performed using Biorad® cDNA and SybrGreen
kits. TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-17A gene expression were quantified in paws (Primer sequences:
Actin: sense TATCGGCAATGACGCGTTCC—antisense GCCTGGGTACATGGTGGTG

GADPH: sense GGGCATCCTGGGCTACACTG-antisense
GAGGTCCACCACCCTGTTGC ; TNF-o: sense CCAATCTGTGTCCTTCTAA-antisense

TTCTGAGCATCGTAGTTG -6 sense GACCAAGACCATCCAACT-antisense

TAGGTTTGCCGAGTAGAC ; IL-1f: sense CCTGCAGCTGGAGAGTGTGGAT-antisense
TGCTCTGCTTGAGAGGTGCTG ; IL-17A: sense AACAGAGACCTGAGGCTA—antisense

TCCATATCACTTGCTGAGATT).

Plasma and supernatant cytokine levels

Levels of TNF-o, IL-17A and IL-1p levels were measured using Milliplex magnetic bead
panel lats (eBioscience, Vienna, Austria) that were analyzed uwsing a Luminex MAGPTX
system (Luminex Corperation; Houston, TX) and Milliplex Analyst software (Millipore; St.
Charles, MO). The limits of detection provided by the manufacturer for IL-17A, IL-1f and
TNFa were 3.32 pg/ml. 13 pg/ml and 3.78 pg/ml respectively. IL-6 levels were measured
using ELISA technique (rat IL6 platimum ETISA, BMS6258, eBioscience, Vienna, Austria —

detection limit: 12 pg/ml).

Statistical analysis
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Values are presented as means = SEM. In order to compare the evolution of arthritic scores,
ankle diameters, weight gain (%) and cyteline levels in hind paws and plasma in ice, cold gas
or non-treated rats, non-parametric Mann-whitney tests and 2-way repeated measures
ANOVA were performed. Bonferroni post-tests were performed in order to compare daily
values between groups. As for patella culture assays, paired Wilcoxon tests were nsed. The

type I error coefficient was set at 0.05. Pearson’s coefficients were used. Statistical analyses

were performed using B and Graphpad® softwares.

Results

Effects of mild hypothermia on cytokine protein expression in cultured ATA patellar explants
in vitro

At 37°C, IL-1p levels were significantly higher in arthritic ATA compared to control rats
(p=0.05 — Fig. 1C.). Conversely, no difference was measwed for IL-6 (Fig. 1A.) nor IL-17A

(Fig. 1B.) levels.

In ATA as compared to 37°C, hypothermia significantly decreased IL-6 levels (p=0.05 — Fig.
1D.) but not IL-17A (Fig. 1E.) nor IL-1f (Fig. 1F.) protemn levels. The same results were
obtained in contrel rats (Fig. 1G. - Fig. 1H. - Fig. 11.). TNF-o protein was not detectable in

any culture supernatant, irrespective of the temperature and the arthritic status.

Fig. 1. Cytokine levels in patellar explant culture supematants from control and ATA rats. Both
patellae from ATA (p=10) and non-ATA (p=10) rats were cultured at 30°C (right patellae)
versus 37°C (left patellae) for 2 howrs IL-6 (A D, G), IL-17A (B.E.H) and IL-1F (C, E. I)
levels were measured in culture supematants. Results are expressed as means = SEM. Paired
Wilcoxon tests were used. * p<00.035, ** p=10.01, ***p=0.001.

Effects of local cryotherapy in ATA rats: tolerance and skin tenyperature
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To determine whether the anti-inflanmnatory effects of hypothernua cbserved in vitro might
translate intc clinical benefits in wvivo, AIA rats were treated for 14 days with local
cryotherapy (ice or cold gas) twice a day. Cryotherapy was globally well-tolerated except for
one rat who died from cardiac arrest during the first cold gas spray application. Cold gas-
treated animals exhibited macroscopic signs of hind paw skin inflammation after one week
under treatment. The mean body weight of ATA rats was unaffected by the treatment. At day
24, body weights (g) were 207 + 3 in ATA 211 + 2 in ice-treated ATA rats (AIA-T) and 210 +
3 in cold gas-treated ATA rats (ATA-CG) (NS). The mean skin temperature on treated ankles
and tarsae over 14 days of treatment (momings and afternoons) was 18.97 £ 0.8°C (mean =
SD) m ice-treated ATA rats and 19.17 = 1.34°C in cold gas treated rats. The minimal
temperature measured on the 4 sites over 14 days was 17.9 = 0.92°C in ATA-T and 18 £
1.38°C in ATA CG. Mean and minimal skin temperatures didn’t differ between ice- and cold
gas spray-treated arthritic rats throughout the 14 days of treatment (2-way ANOVA on
repeated measures - Fig, 2.).

Fig. 2. Skin temperature after cold application Skin temperature was measured on hind paws
(on both ankles and tarsae) just after each cold application using a temperature probe. The
mean temperature (A) as well as the mumimal temperature (B) on the 4 joints were calculated
for each treated ALA rat Besults are expressed as means = SEM (p=9-10 rats). 2-way
ANOVASs with Bonferroni post-tests were used. NS: non significant.

Effects of local cryotherapy on clinical arthritis

The first clinical signs of arthiitis (paw edema, erythema, stiffness) appeared between day 11
and day 14 after immupnization. From day 11 onwards, ATA rats expenenced disease
progression mto a pelyarthitis, charactenized by severe ervthema and diffuse soft swelling
with complete ankylosis and malformations in the paws, reduced locomotor activity,

frequently associated with ear and tail inflammation. In ATA the arthritis score increased
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from day 11 vntil its maxinmum at day 21 (5.6 = 0.3) and plateaued votil day 24 (5.6 = 0.3 at
day 24 — Fig. 3A. and Fig. 3C)). The time-course of the hind paw diameters was
superimposable to that of arthritis score (Fig. 3B. and Fig. 3D.). As compared to ATA when
considering the whole 14 day-treatment period, local ice cryotherapy significantly decreased
arthritis score (p=0.001 - Fig. 3A.) and mean ankle diameter (p=0.001 - Fig. 3B.) whereas the
difference was not significant for cold spray therapy concerning the arthritis score (Fig, 3C.)
and for the mean ankle diameter (Fig. 3D.). Actually, cold spray treatment induced a biphasic
respense (Fig. 3C. and Fig. 3D.): it first aggravated the arthritis score at days 11-12 and then
reduced the score at days 21-24 (Fig. 3C.).

Fig. 3. Effect of cryotherapy on the time-cowrse of arthritis. ATA rats were treated or not
(control) either by being placed into cages lined with ice pops for 30 mimstes (n=10) or by
intermittent cold gas spray applications on hind paws for 2 minutes (2=9), twice a day for 14
consecutive days from day 11 to day 24 post-immunization. Mean arthritis scores (A, C) and
mean ankle diameter (B, I¥) were plotted over time after ATA induction Results are expressed
as means = SEM (p=0-10/group). 2-way ANOVAs with Bonferroni post-tests were used.

*=x0-0.001, **p=0.1, *p=0.05.

Thms, even though the time-course was different. at the end at the treatment (day 24), both
treatment significantly reduced arthritis score (- 41 %, p<10~ for ice and — 28 %, p=0.001 for
cold spray) and mean ankle diameters (-15.7%, p<0.0001 for ice and -10.6 %, p=0.0003 for
cold spray) as compared to ATA However, at day 24, mean arthritis scores tended to be lower
in ice-treated compared to cold gas-treated rats (3.23 £ 0.35 versus 3.99 = 0.23, NS) and mean
ankle diameters were significantly lower in ice-treated rats (8.26 £ 0.15 mm) compared to
cold gas (.76 £ 0.14 mm p<0.03). The time-course of the arthritis score on hind paws in
each treatment group was superimposable to the time-course of the global arthritis score [S2
Fig.].

10
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Effects of local cryotherapy on cytokine gene transcription in ATA hind paws

To determine whether the clinical effect of 14 day-local cryotherapy was associated with local
effects on cytokines, we measured cytokines gene expression in ATA groups at the end of the
treatment peried (day 24). As compared to control rats, ATA exhibited significantly higher IT.-
6, IL-17A, IL-1f and TWNF-o gene expression (Fig. 4A. to 4I.). Both ice and cold gas
significantly decreased IL-6 (-39% and -63% respectively, p=0.001), IL-17A (-51% and -52%
respectively. p<0.05) and IL-1p (-87% in both ice- and cold gas spray-treated rats, p=0.0001)
gene expression. By contrast, TNF-o levels were unaffected by cryctherapy whatever the

modality (Fig. 4E. to 4L.).

Fig. 4. Mean cytokine levels in treatment groups (Q-FT-PCE. on grinded hind paws). ATA rats
were treated or not (control) either by being placed into cages lined with ice pops for 30
mimutes (0=10) or by intermittent cold gas spray applications on hind paws for 2 mimites
(0=0), twice a day for 14 consecutive days from day 11 to day 24 post-immmunization. At day
24, Q-FT-PCF. analyses of IL-6 (A, E. I), IL-17A (B, F. J). IL-1f (C, G, K) and TNF-z (D,
H, L) gene expression were performed. Fesults are expressed as means = SEM (n=0-

10/group). Mann-Whitney tests were used. ***p=10.001, *p=0.05.
Effects of local cryotherapy on plasmatic cytokine levels m ATA

Then we determined whether the local effects of cryotherapy on cytokines were associated

with systemic effects on cytolines.

Plasma IL-17A and TWF-o were significantly higher in ATA as compared to controls
(p=0.001 — Fig. 5B. and p<0.05 — Fig. 5D. respectively). IL-1p tended to be higher in ATA but
the difference did not reach significance (Fig, 5C.). No change in IL-6 levels was observed
(Fig. 5A.). As compared to AIA ice-treated ALA had lower levels of IL-17A (p=10~, Fig.

SF.). IL-6 (p=0.05. Fig. 5E.) but unchanged TNF-a (Fig. SH.) and IL-1p plasma levels (Fig.
11
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5G.). Likewise, Cold-spray therapy sigmificantly reduced IL-17A (p=20.05, Fig. 51.) levels,
with mnchanged TNF-a (Fig. 5L.) and IT-1f levels (Fig. 5K.) but conversely to ice, it did not

change IL-6 plasma levels (Fig. 5L).

Fig. 5. Cytoline plasmatic levels in non-arthritic. non-treated arthritic and cryotherapy-treated
arthritic rats. Plasma levels of IL-6 (A, E, I), IL-17A (B, F, J). IL-1§ (C, G, K). TNF-a (D,
H, L) were assessed in ATA rats treated or not either by being placed into cages lined with ice
pops for 30 minntes (2=10) or by intermittent cold gas spray applications on hind paws for 2
minutes (0=9), twice a day for 14 consecutive days from day 11 to day 24 post-immmnization.
Results are expressed as means = SEM (n=7-10 rats/group). Mann-Whitney tests were used.

**+pa0.001, **p=<0.1, *p=<0.05.
Correlations between cytolines levels and clinical parameters

A significant correlation was observed between IL-6, IL-17A as well as IL-1p hind paw gene
expression levels and the corresponding hind paws arthinitis score (Fig, 6A. to 6C.), and ankle
diameter (Fig. 6D. to 6F.). By contrast, no cormrelation was found between TINF-o gene
expression levels and hind paw arthritis score (r=0.17, p=0.17 for arthnitis score and =-0.14,

p=0.29 for ankle diameter, not shown).

As regards plasma cytokines levels, plasma IL-17A levels correlated positively with the
global arthritis score (1=0.79 — p=10"* Fig. 6G.), with ankle diameter (r=0.65 — p<10.001 —Fig.
6H.). Plasma IT-6 levels didn’t correlate with the arthnitis score (= -0.04, p=0.83, not shown)
but comelated with the ankle diameter (Fig. 61.). TNF-u levels correlated with the arthritis
score (Fig. 6J.) but not with ankle diameter (+=0.22, p=0.23, not shown). IL-1p levels didn’t
correlate with the arthritis score (7=0.14, p=0.4) and quite surpnsingly correlated negatively
with the ankle diameter (= -0.46, p=0.015, not shown). Hind paw cytokine gene expression

levels did not correlate with the corresponding protein plasma levels whatever the cytokine.
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Fig. 6. Comelations between pro-inflammatory cytokine levels and clinical parameters.
Pearson’s r correlation coefficients were calculated between hind paw IL-6 (A, D), IL-17A
(B, E), IL-f1 (C, F) gene expression levels and climcal parameters, and between plasma
levels of IL-6 (I), IL-17A (G, H), TINF (J) and clinical parameters measured at day 24 post-
immunization in ATA treated or not either by being placed into cages lined with ice pops for
30 minutes (n=10) or by intermuttent cold gas spray applications on hind paws for 2 mimutes
(0=9), twice a day for 14 consecutive days from day 11 to day 24 post-immunization. For the
arthritiz score and ankle diameter, ATA rats from the 3 treatment groups and nen-arthritic
controls were considered (n=60. n=64, 0=60 pairs for hind paw IL-6, [L-17A and IL-1p
mBNA levels and n=35 pairs for both IL-17A and TNF-o plasma levels respectively). For
ankle diameter, both hind paws from the 3 treatment groups were considered (n=50, n=56.
=30 pairs for hind paw IL-6, IL-17A and IT-1f mBNA levels and n=28 pairs for both IL-

17A and IT-6 plasma levels respectively).

Discussion

The senunal findings of this study are that 1) a subchronic treatment with local cryotherapy
alone iz efficient for reducing arthritis activity in ATA_ 2) these beneficial effects are, at least
in part, mediated by a down-regulation of joint and systemic I[L-6TL-17 pathway but
independent on the TNFo pathway. These therapeutic and anti-inflammatory effects were

recently partly confirmed in preliminary hnman studies [see Additional files 5-8].

Cryotherapy i3 a cheap, well-tolerated therapeutic option in an adjuvant setting in
inflammatery rhenmatic diseases. It 1s widely and empinically vsed in rhenmatic diseases such
as BA with a paradoxically low level of evidence, mostly due to methodological issues and
biases in clinical studies [12.36]. In nmrine models of arthritis, the therapewtic and anti-

inflammatory effects of cryotherapy are also poorly documented In ATA WBC (liguid
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nitrogen at -110°C for 2 minutes, once a day for 2 weeks) applied in association with
NSAIDs, corticosteroids and kinesitherapy reduced the number of swollen joints and
increased histamine and cortisol in peripheral bloed [37]. In another study, ice chips (0°C)
applied 30 minutes a day for 10 days in rabbit zymesan-induced arthntis model tended to

reduce synovial hyperplasia and cell infiltrate [38].

In thus study, we used the two most frequently used cryotherapy modalities: ice and to a lesser
extent cold gas pulverization, which were not directly compared in the literature so far [12].
Ice (applied for 20-30 punutes) is supposed to provide a more in-deep and progressive
cooling, while cold gas (applied for 2-5 nunutes) induces a more ample temperature drop with
associated vaso-active effects (a thermal shock with an intense vaso-constriction followed by
a vaso-dilatation phenomencn). The optimal treatment periodicity and duration (twice a day
for 14 days) was also suggested by the literature [12]. In other animal studies, ice chips
applied for 30 nunutes reduced intra-joint temperature to 17.1°C in zymesan-induced arthritis
in rabbits [38] and ice induced a 16.6°C drop in healthy dog skan temperature, in line with our
results in ATA [39]. In our study. ice was more precociously efficient on clinical arthritis and
reduced the mean arthritis score and ankde diameter throughout the 14 days of treatment (2-
way ANOVA), which was not the case for cold gas spray application, which showed a
biphasic therapeutic response profile. Thus, from a clinical point of view, local ice appeared

to be more efficient and better tolerated.

As regards the mechanisms involved, the anti-inflammatery effects of LC appeared to be
mostly IL-6/IL-17-dnven Indeed, both techniques reduced IL-6 and IL-17A gene expression
in treated hind paws and we observed significant correlations between gene expression and
clinical parameters for these two cytokines. While mild hypothermia previously showed
inhibitory effects on IL-6 pathway in human and mouse stroke, in HUVEC endothelial cell
line culture, in rat pancreatitis and cardiac arrest models [20,4042] and WBC-treated RA
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patients without corticosteroids [43], at least partly mediated through NF-KB inhibition
[20,40]. the inhibitory effect of LC on IL-17A, a pivotal pathway involved in RA
pathogenesis, is reported here for the first time_ In vifre patella culture expeniments revealed
that synovial muld hypothermia decreased IL-6 protein levels, with no effect on other
cytokines. This direct effect of hypothermua on synovial IL-6 pathway might precede and
canse a subsequent decrease in IL-1TA levels [4-6]. By conotrast, both synovial mild
hypothermia and sub-chronic LC had no effect on TNF-2 gene and protein levels. This result
was guite surprising, as mild hypothermia reduced TNF-o levels in several non-arthritic
e models [44.45]. In arthritic patients, LC [17] as well as WBC [46] decreased TINF-u
plasma levels but the studies were non-controlled and the patients received concwrent
corticosteroids and DMARDs. Of interest, previous studies reported that NSATIDs repressed
IL-6 gene transcription in mmurnne arthritic hind paws, decreased I1-6 serum protein levels in
ATA [29]. and inhibited IT-17A through COX-2 pathway blockade in RA fibroblast culture
models [47]. Thus, LC effects on IL-6TL-17 axis might be mediated through common
pathways with NSATDs (COX-2 and NF-kB mnhibition [48]), but with a potentially better risk-

benefit balance.

Another interesting result of our study is that even though cryotherapy was locally applied, it
induced changes in systemic cytokine levels. Indeed, both LC technigues decreased IL-17A
plasma levels, while ice only reduced plasma II-6 levels. WBC also reduced plasma IL-6
levels in a subgroup of FA patients without corticostercids [43]. However, these systenuc
effects of LC on IL-6 and IL-17A plasmatic levels had never been reported before in RA
patients nor in mmrine models of arthritis. These systenue anti-inflammatory effects might be
partly mediated through autonomic nervous system invelvement. Indeed, ice-water swimming
was shown to increase peripheral norepinephrine levels in healthy subjects [16]. Furthermore,

the o/p2-adrenergic receptor balance in the immune system has been shown to influence local
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and systemic inflammation as well as Th-1/Th-2 balance in ATA [49]. These systemic anti-
inflammatery effects might also be partly related to WF-EB pathway inhibition in the spinal
cord, which showed anti-inflammatory properties in ATA [50]. The melecnlar mechanisms
involved m these previously wnlmown anti-IL-§ and anti-TL-17 effects of sub-chronic local
cryotherapy in the context of nmnine arthrtis (INF-kB dependent cytokine gene transcription
inhibition? Temperature-dependent down-regulation of key enzyme pathways such as COX-2,
metalloproteinases?) require further investigations and additional studies on this tepic which
could help elucidate and optimize the anti-inflammatory effects of local eryotherapy in human

arthritis as well.

Conclusions

The present study demonstrated that two LC technigues applied for 14 consecutive days have
therapeutic effects in ATA Ice showed a better efficacy and tolerance profile than cold gas
spray. These therapeuwtic effects were associated with local and systemic anti-inflammatory
effects, mamnly through IT-6/TL-17 pathway inhibition Cryotherapy techniques and protocols
should be further evalwated and standardized in order to determine whether long-term LC
might be a safer altemative to NSAIDs and corticosteroids, or offer dose-spanng effects,

especially for vulnerable or elderly patients [13].
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Supporting data

Our data were recently presented in poster tour at the EULAR congress [see 53 abstract and
54 poster]. Recent supporting preliminary data relevant to the topic are also reported m 55

article, 56 article, 57 abstract, 58 poster.

51 Fig. Effects of mild hypothermia on the cell viability of cultured ATA patellar
explants After sacrifice, both patellas of each rat were dissected. Before culture, cell viabality
was assessed by measunng ATPase activity using fluorescence techmique (CellTiter-Glo®
Luminescent Test, Promega). Viability didn’t differ significantly between 30°C- and 37°C-

coltured patellas groups, suggesting that 2 howr-muld hypothermia had no mfluence on
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patellar explant cell viability. Paired Wilcoxon tests were used. Results are expressed as

means + SEM.

52 Fig. Supplemental figure 2.tf Time-course of arthritis score on hind paws in ice- (A)
and cold gas-treated (B) ALA rats compared to controls. Results are expressed as means =
SEM (n=9-10 rats/group). 2-way ANOVAs with Bonferroni post-tests were used.

*2x0-0.001, **p=<0.1, *p<0.03.

53 Abstract. Guillot X et al LOCAL CEYOTHERAPY DOWN-REGULATES LOCAL
AND SYSTEMIC IT-6 AND IL-17 PATHWAYS IN ADJUVANT-INDUCED ARTHRITIS.

SATO047-PT-DOL: 101136/ annrhenmdis-201 6-eular. 1779,

54 Poster, Guillot 3 et al. LOCAT CEYOTHERAPY DOWN-REEGULATES LOCAL AND
SYSTEMIC IL-6 AND IL-17 PATHWAYS IN ADJUVANT-INDUCED ARTHRITIS.

SATO047-PT-DOL: 101136/ annrhenmdis-201 6-eular. 1779,

55 article, Guillot 3 et al. Cryotherapy in inflammatory thenmatic diseases: a systematic

review. Expert Rev Clin Immmnol. 2014 Feb;10(2):281-94.

56 article, Guillot 3 et al. Cryotherapy decreases synovial Doppler activity and pain in kmee

arthritis: a randomized-controlled trial. Joint Bone Spine. Under review.

57 abstract. ClinicalTrials gov identifier: NCT02573298 — Guillot X et al. LOCATL
CEYOTHERAFPY (PULSED CO2 OF. ICE) DECEEASES I1-6. IL-1B AND VEGF
SYNOVIAL LEVELS IN ENEE ARTHRITIS. SAT0626 — P - DOL 10.1136/annrhenmdis-

2016-eular. 1699.

58 poster. ClinicalTrials gov identifier: NCT02373298 — Guillot 3, et al. LOCAL

CEYOTHERAPY (PULSED CO2 OF. ICE) DECEEASES I1-6. IL-1B AND VEGF
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SYNOVIAL LEVELS IN ENEE ARTHRITIS. SAT0626 — P - DOL 10.1136/annrhenmdis-

201 6-enlar. 1699.

Abbreviations

LC: Local cryotherapy

WEBC: Whele-body cryotherapy

FA: Fheumatoid arthritis

COX-2: Cyclo-oxygenase-2

1-NOS: inducible-NO-synthase

NEEB : Nuclear factor kappa B

Th-1: T helper-1

Treg: regulatery T cell

ATA: Adjovant-induced arthritis

Non-steroidal anti-inflammatery dmgs (NSAIDs)

PGE2: Prostaglandin E2

Human vmbilical vein endothelial cell (HUVEC)

DAS-28: Disease activity score (28 joints).
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LOCAL CRYOTHERAPY DOWN-REGULATES LOCAL AND SYSTEMIC IL-6 AND IL-17 PATHWAYS IN ADJUVANT-
INDUCED ARTHRITIS

. Guillot -2, H. Martin', K. Maguin-Gaté', 5. Py*, C. Demougeot', D. Wendling® N. Tordi’
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INSERM-CIC 1431, Besancon University Hospital, F-25030 Besangon Cedex, France

My abstract has been or will be presented at a scientific meeting during a 12 months period prior to EULAR 2016:
Mo

Is the first author applying for a travel bursary and/or an award for undergraduate medical students?: Mo
Background: Cryotherapy is widely and empirically used in an adjuvant and symptomatic setting in inflammatory
rheumatic diseases, with a low level of evidence [1].

Objectives: The aim of this work was to evaluate local and systemic anti-inflammatory effects of local cryotherapy (LC) in
adjuvant-induced arthritis (Al4), comparing 2 technigues (ice and cold gas spray). We considered clinical (arthritic score
and ankle diameter) and biclogical effects on IL-8, IL-174, IL-15, TNF-a local and systemic levels.

Methods: Arthritis was induced by a single Mycobacterium butyricum injection in male Lewis rat tails (day 0). At the
onset of arthritis (day 11), rats were treated either by 30 minute-ice applications on hind paws (in cages lined with ice
pops — n=10) or by 2 minute-cold gas pulverizations on both hind paws (n=9) twice a day for 14 consecufive days. Ten
non-treated AlA rats were used as controls. At day 24 (the day after the last cold applicafion), hind paws were grinded in
order to measure cytokine gene expression levels by Q-RT-PCR. Plasmatic levels of the same cylokines were also
measured in plasma by cytometry (Muliiplex Magpix& ebioscience). IL-6 plasma levels were measured by ELISA (rat ILE
platinum ELISA, BM56258, ebioscience).

Results: Ice application significantly reduced the mean arthritic score and ankle diameter from day 6 to day 14 (p<0.001)
and globally throughout the 14 day treatment period (2-way ANOVA: p<0.001)} compared to non-treated AlA controls.
Cold gas first aggravated arthritis at days 11-12 {p<0.01) then improved dinical inflammation at days 21-24 (p=0.001).
Skin temperature after LC didn't differ between treatment groups. Both technigues significantly reduced IL-6, IL-1B, IL-
17A gene expression levels in hind paws at day 24 compared to non-treated AlA (by 60%, 87% and 50% respectively,
p<0.001,p<0.001 and p=0.058). Cytokine gene expression levels comelated posifively with hind paw arthritic score and
ankle diameter. Conversely, LC had no effect on TNF-a gene expression in hind paws. LC also significantly reduced IL-
174 plasmatic protein levels at day 24 (Ice : 47+/-3pg/ml versus 132+/-15pg/ml;n=9;p<00001 — cold gas : 9+i-12pg/ml
versus 132+/-15pg/ml;p<0.02) and IL-17A plasmatic levels correlated positively with arthritic score, ankle diameter and
negatively with weight gain. lce also reduced IL-6 plasmatic levels (118+/-20pg/ml versus 197 +/-60pg/mi;p<0.05). LC had
no effect on TMF-a nor IL-1B plasmatic levels.

Conclusions: These results demonstrate in vivo previously unknown therapeutic and anti-inflammatory effects of 14 day-
LC im AlA. We observed both local (at the gene level in treated hind paws) and systemic (at the protein level in plasma)
down-regulation of key cytokine pathways criically involved in the pathogenesis and severity of inflammatory rheumatic
diseases. LC local and systemic anti-inflammatory effects were mainly IL-6 / IL-17A-driven and TNF-a-independent in this
model.

References: [1] Guillot X, et al. Cryotherapy in inflammatory rheumatic diseases: a systematic review. Expert Rev Clin
Immunaol. 2014;10(2):281-94.

Disclosure of Interest: None declared
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LOCAL CRYOTHERAPY DOWN-REGULATES LOCAL AND SYSTEMIC
IL-6 AND IL-17 PATHWAYS IN ADJUVANT INDUCED ARTHRITIS

Xavier Guillot'2, Helene Martin', Katy Maguin-Gaté’, Stéphanie Py2, Céline Demougeot’, Daniel Wendling?, Nicolas Tordi®.

'UiFC

' FDEEMZE? "FHU INCREASE, Bourgogne Flandl&Come Unwaslty F-25000 Besangon Cedex, France.
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Background

Cryntheraw is \Mdely used in the ad]uvant seﬂlng in
in ith a
low level nf ev»denoe [1]. Furthermore, |oe has been
shown to intra-joint to 30°C for
2 hours in RA [2]. This temperature range corresponds.
to tissue mild hypothermia, which has shown anti-
inflammatory properties, notably through NF-kB-
mediated cytokine gene transcription inhibition [3] and
the repression of key-enzymatic pathways such as
COX-2, MMWP, oullagenases [4]. Whether these
i are in py-reated RA is
not known.

Y

Objectives

The aim nf this work was to evaluate the clinical as
well as anti-in

effects of local cryotherapy applied twice a day for 14
days in vivo in Adjuvant-Induced Arthritis (Al4) model.
We also compared the effects of 2 techniques (ice and
cold gas).

Methods

AlA was induced in 30 male Lewis rats by M.butyrricum
injection in the tail (day 0). At the clinical onset of
arthritis (day 11), rals were treated by ice application
(30 minutes in cages lined with ice pops, n=10), cold
gas application (intermittent pulverizations on hind
paws for 2 minutes, n=9) both twice a day for 14
consecutive days. Mon-reated AlA controk were ako
considered (n=10). The arthritis score, ankle diameter,
skin temperature after treatment, weight were daily
monitored. The rats were then sacrificed the day after
the last cold application (Day 25). Cytokine gene
expression levels in hind paws were evaluated by Q-
RT-PCR, while plasma cytokine levels were measured
by ELISA and Multiplex techniques.

Results
Ice and cold gas showed ditinct p

Cedex, France.

ZINSERM-CIC 1431, Besangon University Hospnal F-2£030 Besancon Cedex, France.

Fig. 2. Mean cytokine levels in treatment groups at day 25
(@-RT-PCR on grinded hind paws - means +/- SEM)

Fig. 1. Time-course of arthritis in cryotherapy-treated versus
non-treated AlA rats
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patterns (Fig. 1.). Both techniques reduced IL-6, IL 1TA
and IL-1p gene expression levels in hind paws (Fig.
2.). We also observed systemic anti-inflammatory
effects on plasma IL-17A and IL-§ levels (Fig. 3.). By
contrast, we observed no effect on local nor systemic
THF-a levels. Local and systemic IL-6 and IL-17A
levels correlated with the clinical parameters (Fig. 4.).

mnm plasma IL-ATA Ieullll day 25.
3 Ice decreased plasma IL-& levels at day 25.

Conclusions
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= Local cryotherapy appliedtwice a day for 14 days exhibited therapeutic and anti-inlammatory effectsin AlA.

= Ilce was globally more efficienton the clinical parameters, and better tolerated thancold gas.
= Both techniques inducedlocal but alzo systemic antiinflammatory effects.
= These effects were mainly IL-6 and IL-1TA-driven, but THF-a-independent in this model.
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LOCAL CRYOTHERAPY (PULSED CO2 OR ICE) DECREASES IL-6, IL-1B AND VEGF SYMOWVIAL LEVELS IN KNEE
ARTHRITIS

®. Guillot' -2, M. Tordi®, C. Laheurte?, L. Pazart*, C. Prati’, P. Saas® D. Wendling®

FDE EA4267, FHU INCREASE, Bourgogne Franche-Comté University, F-25000 Besangon, Rheumatology department,
Besancon University Hospital, 3JINSERM L1098, biomonitoring platform, EFS Bourgogne-Franche-Comté, “INSERM-CIC
1431, Besangon University Hospital, F-25030 Besangon Cedex, France

My abstract has been or will be presented at a scientific meeting during a 12 months period prior to EULAR 2016:

Mo
Iz the first author applying for a travel bursary andior an award for undergraduate medical students?: Mo

Background: Cryotherapy is widely and empirically used in an adjuvant and symptomatic setting in inflammatory
rheumatic diseases, with a low level of evidence.

Objectives: The aim of this work was to evaluate the effects of two local cryotherapy (LC) techniques (ice or hyperbaric
cold CO2) applied twice on pain and pro-inflammatory cytokine levels in arthrific knees.

Methods: Thirty-five patients suffering from non-septic knee arthritis were included (16 gouts, 8 calcium pyrophosphate
dehydrate crystal deposition diseases, 5 spondyloarthritides, 6 rheumatoid arthritides). Patients didn't receive any
concurrent anti-inflammatory drug (corticosteroids, NSAIDs, colchicine, DMARDs, biclogics) throughout the study period
(24 hours). They were randomized to receive local ice (for 30 minutes) or cold pulsed CO2 (for 2 minutes - Cryo+8
Cryonic) at 9 AM and 5 P.M. Synowvial fluid was collected just before the first cold application then 24 hours later (also at
9 A M). Synovial fluid cell count and cytokine levels (IL-6, IL-1p, TNF-a, IL-17A, VEGF by Multiplex flow cytometry —
CBA& BD biosciences) were measured and compared before and after the two LC applications. Paired Wilcoxon tests
were performed. The factors associated with cytokine level evolution were assessed (uni- then multivariate analysis by
logistic regression).

Results: Pain VAS significantly decreased after 24 hours in both treatment groups (lce: 5.3+/-1.3 versus 2. T+/-
1;n=20;p=0.0003 — CO2: 5.6+/-1.4 versus 3.1+/-1.2;n=15;p=0.002). Synovial fluid leukocyte count non-significanthy
decreased (23580+/-10015 versus 19120+/-8951,p=0.49). IL-6 levels significantly decreased after 2 LC applications
456100+/-163570pg/mL versus 281500+/-142006pg/mL;n=35;p=0.0001). This decrease was also significant in ice-
treated subgroup (n=20 ;p=0.0002) but not in CO2-treated patients (n=15;p=0.07). In multivariate analysis, IL-6 decrease
was associated with a higher CRP rate at baseline (r=0.35,p=0.004) and a greater skin temperature drop during LC
(r=0.33;p=0.03). IL-1p levels also decreased after treatment (26.75+/-8 95pg/mL versus 23.10+i-
10.11pg/mL;n=35;p=0.02) but the difference didn't reach significance in treatment subgroups (lce: n=19;p=0.07 — CO2:
n=15;p=0.15). In multivariate analysis, IL-18 decrease was associated with “ice” modality (r=3.25;p=0.03) and negatively
associated with BMI {r=-4.02;p=0.04}). VEGF levels also decreased globally (1391+/-295pg/mL versus 1263+/-
281pg/mL;n=34,p=0.03) but not significantly in subgroups (lce: n=19;p=0.2 - CO2: n=15;p=0.07). IL-17A rates also
tended to decrease (16.3+/-15.75pg/mL versus 14.95+/-15.2pg/mL;n=35;p=0.065). TNF-a levels tended to decrease in
CO2 group (n=15;p=0.08).

Conclusions: LC (ice or pulsed CO2) applied twice during one day showed anti-inflammatory effects by reducing
synovial IL-6, IL-1§ and VEGF levels in arthritic knees. Both technigues equally reduced pain but sample sizes were still
insufficient to show any difference in terms of local cylokine level reduction.

Disclosure of Interest: None declared
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LOCAL CRYOTHERAPY (PULSED CO2 OR ICE) DECREASES IL-6, IL-18 AND VEGF
SYNOVIAL LEVELS IN KNEE ARTHRITIS

EULAR16-1699 Xavier Guillot 12, Micolas Tordi?, Caroline Laheurte®, Lionel Pazart*, ClémentPrati', Philippe Saas? Daniel Wendling? CHRU i
'FDE EA4267, FHU INCREASE, Bourgoane Franche-Comité University, F-25000 Besancon, France. U‘FC
P - SATOE26 *Rheumatology department, Besancon University Hospital, F-25030 Besancon Cedex, France.
Rehabifitstion “INSERM U1098, biomonitoring platform, EFS Bourgogne-Franche-Comté, F-25030 Besancon Cedex, France.
Background 4NSERM-CIC1431, Besancon University Hospital, F-25030 Besancon Cedex, France
Cryotherapy is wujely and emplrlcalry used in an adjuvant and symptomatic setting in Fig. 1. Study design Fig. 2. Pain VAS after 2 LC
in ¥ with a low level of evidence [1]. In R4, ice (means +/- 95%Cl)
application was shown to reduce knee intra-joint temperature to 30°C for 2 huuls 21 Global  Ice coz
This " range CcOrTesp to tissue mid hypothermia, which already b e —
showed ic and antii v effects in other pathologies such as brain

ischaemia, notably through NF-kB dependent cytokine gene transcription inhibition [3]
and enzyme metabolism blockade [4].

Objectives

The aim of this work was to evaluate the effects of two local cyotherapy (LC)
techniques (ice or hyperbaric cold CO2) applied twice on pain and pro-inflammatory
cytokine levels in arthritic knees.

bow inaZi) Same rodatey
o G2 famnsy

Fig. 3. Synovial fluid leukocyte count  Fig. 4. Synovial fluid IL-6 evolution after 2 LC

Methods
Thirty-five patients suffering from non-septic knee arthrrtls were included (16 gouts, & — evolution (means +/- 95% Cl) applications (Multiplex, means +/- 95% CI)
calcium py y crystal dep 5 spondylnarthritides, E sooo0 w‘. e, g0z Sichal  lce | CO2
6 rheumatoid arthritides). Patients didn't receive any concument anti-inflammatory = NS NS NS
drug (corti NSADs, icine, DMARDs, biologics) throughout the study € o
period (24 hours). They were randumlzed to receive local ice (for 30 minutes) or cold §
pulsed CO2 (for 2 minutes - Cryo+® Cryonic) at 9 A M and 5 P.M. Synovial fluid was §’m
collected just before the frst cold application then 24 hours later (also at 9 A M - Fig. § Ao
1.). Synovial fluid cell count and cytoking levels (IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-17A, VEGF by R
Muttiplex flow cy v — CBA® BO biosci ) were and comp &G f" &
before and after the two LC applications. dfpi:&,.&’ & ".zb’ P y‘ﬂ"
o o

Results "g ‘;‘:’
Pain VAS significantly decreased after 24 hours in both treatment groups (Fig. 2.). Fig. 8. Synovial fluid IL-1f} evolution after 2 LC  Fig. 6. Sy ial fluid VEGF lution after 2 LC
The Mean synovial fluid leukocyte count non d (Fig. 3.). IL-& applications (Multiplex, means +/- 95% Cl) applications (Multiplex, means +/- 5% CI)
levels significantly decreased after 2 LC applications. This decrease was aiso Glohal lce coz
significant in |oe—treated subgroup (but not in COZ treated patients (Fig. 4.). m .'n_a..ﬂ. hary
multivariate hysis, IL-6 was with a higher CRP rate at - E -
baseline (r=0.35,p=0.004) and a greater skin temperature drop during LC E - g
(r=0.33;p=0.03). IL-1B levels ako decreased after treatment, but the difference didnt = o
reach signi in groups (Fig. 5.). In multivariate analysis, IL-1f = ﬂ
decrease was associated with “ice® modality (r=3.25,p=0.03) and negatively ; = o

o L

associated with BMI (r=-4.02;p=0.04). VEGF levels also decreased globally but not
significantly in subgroups (Fig. 6.). IL-17A and TNF-a rates non-significantly tended to f a
decrease. Cytokine levels didn't vary significantly in contralateral non-treated knees

(n=10) over 24 hours.

Conclusions

=% Local cryotherapy (ice or pulsed C02) applied twice during one day showed anti-inflammatory effects by reducing synovial IL-6, IL-1p and VEGF
levels in arthritic knees.
=% Both technigues equally reduced pain but sample sizes were still insufficient to show any difference in terms of local cytokine level reduction.
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Abstract Text

Character counf for abstract text: 2668 (82 Characfers Remaining)

Background/Purpose: Cryotherapy is widely and empirically used in an adjuvant and symptomatic sefting in inflammatory rheumatic diseases, with a
low level of evidence [1]. The aim of this work was to evaluate local and systemic anti-inflammatory effects of local cryotherapy (LC) in adjuvant-
induced arthritis (AlA), comparing 2 techniques (ice and cold gas spray). We considered clinical (arthritis score and ankle diameter) and biological
effects on IL-5, IL-17A, IL-1B, TNF-a local and systemic levels.

Methods: Arthritis was induced by a single Mycobacterium butyricum injection in male Lewis rat tails (day 0). At the onset of arthritis (day 11), rats
were treated either by 30 minute-ice applications on hind paws (in cages lined with ice pops —n=10) or by 2 minute-cold gas pulverizations on both
hind paws (n=9) twice a day for 14 consecutive days. Ten non-treated AlA rats were used as confrols. At day 24 (the day after the last cold
application), hind paws were grinded in order to measure cytokine gene expression levels by Q-RT-PCR. Plasmatic levels of the same cytokines were
also measured in plasma by cytometry (Multiplex Magpix® ebioscience). IL-6 plasma levels were measured by ELISA (rat IL6 platinum ELISA,
BMS625®, ebioscience).

Results: Ice application significantly reduced the mean arthritis score and ankle diameter from day 6 to day 14 (p=0.001) and globally throughout the
14 day treatment period (2-way ANOVA: p=0.001) compared to non-treated AlA controls. Cold gas first aggravated arthritis at days 11-12 (p=0.01)
then improved clinical inflammation at days 21-24 (p=<0.001). Skin temperature after LC didn't differ between treatment groups. Both techniques
significantly reduced IL-6, IL-18, IL-17A gene expression levels in hind paws at day 24 compared to non-treated AlA (by 60%, 87% and 50%
respectively, p<0.001,p<0.001 and p<0.05). Cytokine gene expression levels comelated positively with hind paw arthritis score and ankle diameter.
Conversely, LC had no effect on TNF-a gene expression in hind paws. LC also significantly reduced IL-17A plasmatic protein levels at day 24 (Ice -
47+-3pg/m| versus 132+/~15pgfml;n=9;p=00001 — cold gas : 89+/-12pg/ml versus 132+/-15pg/ml;p=0.02) and IL-17A plasmatic levels correlated
positively with arthritis score, ankle diameter and negatively with weight gain. Ice also reduced IL-6 plasmatic levels (118+/-20pg/ml versus 197 +/-
60pg/ml;p<0.05) and IL-6 plasmatic levels correlated positively with ankle diameter. By contrast, LC had no effect on TNF-a nor IL-1p plasmatic levels.

Conclusion: These results demonstrate in vivo previously unknown therapeutic and anti-inflammatory effects of 14 day-LC in AlA. We observed both
local (at the gene level in treated hind paws) and systemic (at the protein level in plasma) down-regulation of key cytokine pathways critically involved
in the pathogenesis and severity of inflammatory rheumatic diseases. LC local and systemic anti-inflammatory effects were mainly IL-G / IL-17A-driven
and TNF-ag-independent in this model.

[1] Guillot X, et al. Cryotherapy in inflammatory rheumatic diseases: a systematic review. Expert Rev Clin Immunol. 2014;10(2):281-94.

Disclosure: X. Guillot, None;H. Martin, None;K. Maguin-Gaté, None;S. Py, None;C. Demougeot, None;D. Wendling,
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Local Cryotherapy Down-Regulates Local and Systemic IL-6/IL-17 Pathway with No Effect

on TNF-a in Adjuvant-Induced Arthritis
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Rheumatoid Arthritis — Animal Models

Background

Cryotherapy is widely used in the adj setting in in with a
paradoxically low level of evidence [1]. Furthermore, ice has been shnwn to decresase infra-
Jjoint temperature to 30°C for 2 hours in RA [2]. This range to
tissue mild hypothermia, which has shown anti-inflammatory properties, notably thruugh NF-
kB-mediated cytokine gene transcription inhibition [3] and the repression of key-enzymatic
pathways such as COX-2, MMP, 41 these i are i

in cryotherapy-treated RA is not known.

Fig. 2. Mean cytokine gens expression levels in treatmont groups
at day 25 (Q-RT-PCR on grinded hind paws - means +/- SEM)

Objectives
The aim of this work was to evaluate the clinical as well as localsystemic biological anti- |
inflammatory effects of local cryotherapy applied twice a day for 14 days in vivo in Adjuvant-
Induced Arthritis (Al4) model We also compared the effects of 2 techniques (ice and cold

= Ax duy 28, both Sechniques sigatficantly redusad L4, BL-174 8nd IL-1 gene

gas}' S0% and 8T%
Fig. 3. levels in groups.
Methods at Day 25 Inmns +i- SEM}

AlA was induced in 30 male Lewis rats by M.butyrricum injection in the tail (day 0). At the I_ PR |-
clinical onset of arthritis (day 11), rats were treated by ice application (30 minutes in cages e -,
lined with ice pops, n=10), cold gas application (intermittent pulverizations on hind paws for ;
2 minutes, n=9) both twice a day for 14 consecutive days. Non-treated ALA controls were
also considered (n=10). The arthritis score, ankle diameter, skin temperature afer
treatment, weight were daily monitored. The rats were then sacrificed the day after the last
cold application (Day 25). Cytokine gene expression levels in hind pawswere evaluated by
Q-RT-PCR, while plasma cytokine levels were measured by ELISA and Muliplex
techniques.
Results
Ice and cold gas showed distinct therapeutic response patterns (Fig. 1.). Both techniques i
reduced IL-5, IL-17A and IL-1F gene expression levels in hind paws (Fig. 2.). We also
ic anti-in v effects on plasma IL-17A and IL-6 levels (Fig. 3.). By &
contrast, we observed no effect on local nor systemic TNF-a levels. Local and systemic IL-56
and IL-17A levels correlated with the clinical parameters (Fig. 4.).
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Fig. 4. Cormelations between local | systemic cytokine levels and
clinical parameters
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Conclusions

= Local cryotherapy applied twice a
day for 14 days exhibited therapeutic
and anti-inflammatory effectzin AlA.

= Ice was globally more efficient on the
clinical parameters, and better
tolerated than cold gas.

= Both techniques induced local but
also systemic anti-inflammatory
effects.

= These effects were mainly IL-6 and
IL-17A-driven, but TNF-o-independent
in this model.
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~Cryothérapie
Les traitements
par le froid

en plein essor

Rhumatologie, traumatologie, médecine du sport, bien-étre,
esthétique... Autant de domaines ol la cryothérapie se développe.
Dcm_ﬂca.oa attendre des techniques qui utilisent le froid extréme?
Quelles sont leurs applications? Télé Star fait le point. Emmanuelic Blanc

La poche de glace: des  pois surgelés ou encore un  traltementsont parfols néces- :

indications multiples  .pack froids acheté en phar-  saires pour obtenir un effet

lu eryothérapie, q La cryothérapie corps

Uintérét du grand froid? Il Tentourer d'un linge humide o:»rlnnm“ une

ggggg L auneaction  pour éviter de briiler la peaw. technique a succés

Uapplication: 'l sagit dun Laencore, ce sont les proprié-
5

s: de 16 & 20 minutes chacune, teusesetanti-Inflammatoires
contusions, traumatismes en les espacant d'une heure.  du froid quisont mises & profit.
musculaires (claquage, déchi- C Mez si la douleur persi , i,
rure..,) et articulaires (hixa- av-dela de 3 jours. «Pour les  corps qui est immergé dansun
tion, entorse,. ), tendinites. maladies rhumatismales, une  «baine d'airseci - 110°C, tem-
sLa eryothéraple locale agit application matin et soir de  pérature qui, en outre, hooste
aussi sur les douleursetinflam- 30 minutes environ sur les  la sécrétion de cortains neu-
mations chez des personnes  articulations doul ,  romédi l'adré-
qui soulfrent de polyarthrite précise ke ¥ Guillot. Mais plu-  naline, la noradrénaline ot les
rhumatoide, despondylarthrite  sicurs jours consécutifs de endorphines.

e o ouu  MINCEUR PAR LE FROID: & savoir avant d'y recouris
lot, rhumatologue au CHU de L8 eryoipolyse visa & niduire les amas graisseux tris localisés (vantre,

Besangon. Elle nie se substitue  culotte de cheral, poignées damour, genous, intédeur des cuisses)
pasautraitement de fond, maks  en détruisant par ke froid {entre 3 ot 6 °C) envison 20 % des calules
pourrait &tre une alternative  graisseuses qui y sont loghes. Selon les appareis, & séance dure de
auxanti-inflammatoites etaux  30mind 1 heure, colite de 200 € & 600 € par 20ne traltée (la double s'll
corticoides ou du moins per-  faut traiter des deux cités), et § en faut souvent plus de deux pour obtenir
mettre d'en balsser les doses.»  un nésultat satisfaisant. Probiéme: ¢a ne fonctionne pas chez tout

Le bon matériel: on peut utiliser ke monde et, si Fon reprend ensulte du poids, les celiles grasseuses
une poche en plastique remplie  restantes peuvent gonfier et occuper la place lalssée vacanie par celles
de glagons, unsachet de petits  quil ont £t Siminées. Autrement dit: retowr & la case dépan |

w-g.,.c?ﬂiuoﬁnoan! - Et pour la récupération aprés  séanc pprochées (tous
shahih i sportif 7 «<Elle  les jours ou tous bes deux jours),

et g'asséche, avant de passer donne des résultats encours-  Les contre-indications: I'hyper-
danslachambre A~ 110"C, 00l geants mais, pour les courba-  tenston artérielle non contrilée,
Fon reste 2 4 3 minutes. _ig?—»?ﬂ%ﬁdﬂm Eg%

- lant 0 mi-  fecti P éire des
la polyarthrite rhumatoide, la  nutes juste aprés l'effort.s contre-indications absolues ou
sponcdylarthrite ankyiosante, - Son biénéfice reste & démon-  relatives. D'ot MNimportance du
la fibromyalgie ¢t latendinite.  trer scientifiguement dans la  bilan médical.

«Elle s aussi un effet positifsur  sclérose en plaques, les mala-  Codt: de 40 € 4 48 € la séance

sz-ng?zni
CCE avec «cryesaun
Le cryosauna repose sur

le méme principe que la
cryothéraple corps entier

o & deux exceptions prés: be froid

est obtenu par évaporation
dazote liquide fet non par
refroidissement d'alr sec par un
systéme électrique), et le corps
nlest immergé que jusqu'aux
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RESUME.

Introduction. La cryothérapie est utilisée de manicre large et empirique a visée adjuvante
dans les rhumatismes inflammatoires, avec un niveau de preuve faible. Dans une revue
systématique de la littérature, en poolant les données de 6 études non contrdlées, nous avons
pu démontrer que la cryothérapie (locale ou corps entier) appliquée deux fois par jour pendant
7 a 15 jours réduisait significativement ’EVA douleur et le score d’activit¢ DAS28 dans la
polyarthrite rhumatoide. La cryothérapie locale (glace ou gaz froid) montrait par ailleurs des
effets taille intra-classes supérieurs a ceux obtenus en utilisant la cryothérapie corps entier.

L’objectif de ce travail était de mesurer les effets de la cryothérapie locale sur la douleur,
I’inflammation synoviale et systémique chez les patients arthritiques et dans le modéle murin
d’arthrite a 1’adjuvant.

Matériels et méthodes. Dans les études randomisées CDRI et ALGGAR, nous avons évalué
les effets de deux applications locales de froid (glace versus gaz froid) sur la douleur,
I’activité Doppler et les taux protéiques de cytokines intra-articulaires chez 46 patients
souffrant d’arthrites de genou non septiques. Les genoux arthritiques controlatéraux non
traités étaient utilisés comme contrdles. Nous avons par ailleurs étudié in vitro les effets de
I’hypothermie modérée (30°C pendant 2 heures) sur I’expression protéique des cytokines dans
un modele de culture de rotules de rats arthritiques. Nous avons enfin étudié in vivo dans
I’arthrite a 1’adjuvant les effets de I’application sub-chronique de glace ou de gaz froid (2 fois
par jour pendant 14 jours versus contrdles arthritiques non traités) sur le score d’arthrite, le
diametre de cheville, la transcription des genes codant pour les cytokines pro-inflammatoires
dans les pattes arrieres (Q-RT-PCR) et I’expression protéique des cytokines dans le plasma
(Multiplex et ELISA) aprés 14 jours de traitement.

Résultats. Dans 1’¢tude CDRI, la cryothérapie locale (glace et gaz froid) réduisait
significativement I’EVA douleur ainsi que le score Doppler dans les genoux traités, ces effets
persistant le lendemain des deux applications. Dans une analyse intermédiaire des résultats de
I’é¢tude ALGGAR, en combinant les deux groupes de traitement (glace et gaz froid), nous
avons observé une baisse des taux d’IL-6, d’IL-1B et de VEGF dans le liquide articulaire
apres deux applications. Dans les cultures d’explants de rotules de rats arthritiques,
I’hypothermie ponctuelle réduisait significativement les taux d’IL-6. In vivo, la glace était
plus efficace sur les parametres cliniques et mieux tolérée. Les deux techniques réduisaient la
transcription des génes codant pour IL-6, IL-17A et IL-1B dans les pattes arrieres aprés 14
jours de traitement. Les deux modalités réduisaient significativement les niveaux
plasmatiques d’IL-17A et la glace réduisait en outre les taux d’IL-6 et de VEGF. Nous
n’avons observé aucun effet de la cryothérapie locale sur la voie du TNF-a chez I’homme ni
chez I’animal.

Conclusion. Nos résultats démontrent pour la premiere fois un effet thérapeutique et anti-
inflammatoire de la cryothérapie locale dans I’arthrite. Les effets biologiques étaient IL-6/IL-
17 dépendants et TNF-a indépendants. Des ¢études complémentaires permettront de mieux
caractériser les mécanismes moléculaires sous-jacents et de déterminer si la cryothérapie
locale pourrait étre une alternative aux AINS et corticoides dans les rhumatismes
inflammatoires.

Mots-clés: cryothérapie — IL-6 — IL-17 — arthrite de genou — arthrite a I’adjuvant.
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ABSTRACT.

Introduction. Cryotherapy is widely and empirically used in an adjuvant setting in inflammatory
rheumatic diseases, with a low level of evidence. We performed a systematic review of the literature
and, by pooling data from 6 non-controlled studies, we could show that local cryotherapy (local or
whole-body cryotherapy) applied twice a day for 7-15 days significantly reduced the pain VAS and
the DAS28 activity score in rheumatoid arthritis. Furthermore, local cryotherapy (ice packs or cold
gas) showed significantly greater intra-class effect-sizes compared to whole-body cryotherapy.

The aim of this work was to measure the effects of local cryotherapy on pain, synovial and systemic
inflammation in arthritic patients and in the murine model of adjuvant-induced arthritis.

Materials and Methods. First, in the CDRI and ALGGAR randomized studies, we evaluated the
effects of 2 local cold applications (ice versus cold gas) on pain, power Doppler activity and intra-
joint cytokine protein levels in 46 patients suffering from non-septic knee arthritides.
Contralateral arthritic knees were used as controls. Secondly, we studied the in vitro effects of
mild hypothermia (30°C for 2 hours) on cytokine protein expression in a model of cultured
arthritic rat patellae. Thirdly, we studied the in vivo effects of sub-chronically applied ice or
cold gas (twice a day for 14 days versus non-treated arthritic controls) on the arthritis score,
the ankle diameter, pro-inflammatory cytokine gene transcription levels in hind paws (Q-RT-
PCR) and cytokine plasma protein levels (Multiplex and ELISA) after 14 days of treatment.

Results. In the CDRI study, local cryotherapy (ice and cold gas) significantly reduced the
pain VAS and the power Doppler score in treated knees, and these effects remained
significant the day after the 2 cold applications. In an intermediate analysis of the ALGGAR
study results, by pooling the 2 treatment groups, we could show significant decreases in IL-6,
IL-1B and VEGF synovial fluid protein levels after 2 cold applications. In arthritic rat patella
explant culture experiments, punctual hypothermia significantly reduced IL-6 protein levels.
In vivo, ice was more efficient on the clinical parameters and better tolerated compared to
cold gas. Both techniques significantly reduced IL-6, IL-17A and IL-1p gene transcription
levels in hind paws after 14 days of treatment. Both techniques reduced IL-17A plasma
protein levels, while ice also reduced IL-6 and VEGF plasma protein levels. Conversely, we
observed no effect of local cryotherapy on the TNF-a pathway, neither in patients nor in our
animal model.

Conclusion. Here we demonstrate for the first time therapeutic and anti-inflammatory effects of local
cryotherapy in arthritis. The biological effects were IL-6/IL-17-driven and TNF-a independent.
Further studies will help elucidate the underlying molecular mechanisms involved and
determine whether local cryotherapy might be a safer alternative to NSAIDs and
corticosteroids in inflammatory rheumatic diseases.

Key-words: Cryotherapy — IL-6 — IL-17 — knee arthritis — adjuvant-induced arthritis.

163





