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DESCRIPCION
Acido tauroursodesoxicélico (TUDCA) para usar en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos

El objetivo de la presente invencion es el uso de TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste en el
tratamiento de trastornos neurodegenerativos, como ELA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington y/o retinitis pigmentosa. El receptor de tal tratamiento es preferiblemente un ser humano.

Estado de la Técnica

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa rapidamente progresiva y mortal
caracterizada por la pérdida de neuronas motoras superiores e inferiores del sistema nervioso central (1). La
degeneracion de las neuronas motoras inferiores en los cuernos anteriores de la médula espinal y el tronco encefalico
da lugar a atrofia muscular progresiva y finalmente a la muerte en unos pocos afios debido a insuficiencia respiratoria.
Estan probablemente implicadas una serie de rutas bioquimicas y reguladoras complejas en la patogénesis de ELA
(2). Estas diferentes rutas interactiuan entre si, lo que finalmente da lugar a la muerte celular controlada o apoptosis,
que se cree que es un factor promotor comun de muchas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la ELA (3,
4). Ademas, la evidencia reciente sugiere un papel para la disfuncién mitocondrial en la patogenia de esta enfermedad
invariable y rapidamente mortal (5, 6).

El desarrollo de una terapia modificadora de la enfermedad que pueda revertir la progresion de la discapacidad es una
prioridad mas alta en la investigacion de la ELA. Hasta ahora, solamente el riluzol, un farmaco que inhibe la liberacion
de glutamato, ha mostrado una modesta eficacia modificadora de la enfermedad, ya que prolongd la supervivencia en
tres meses después de 18 meses de tratamiento, aunque con poco o ningun efecto sobre el deterioro funcional (7).
Lamentablemente, este enfoque no ha demostrado ser satisfactorio para detener o ralentizar significativamente el
proceso degenerativo de la ELA (8, 9).

El acido tauroursodesoxicolico (TUDCA) es un acido biliar hidroéfilo que normalmente se produce endégenamente en
seres humanos a niveles muy bajos en el higado, mediante conjugacion de taurina al acido ursodesoxicélico. Esta
sustancia se usa comunmente como una terapia de reemplazo de acidos biliares para el tratamiento de varias
enferemedades hepaticas colestasicas cronicas, para la disolucion de calculos biliares y como un preventivo de la
formacion de calculos biliares (10). TUDCA aumenta la actividad solubilizante del colesterol de la bilis y ademas posee
muchas caracteristicas complementarias, incluyendo la inhibicién de la apoptosis asociada a mitocondrias a través de
diferentes mecanismos (11). TUDCA también es conocido por tener una accion citoprotectora y antiapoptética (12;
13). TUDCA es un potente farmaco neuroprotector en el modelo de animal transgénico de la enfermedad de Huntington
y en modelos animales con accidente cerebrovascular (20; 21). TUDCA mejoro la supervivencia y la funcion de los
trasplantes de sustancia negra en un modelo de rata de la enfermedad de Parkinson (22). Mas recientemente, se ha
demostrado que TUDCA protegid del dafio secundario después de la lesion de la médula espinal en ratas (23). El
efecto terapéutico del acido ursodesoxicolico se puede atribuir a la satisfactoria administracion de TUDCA al sistema
nervioso central (24) y a sus multiples acciones citoprotectoras.

En una reciente publicacion se probd una formula oral soluble de acido ursodesoxicolico durante tres meses en
pacientes de ELA con un disefio cruzado, aleatorio, controlado con placebo (19). Se observé una relativa disminucion
no significativa del 34% de la tasa de deterioro en el grupo de tratamiento en comparacion con el placebo.

Por lo tanto, existe la necesidad de un tratamiento mejorado que detenga o ralentice significativamente el proceso de
neurodegeneracion y que sea bien tolerado por los pacientes.

Descripcion

Ahora se ha descubierto sorprendentemente que la administracion de TUDCA a pacientes refractarios a los
tratamientos tradicionales resulta particularmente eficaz para tratar trastornos neurodegenerativos, en particular para
tratar la ELA, ya que ralentiza significativamente el progreso de la enfermedad, mejorando asi la calidad de vida de
los pacientes.

El objetivo de la presente invencion es, por lo tanto, el uso de TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de este
en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos, como la ELA.

Como se usa en esta memoria, el término “tratamiento de un trastorno neurodegenerativo” significa detener o ralentizar
significativamente el progreso de tal trastorno neurodegenerativo.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste se administra
a un mamifero, preferiblemente a un ser humano.

Vias de administracion adecuadas para TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste incluyen via oral o
via parenteral, preferiblemente via oral.
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De acuerdo con otra realizacién, TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste se administra a pacientes
refractarios a los tratamientos tradicionales, como un tratamiento de ELA basado en riluzol.

De acuerdo con otra realizacion, TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste se administra después de
un tratamiento tradicional, como un tratamiento de ELA basado en riluzol.

De acuerdo con otra realizacién, TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste se administra en combinacion
con un tratamiento tradicional, como un tratamiento de ELA basado en riluzol (con o sin vitamina E).

De acuerdo con ofra realizacién, TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste se administra a una dosis de
al menos 1,5 g por dia, preferiblemente a una dosis de aproximadamente 2 g por dia.

De acuerdo con ofra realizacion, TUDCA o una sal farmacéuticamente aceptable de éste se administra al menos dos
veces al dia, mas preferiblemente a una dosis de 1 g dos veces al dia.

De acuerdo con otra realizacién, TUDCA se administra durante al menos 30 semanas, preferiblemente durante al
menos 54 semanas.

Un objetivo adicional de la presente invenciéon es una composicion farmacéutica que comprende TUDCA o una sal
farmacéuticamente aceptable de éste y al menos un excipiente fisiol6gicamente aceptable para usar en el tratamiento
de trastornos neurodegenerativos, como la ELA.

De acuerdo con una realizacion, la composicién farmacéutica de la presente invencion se administra como una
preparaciéon combinada con riluzol para uso simultaneo, separado o secuencial.

Descripcion de las figuras
Figura 1. Diagrama de flujo del estudio y disposicién de los pacientes.

Figura 2. Valores absolutos ajustados a la linea base (panel izquierdo) y cambios porcentuales ajustados a la linea de
base (panel derecho) para la puntuacion ALSFRS-R al final de las 54 semanas de tratamiento con placebo (barras
transparentes, n=17) o con TUDCA (acido tauroursodesoxicdlico, barras grises, n=17). Los datos se muestran como
promedios e intervalos de confianza del 95% para el conjunto de analisis completo. Los valores p se refieren a la
significancia estadistica de las diferencias entre grupos.

Figura 3. Estimaciones de Kaplan-Meier de la probabilidad de supervivencia en los dos grupos, pacientes placebo y
pacientes TUDCA (P=0,092; prueba de log-rank).

Figura 4. Analisis de regresion lineal: relacion entre las puntuaciones medias de ALSFFRS-R y el tiempo (semanas)
para pacientes con TUDCA (circulo negro, pendiente = -0,388) y pacientes con placebo (pendiente de circulo blanco
=-0,262).

Seccion experimental

El presente estudio clinico tiene como objetivo evaluar la accion modificadora de la enfermedad de TUDCA en
pacientes de ELA cuando se anade al riluzol.

Poblacion de estudio

Los pacientes idoneos tenian entre 18-75 afios y tenian enfermedad de ELA clinicamente probable o definitiva, como
se define en los criterios de El Escorial revisados (14), con una duracion de la enfermedad de menos de 12 meses en
el ingreso al estudio. Se requirié que los pacientes tuvieran una capacidad vital forzada (FVC) igual o superior al 75%
de la prevista, un régimen de tratamiento constante con riluzol y vitamina E desde al menos 3 meses y evidencia de
progresion de la enfermedad durante los ultimos 3 meses. Estos criterios de inclusion tenian como objetivo reclutar
pacientes que no estaban gravemente discapacitados, cuya progresion de la enfermedad podia monitorizarse de
manera eficaz.

Los pacientes no idéneos para el estudio fueron los sometidos previamente a una traqueotomia o una extirpacion de
la vesicula biliar, aquellos con signos de bloqueo de conducciéon nerviosa motora o sensorial, con demencia, que
padecen ulcera péptica activa, o malignidad activa. También se excluyeron las mujeres embarazadas y las madres
lactantes o las mujeres con potencial para tener hijos, pero que no practicaban un método anticonceptivo eficaz.

Todos los pacientes idéneos dieron su consentimiento informado por escrito para participar en este estudio, que fue
aprobado por el comité ético del hospital.

Diseno del estudio
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Este estudio es un estudio de grupo paralelo, de fase I, multicéntrico (3 centros italianos), asignados al azar (1:1),
doble ciego, controlado con placebo. La duracion del estudio del tratamiento de estudio fue de 54 semanas con placebo
o con TUDCA (1 g b.i.d. per o0s), precedido por un periodo inicial de 12 semanas con tratamiento constante de riluzol
(50 mg b.i.d.) y vitamina E (300 mg qg.d.). La asignacion al azar se realizé de forma independiente generando una lista
aleatoria que se mantuvo ciega para los investigadores y los estadisticos del estudio.

Todos los pacientes se siguieron durante el periodo de observacion inicial de 12 semanas, durante el cual se realizaron
dos visitas en persona para evaluar la medicaciéon concomitante, la aparicién de eventos adversos, el cumplimiento
del tratamiento con riluzol y vitamina E y el nivel de discapacidad (ALSFRS-R). Al final de la fase inicial, los pacientes
idoneos entraron en un periodo de tratamiento asignado al azar de 54 semanas, con visitas en persona cada 6
semanas.

En la asignacioén al azar y en cada visita de seguimiento se tomaron muestras de sangre para controles de rutina, y
se realizaron las siguientes valoraciones: funcion fisica y progresion de la discapacidad de los pacientes usando la
escala ALSFRS-R (15), uso de medicaciones concomitantes, aparicion de eventos adversos, y cumplimiento del
tratamiento. Ademas, se realizaron las siguientes valoraciones al azar, en la semana 24 y al final del periodo de
tratamiento: examen fisico neuroldgico, funcion respiratoria (FVC), fuerza muscular (Escala MRC) (16), y la calidad de
vida (cuestionario SF-36) (17). La seguridad se evalu6 a través de monitorizacién de eventos adversos (cuestionario
de seguridad e informe espontaneo de los pacientes), signos vitales y evaluacion de pruebas de laboratorio para
hemograma completo, panel de quimica basica, pruebas de funcion hepatica y creatinina quinasa (CK) realizadas en
cada visita.

El punto final del estudio primario fue una comparacién entre tratamientos de ALSFRS-R al final del estudio. La
hipétesis de estudio fue que el tratamiento con TUDCA era superior al placebo para disminuir o retrasar la actividad
clinica de la enfermedad en pacientes con ELA. Esto se disefiéd como un estudio piloto con el fin de obtener informacién
preliminar sobre la posible eficacia terapéutica de TUDCA como tratamiento complementario en pacientes con ELA
que también toman riluzol y vitamina E. Por lo tanto, no se realizé una estimacion del tamafio de la muestra en base
a los resultados esperados.

Se realiz6 el andlisis con un disefio de intencién de tratamiento en el conjunto de analisis completo, que incluye todos
los pacientes asignados al azar que recibieron al menos una dosis de la medicacion de estudio y que tienen al menos
una evaluacidon primaria de eficacia después de la asignacion al azar, independientemente de las posibles
vulneraciones del protocolo. Se usé la ultima observacion del método imputado llevada a cabo para reemplazar los
valores que faltaban al final del estudio para los pacientes que abandonaron prematuramente el estudio.

Los resultados de eficacia secundarios incluyeron la comparaciéon entre tratamientos de: a) tasa de pacientes
respondedores, definida como todos los sujetos que mostraron una mejora de al menos 15% en la pendiente ALSFRS-
R durante el periodo de tratamiento en comparacion con la linea de base; b) FVC al final del tratamiento; c) tiempo de
supervivencia durante el seguimiento; d) puntuaciones de resumen de componentes fisicos (PCS) y resumen de
componentes mentales (MCS) de SF-36 al final del tratamiento; e) puntuaciones MRC para los grupos musculares
derecho e izquierdo al final del estudio.

Se evalud la homogeneidad de las caracteristicas clinicas y de las variables de eficacia en la linea de base entre los
dos grupos asignados al azar mediante el analisis de varianza, en el caso de variables continuas, y mediante la prueba
de Chi Cuadrado en el caso de variables discretas. Se compararon todos los puntos finales de eficacia entre los dos
grupos asignados al azar al final del estudio mediante el analisis de covarianza, ajustando el valor de linea de base y
el efecto central. Ademas, se uso el analisis de covarianza con ajuste para el valor de linea de base para comparar
los cambios frente a la linea de base para algunos puntos finales de eficacia. Se compard el tiempo de supervivencia
entre los tratamientos mediante un analisis de supervivencia de Kaplan-Meier y un modelo de riesgo proporcional de
Cox, usando como covariables el sexo y la edad al inicio de la ELA.

El nivel de significancia estadistica se mantuvo en 0,05 a lo largo de todo el estudio y todos los resultados se informaron
con valores de p de dos lados. Los datos se muestran como media + DE o como media con un intervalo de confianza
(IC) del 95% (variables continuas) o como frecuencia absoluta (n) y relativa (variables categoricas).

Resultados

Se asignaron al azar un total de 34 pacientes, 17 de los cuales al tratamiento con placebo y 17 al tratamiento con
TUDCA (Figura 1). De los 34 pacientes asignados al azar al tratamiento, cinco no se incluyeron en la poblacién con
intencion de tratamiento (ITT) porque abandonaron antes de la visita 2. El conjunto de analisis completo incluyé 29
pacientes asignados al azar, cuatro de los cuales murieron durante el periodo de estudio (Figura 1). Las caracteristicas
basales de los pacientes fueron similares en ambos grupos de tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1
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Placebo TUDCA Valor p
(n=17) (n=17)
Edad (afios) 58,8 + 12,1 549+11,9 0,3505
Género
Masculino 10 (58,8) 11 (64,7) 0,7242
Femenino 7 (41,2) 6 (35,3)
Escala ALSFRS-R 38,4+6,4 38,7+4,9 0,8870
FCV (%) 96,1+7,9 94,9 +12,2 0,7358
Cuestionario SF-36
PCS 38,0+7,0 39,3+9,9 0,695
MCs 454 +13,0 50,9 + 11,8 0,263
Escala MRC
Grupo muscular derecho 56,9 +7,6 58,2 + 3,9 0,626
Grupo muscular izquierdo 54,9 +9,0 55,6 + 8,9 0,851
Abreviaturas:

ALSFRS-R: Esclerosis Lateral Amiotréfica Funcional Revisada Segun Escala de Calificacion; FVC: Capacidad Vital
Forzada; SF-36: Forma Corta 36; PCS: Resumen del Componente Fisico; MCS: Resumen del Componente Mental;
MRC: Consejo de Investigacion Médica.

Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion de estudio en el momento de la asignacion al azar. Se muestran
los datos como media + DE o como valor absoluto (n) y porcentajes relativos (%) para el grupo de pacientes asignados
al azar con placebo y aquellos asignados al azar con acido tauroursodesoxicolico (TUDCA). Los valores p se refieren
a la significancia estadistica de las diferencias entre grupos.

Los tratamientos fueron bien tolerados en todos los pacientes, sin eventos adversos informados. Los parametros de
laboratorio fueron consistentes con los valores obtenidos en las visitas de referencia. No se observaron cambios
medios en los parametros de laboratorio en ninguno de los grupos de tratamiento.

Evaluacioén de eficacia primaria

Al final del estudio, la puntuacion ALSFRS-R absoluta ajustada a la linea de base fue significativamente mas alta en
pacientes tratados con TUDCA que en pacientes tratados con placebo [valor medio e IC 95%: 23,3 (19,9 a 26.6) vs.
16,3 (12,9 a 19,7)] (p=0,007; Figura 2). La ALSFRS-R de linea de base disminuyo progresivamente durante el periodo
de tratamiento hasta el final del estudio, pero en un grado mucho menor bajo TUDCA que bajo placebo [reduccion del
porcentaje medio e IC 95%: 53,0 (62,3 a 43,7) vs. 36,8 (45,8 a 27,9)] (p=0,016).

Evaluacion de eficacia secundaria

La tasa de pacientes respondedores fue significativamente mayor bajo TUDCA (87%) que bajo placebo (43%)
(p=0,021). Los otros resultados secundarios no difirieron significativamente entre grupos de tratamiento (Tabla 2).
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Tabla 2
Placebo (lineade  Placebo (54 TUDCA (lineade  TUDCA (54 Valor p
base) semanas) base) semanas)
FVC (%) 96,1 (90,0-102,2) 87,7 (80,9-95,3) 94,9 (86,8-101,4) 89,1 (81,4-96,7) 0,778
Cuestionario SF-36
PCS 38,0 (33,8-42,2) 35,0 (30,4-39,6) 39,3 (33,3-45,3) 34,8 (30,2-39,4) 0,951
MCS 45,4 (37,5-53,2) 42,3 (35,5-49,2) 50,9 (43,8-58,1) 49,0 (42,1-55,8) 0,173

Escala MRC

Grupo muscular 56,91 (51,8-62,0) 47,0 (35,6-58,5) 58,2 (55,6-60,8) 49,2 (44,9-53,4) 0,695
derecho

Grupo muscular
izquierdo 54,9 (48,8-61,0) 43,7 (32,9-54,6) 55,6 (49,6-61,6) 47,0 (41,6-52,4) 0,553

Abreviaturas:

FVC: Capacidad Vital Forzada; SF-36: Forma Corta 36; PCS: Resumen del Componente Fisico; MCS: Resumen del
Componente Mental; MRC: Consejo de Investigacion Médica.

Medidas de resultados secundarios, los datos se muestran como porcentajes relativos (%) o valores medios ajustados
a la linea de base e intervalos de confianza del 95% para el grupo de pacientes asignados al azar al placebo y aquellos
asignados al azar para el acido tauroursodesoxicolico (TUDCA). Los valores p se refieren a la significancia estadistica
de las diferencias entre grupos.

La incidencia acumulada de muerte en el transcurso del periodo de observacion (media de seguimiento de 66
semanas) tendié a ser mayor en el grupo placebo (3 muertes, 18% de los pacientes) que en el grupo TUDCA (1
muerte, 6% de los pacientes) (Figura 3). Por consiguiente, el tiempo de supervivencia promedio fue un poco mas largo
bajo el tratamiento TUDCA [valor medio e IC 95%: 65,7 (65,2 a 66,3) vs. 61,1 (55,3 a 66,9) semanas con placebo].

Al final del periodo de estudio (54 semanas), la puntuacion ALSFRS-R media en el grupo TUDCA correspondié con el
valor medio alcanzado por el grupo placebo en la semana 36, es decir, 18 semanas antes (Figura 4). Las pendientes
de las dos lineas de regresion fueron diferentes (-0,262 para el grupo TUDCA, -0,388 para el grupo placebo; p<0,01).

Discusion

Este estudio muestra que un afo de tratamiento con TUDCA a la dosis prescrita se asociaba con un deterioro mas
lento de la funcion en pacientes con ELA. Este efecto modificador de la enfermedad es adicional al del riluzol, ya que
ambos grupos de tratamiento estaban bajo tratamiento con riluzol y vitamina E. Al final del periodo de estudio anual
(54 semanas), los pacientes en el grupo TUDCA obtuvieron 23 en la ALSFRS-R, lo que corresponde al valor medio
obtenido por el grupo placebo en la semana 36. Esto sugiere que el tratamiento TUDCA de un afio puede ralentizar el
deterioro de la ELA por 18 semanas. La tendencia de progresion observada sugiere ademas que una mayor duracion
del tratamiento puede producir una mayor divergencia entre grupos. De acuerdo con esto, el nUmero de pacientes
“respondedores” fue significativamente mayor en el grupo TUDCA.

El resultado no significativo en otros puntos finales secundarios puede depender del pequefio tamafio de muestra de
este estudio piloto. No obstante, se observé una menor disminucién en la funcién pulmonar en los pacientes tratados
con TUDCA, lo que indica un posible impacto positivo del tratamiento sobre la afectacion respiratoria. Se sabe que
una FVC reducida de modo progresivo durante el curso de la enfermedad esta asociada con un mal pronéstico del
paciente (18). Ademas, el tratamiento con TUDCA se asocié con un deterioro menos pronunciado de la fuerza
muscular y de la calidad de vida. Finalmente, se observé una tendencia hacia una menor tasa de mortalidad en el
grupo TUDCA. Se desconoce actualmente si estas medidas seran importantes en estudios futuros mas grandes.

El tratamiento fue bien tolerado por todos los pacientes. Excepto por las complicaciones esperadas de la ELA, como
la disnea y la disfagia, no se registraron eventos adversos que pudieran atribuirse al farmaco de estudio o al placebo;
ademas, los valores de los signos vitales y los valores de laboratorio se mantuvieron estables durante el periodo de
estudio.

Los resultados de este estudio son intrigantes porque muestran que el efecto modificador de la enfermedad ejercido
por TUDCA es adicional a los del riluzol, lo que sugiere que se puede usar mas de un compuesto para frenar la
progresion de la enfermedad en la ELA. La dosis de TUDCA usada en este ensayo (2 g por dia) es mas alta que la

6



ES 2691408 T3

generalmente recomendada para tratar enfermedades hepaticas (de 500 a 750 mg por dia). Sin embargo,
considerando que fue bien tolerado, no se puede excluir que se puedan usar dosis orales aun mas altas o la
administracion intravenosa de TUDCA.
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REIVINDICACIONES

1. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar en el tratamiento de un
trastorno neurodegenerativo en un mamifero, caracterizado porque dicho trastorno neurodegenerativo es esclerosis
lateral amiotrofica.

2. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con la
reivindicacion 1, caracterizado porque dicho mamifero es un ser humano.

3. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-2, caracterizado porque se administra por via oral o parenteral, preferiblemente por via oral.

4. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 2-3, caracterizado porque dicho acido tauroursodesoxicélico se administra a una dosis de al
menos 1,5 g por dia, preferiblemente de aproximadamente 2 g por dia.

5. Acido tauroursodesoxicolico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 2-4, caracterizado porque dicho acido tauroursodesoxicélico se administra al menos dos veces
al dia, preferiblemente a una dosis de 1 g dos veces al dia.

6. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 2-5, caracterizado porque se administra durante al menos 30 semanas, preferiblemente durante
al menos 54 semanas.

7. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 2-6, caracterizado porque se administra a pacientes refractarios a los tratamientos de la
esclerosis lateral amiotréfica tradicionales.

8. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porque se administra después de un tratamiento basado en riluzol.

9. Acido tauroursodesoxicélico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porque se administra en combinacién con riluzol.

10. Acido tauroursodesoxicolico o una sal farmacéuticamente aceptable de éste para usar de acuerdo con la
reivindicacion 9, caracterizado porque se administra simultaneamente, por separado o secuencialmente con respecto
al riluzol.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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