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EVALUACION DEL DANO EN EL ADN EN DOS
POBLACIONES COLOMBIANAS DE AGRICULTORES
Y FLORICULTORES

ASSESMENT OF DNA DAMAGE IN TWO COLOMBIAN
POPULATIONS OF AGRICULTIRIST
AND FLORICULTURIST

RESUMEN

Algunas investigaciones demuestran el potencial
genotdxico de ciertos plaguicidas sobre los seres
humanos, lo cual, hace necesario el desarrollo de
metodologias que permitan evaluar el impacto de dichas
sustancias, para alterar el ADN. El ensayo del cometa
alcalino es un método econdémico, rapido y sensible
que detecta, principalmente, rompimientos de cadena
sencilla y sitios labiles al-alcali en células individuales.
El objetivo del presente estudio fue evaluar el dano en
el ADN, en una poblacién de floricultores y agricultores
ocupacionalmente en contacto con plaguicidas y
compararlo con un grupo control. Se obtuvieron
muestras de sangre periférica de 101 personas, entre
trabajadores expuestos e individuos del grupo control.
El ensayo del cometa, se realizé utilizando sangre total y
linfocitos aislados, con muestras embebidas en agarosa y
puestas sobre una lamina portaobjetos; luego expuestas
a una solucioén de lisis con detergente y, posteriormente,
sometidas a una corriente eléctrica, con buffer alcalino.
El dafio en el ADN fue evaluado por medicién del largo
de la cola (migracién de ADN) y por la morfologia que
presentaban los cometas. En los agricultores, el ensayo
mostré un incremento significativo (p < 0,001) del dano
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en el ADN, comparado con los floricultores y el grupo
control; entre estos ultimos, no se hallaron diferencias.
Los resultados sugieren que el ensayo de cometa puede
ser un buen biomarcador de exposicién ocupacional a
plaguicidas y que puede ser utilizado para este tipo de
estudios.

Palabras clave: Genotoxicidad, ensayo del Cometa,
plaguicidas, exposicién ocupacional.

SUMMARY

Some research results prove the potential genotoxic
activity of pesticides on human beings, which makes
the development of methodologies that allow the
determination of capacity of these substances to
damage the DNA necessary. The comet assay is an
economic, rapid and sensitive method that allows to
detect, mainly, single strand breaks and alkaly-labil sites
in individual cells. The aim of the present study was to
evaluate the DNA damage by means of the comet assay
in populations engaged in floriculture and agriculture
activities, with variable exposure to pesticides, compared
with a control group. Peripheral blood samples from a
total of 101 individuals were obtained. The comet assay
was performed using total peripheral blood as well as
isolated lymphocytes. For this procedure the samples
were embedded in agarose and set on a microscope slide,
exposed to a lyses solution with detergent and finally to
electrophoresis with alkaline buffer. Measuring the length
of the comet tail (DNA migration) and the morphology
of the comets, the DNA damage was estimated. In the
exposed farmers, the comet assay revealed a statistically
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significant increase in DNA damage (P<0.001) versus
floriculturists and the control group, but no difference
between these later two groups were observed. The
results suggest that the comet assay could be a reliable
biomarker for occupational exposure to pesticides and
that it could also be useful for similar studies.

Key words: Genotoxicity, Comet assay, pesticides,
occupational exposure.

INTRODUCCION

Los plaguicidas han sido un aliado, sobre todo para los
paises en vias de desarrollo, en sus esfuerzos a erradicar
enfermedades endémicas llevadas por insectos, producir
alimentos y proteger bosques; sin embargo, algunos son
una fuente de riesgo potencial al ambiente y organismos,
que no son su objetivo. Son varios los estudios que
relacionan la exposiciéon a ciertos plaguicidas solos
y en mezclas (organofosforados, clordano, dieldrin,
aldrin dicamba, atrazina y lindano, entre otros) con un
riesgo aumentado a linfomas No-Hodgkin, leucemia y
mieloma multiple (Orsi et al. 2007; Merhi et al. 2007;
Mester et al. 2006; De Roos et al. 2003); sin embargo,
estudios epidemiolégicos sobre el riesgo de cancer en
agricultores generan resultados confusos (Viel et al.
1998; Blair et al. 1998); de ahi, los efectos indeseables
sobre la salud, causados por ciertos plaguicidas en
la poblacion son de interés especial. Entre estos son
sus efectos como genotoxicos, incluyendo el cancer
y varias otras enfermedades genéticas (IARC, 1991;
Lebailly et al. 1998). El biomonitoreo de poblaciones
expuestas a potenciales cancerigenos es un sistema
temprano de advertencia para enfermedades genéticas
o céancer, lo que permite identificar factores de riesgo
y, a la vez, adaptar medidas de control (Kassie et al.
2000). Muchas técnicas son desarrolladas para vigilar
las poblaciones humanas, expuestas a genotéxicos
ambientales; por ejemplo el biomonitoreo en humanos
puede ser realizado usando diferentes marcadores
genéticos; los marcadores citogenéticas, como
aberraciones cromosémicas (CA), micronucleos (MN) y
el intercambio de crométides hermana (ICHSs) estéan entre
los mas ampliamente usados, para evaluar los efectos
genotodxicos de los plaguicidas. Varias investigaciones
aplican pruebas citogenéticas para evaluar el potencial
genotdxico de la exposicidon ocupacional a plaguicidas
en poblaciones expuestas de varios paises (Davies
et al. 1998; Blasiak et al. 1999; Gémez-Arroyo et al.

2000; Zeljezic & Garaj-Vrhovac, 2001) y en diferentes
reportes de efectos genotodxicos positivos en poblaciones
expuestas a plaguicidas (Garaj-Vrhovac & Zeljezic, 1999;
Antonucci & Colus, 2000; Alvarez et al. 2001; Tisch et al.
2002; Rahman et al. 2002; Varona et al. 2003), asi como
negativos (Lucero et al. 2000; Pastor et al. 2001a,b).
Este conflicto en los resultados de los biomonitoreos de
plaguicidas prueba la heterogeneidad de la exposicién
(e.g. agricultores, floricultores y trabajadores en la
manufactura de plaguicidas), los diferentes usos de los
plaguicidas y las medidas de proteccién.

Durante los ultimos afnos, el ensayo del cometa, también
llamado Electroforesis Alcalina en Células Individuales
(EACI), incrementd su uso en estudios de biomonitoreo
humano. Esta técnica descrita en primera instancia por
Ostling & Johanson (1984) y modificado por Singh et
al. (1988) y Olive et al. (1988) es una técnica sensible,
eficiente y facil de hacer, permitiendo observar el dafno
en el ADN de forma individual. Este dano producido
obedece a diferentes tipos de interaccién con los acidos
nucleicos, lo cual, puede generar rupturas de cadena
sencilla, rupturas de cadena doble, entrecruzamientos y
sitios labiles al dlcali. La metodologia permite evidenciar
el efecto total de una o varias sustancias genotéxicas
sobre el ADN, no discrimina en el efecto que puede tener
cada una de ellas ante la exposicién, pero si permite
evaluar todo tipo de dano estructural en la hebra de
ADN, convirtiéndose en un excelente biomarcador de
exposicion. La técnica, se basa en la fijacion de células
en un gel de agarosa, exponerlas a detergentes que
disuelvan la membrana citoplasmatica y limpiar residuos
de organelos, de esta manera, se obtienen nucleos
desnudos que se sumerdgen en un buffer alcalino, que
permite desenrollar el ADN, posteriormente someter
estos nucleos a una corriente eléctrica, asi los danos
estructurales en la hebra de ADN generan pequenos
fragmentos que migran desde el interior del nudcleo
al exterior; la cantidad de rompimientos en el ADN
en las células se ve reflejado en la formacién de cola
de migracion y este dano en el ADN es directamente
proporcional a la longitud de la cola o la cantidad
de fragmentos que se encuentren fuera del nacleo
(Anderson et al. 1994, Rojas et al. 1999, McKelvey
& Valerie, 1998). En el presente trabajo el ensayo del
cometa fue usado para evaluar el dano en el ADN de
agricultores y floricultores ocupacionalmente expuestos
a diferentes clases de plaguicidas en su lugar de trabajo
y compararlo con un grupo control.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos: El ensayo del cometa fue realizado en
101 muestras de sangre periférica pertenecientes
a agricultores, floricultores y un grupo control. El
grupo de agricultores de papa y de cebolla de bulbo
fue constituida por 33 trabajadores que laboraban en
ambos cultivos, realizando actividades de siembra,
cosecha y aplicaciéon de plaguicidas, entre las mas
importantes. Esta poblaciéon estuvo formada por 18
hombres y 15 mujeres, con promedios de edad de 28,1
anos y 34,4 anos, respectivamente; quienes tienen una
media de 15,1 anos dedicados a esta actividad; estos
son cultivos abiertos y se encuentran ubicadas en las
veredas de Paramo Centro, Patagui, Tibaquiré y Valle,
en el municipio de Samacé (Boyacd), en el centro de
Colombia. La poblacién de floricultores fue constituida
por 35 trabajadores, 18 hombres y 17 mujeres, con
promedios de edad de 32,4 y 35 anos, respectivamente;
empleados en diferentes secciones de dos empresas
floricultoras, en la que se produce alstroemeria y
pompon, y presentan una media de 7,6 anos trabajando
en estas empresas. Los cultivos se encuentran en el
municipio de Madrid (Cundinamarca) y el proceso de
cultivo se realiza bajo cubierta; las principales actividades
de estos trabajadores son el cuidado de los cultivos, la
aplicacién de plaguicidas y el empaque de flores. El grupo
control estuvo compuesto por 33 personas, 15 mujeres
y 18 hombres, residentes en las poblaciones donde se
encuentran ubicados los cultivos, quienes no presentaban
ninguna exposicion ocupacional a plaguicidas, ademas
no tenian antecedentes de exposicién a plaguicidas o a
agentes quimicos o fisicos que pudiesen ser toxicos para
los humanos. Las condiciones socioecondmicas de las
poblaciones fueron similares. Cada una de las personas
participantes del estudio en el momento de la toma de
la sangre firmaron un consentimiento informado, en el
cual, se les daba a conocer los objetivos del estudio y
permitian el uso de su sangre con fines investigativos;
asi mismo, se tomé un cuadro hemaético y se evaluo el
nivel de acetil colina esterasa. Se excluyeron del estudio
personas que se encontraban ingiriendo alguna clase de
medicamentos o habian sido expuestos a algun tipo de
radiacion (terapéutica o diagndstica) en los ultimos doce
meses antes de la toma de sangre. El estado de salud de
todas las personas participantes fue evaluado a través de
un examen médico; todos, en general, presentaban buena
condicién fisica. Los plaguicidas utilizados, los detalles de
la historia clinica, los datos personales y la informacién

sobre el consumo de alcohol y cigarrillo fueron obtenidos
por medio de la aplicacién de un cuestionario estandar,
por parte de personal entrenado.

Ensayo del cometa: La muestra de sangre fue tomada
en Vacutainer® con Heparina y consecutivamente fue
almacenada en hielo y llevada al laboratorio. El ensayo
del cometa fue realizado en condiciones alcalinas de pH,
de acuerdo a Tice (2000); para tal fin, sobre una lamina
portaobjeto con una capa delgada de agarosa de punto
de fusién normal, 1% se depositdé una mezcla de 10uL
de muestra suspendida en 90uL de agarosa de punto
de fusién bajo 0,5%, después de polimerizar, se adicion6
una nueva capa de 100uL agarosa de punto de fusién
bajo 0,5%; durante la polimerizacién del gel, una lamina
cubreobjeto, se colocé para obtener una capa delgada y
uniforme; de cada individuo, se realizaron tres réplicas.
Posteriormente, las laminas fueron inmersas en soluciéon
de lisis (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris-HCl 10mM, Lauryl
sarcosinato de sodio 1%, Triton 1% y DMSO 10%), a
4°C. Después de dos horas, las laminas fueron puestas
en reposo alcalino en buffer de electroforesis (NaOH
10N y EDTA 200mM, pH 13,1), por 30 minutos. Luego
del reposo alcalino, la electroforesis es realizada en una
camara de electroforesis horizontal, a baja temperatura,
por 30 minutos y 300 mA. Las laminas fueron sacadas y
lavadas con solucion neutralizante (Tris-HCI pH 7,5), por
15 minutos. Para la lectura de las ldminas, se colorearon
con bromuro de etidio 10% y se observaron en un
microscopio de fluorescencia Zeiss, equipado con un
filtro excitador de 515-560nm. Para cada lémina fueron
analizadas 50 células, determinando el largo de la cola del
cometa (Tice, 2000), midiendo desde el centro del nicleo
hasta el punto mas alejado de la cola del cometa, este
valor se da en micras (Fotografia 1). También, se realizaron
mediciones de la morfologia del ntcleo (Anderson et al.
1994), que los clasifica por el nivel de dafno que presenta
el cometa, asi: ninguno (0-5% de dano en el ADN), bajo
(5-10%), medio (10-40%), alto (40-95%) y total (95-100%)
(Fotografia 2). Los reactivos utilizados fueron obtenidos
de los laboratorios Sigma, Analyticlas, Gibco y Merk.

Anélisis Estadistico: Para analizar las posibles diferencias
entre el largo de la cola del cometa entre las poblaciones
estudiadas y la relacion con otras variables, como la edad,
los implementos de proteccién, el tiempo de exposicion
y el género, se utilizaron las pruebas estadisticas de t
student, test pareado de Wilcoxon y Kruskal Wallis con
el programa estadistico STATISTIX 7.0°.
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Fotografia 1. Medicién del largo de la cola del cometa, medido en micras.

Nivel de dano <5 %
Ninguno

Nivel de dafno 5-10 %
Bajo

Nivel de dano 10 -40 %
Medio

Nivel de dafno 40 - 95 %
Alto

Nivel de dafo >95 %
Total

Fotografia 2. Clasificacion de la morfologia de los nucleos, segun el nivel de dafio en el ADN.

. 2
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RESULTADOS Y DISCUSION

El examen médico realizado a cada una de las personas
participante en el estudio mostré que ninguno padecia
de problemas de salud, como desérdenes digestivos
y respiratorios; adicionalmente, los resultados de la
evaluacion del nivel de acetil colina esterasa y el cuadro
hemético estuvo dentro de los valores normales.
La revisién de las encuestas aplicadas arrojé datos
importantes sobre las condiciones de cada grupo de
estudio; en la gréafica 1a, se presenta el porcentaje
de uso de los plaguicidas por categoria toxicolégica
en los cultivos de papa y de cebolla. En Colombia,

las cuatro categorias establecidas son: categoria
IA: extremadamente téxico; categoria IB: altamente
toxico; categoria Il: medianamente téxico y categoria
lIIl: ligeramente téxico segin Manual Técnico Andino y
el Ministerio de Salud; cabe resaltar el uso frecuente y
en altas dosis de plaguicidas catalogados altamente y
moderadamente téxicos; entre las clases de sustancias
mas utilizadas, se destacan los organofosforados
(16,22%), carbamatos (6,76%) y de piretroides (6,76%).
De la informacién recolectada sobre los elementos de
proteccién personal que utilizaban en el momento de
la aplicacién de plaguicidas, como botas, guantes,
overol, delantal, gafas y mascarilla entre los mas
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Grafica 1. Distribucion de los plaguicidas utilizados con respecto a su categoria toxicoldgica en (a) cultivos de papa y cebolla y (b) cultivos de

flores.
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importantes, el 85% de los individuos carecian de cuatro
0 mas elementos de protecciéon al momento de las
fumigaciones y el conocimiento de normas de seguridad
para el uso de plaguicidas era muy bajo. En los cultivos
de flores, el uso de plaguicidas, de categoria moderada y
ligeramente téxica, son los més utilizados, 39,4% y 47,0%,
respectivamente (Gréfica 1b); el uso de organofosforados,
carbamatos y piretroides no supera el 10%, de acuerdo
con lo encontrado por Varona et al. (2005). Se observé en
esta poblacion un correcto y frecuente uso de elementos
de seguridad, pues el 100% de los floricultores utilizaban
todos sus elementos de seguridad durante la aplicacién
de plaguicidas, asi como un buen conocimiento y
acatamiento de las normas de seguridad para el manejo
y aplicacién de plaguicidas y el respeto por los periodos
de reentrada; es importante resaltar que los programas
implementados en estos cultivos de flores sobre el manejo
y el control de plagas minimiza el riesgo y el uso de
plaguicidas altamente téxicos.

La prueba del ensayo del cometa se pudo realizar en
todos los sujetos del estudio; en las fotografias 1 y 2 se
presentan algunos cometas obtenidos en las diferentes
poblaciones de estudio. Respecto a los resultados, los
agricultores mostraron una longitud media de la cola de
los cometas de = D.E 62,32 + 5,86um; la poblacién
floricultores una media de = D.E 25,61 = 3,1um y el
grupo control present6 una de = D.E 23,46 + 4,15um;
estos resultados se presentan resumidos en la tabla 1.
Se evidencié un incremento significativo en los valores
del largo de la cola de los cometas analizados en la
poblacién de agricultores, respecto a las poblaciones de

floricultores y el grupo control (p < 0.001), resultados
también observados en trabajos anteriores de Garaj-
Vrhovac & Zeljezic. (1999, 2000, 2001 y 2002), Moller
et al. (2000), Elhajouji (2001) y Moretti et al. (2002).
Estos resultados se deben a que en la poblacién de
agricultores, la exposicién ocupacional a plaguicidas
en el cultivo es alta, ya que fue evidente la falta de
implementos adecuados para su proteccion y el poco
acatamiento de las medidas bésicas de seguridad para
el manejo de plaguicidas. Estos hallazgos, se pueden
sustentar con los trabajos de Fairbairn et al. (1995) y
Shah et al. (1997), quienes demostraron que algunos
plaguicidas pueden inducir diferentes tipos de dafo
en el ADN y pueden ser detectados por el ensayo del
cometa; asi mismo, otros autores demostraron un efecto
genotoéxico de varios plaguicidas, a través de la misma
prueba (Clements et al. 1997, Zeljezic & Garaj — Vrhovac,
2001). Entre la poblacién de floricultores y el grupo
control no se encontraron diferencias significativas (p
= 0,074) y los resultados muestran en general un nivel
de dano en el ADN bajo, lo cual es atribuible al uso
adecuado de implementos de proteccién, el acatamiento
de las normas de seguridad y el uso de plaguicidas
moderada y ligeramente téxicos en los cultivos de
flores; cabe resaltar que el pequeno aumento de los
resultados en el grupo de floricultores puede estar
relacionado con cierta exposicién a sustancias toxicas y
que debe ser tomada en cuenta en futuros estudios. Los
resultados de la morfologia de los nicleos presentan
igual tendencia que los obtenidos con la longitud de
la cola del cometa; el resumen de estos resultados se
presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Valor promedio y desviacion estandar de la longitud del cometa, medido en micras (um) y morfologia del nucleo en los sujetos de las

poblacién en estudio.

Porcentaje de nucleos en cada nivel de dafio
Poblacion Largo de la cola
Ninguno' Bajo? Medio® Alto* Total®
Agricultores 62,32*+5,9 0,9415.4 2,1149,4 16,3849,6 80,4617 0,10£0,3
Floricultores 25,61NS+3,1 71721 25,3719 61,37+1,9 6,09+1,2 00
Grupo Control 23,46NS+4,2 18,03+9,9 56,74+7,8 22,19£13,9 3,05+2 00

Grado de dafio. ' Ninguno <5%, 2 Bajo 5-10%, ® Medio 10-40%, * Alto 40-95% y ® Total > 95%. **= Diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001) con respecto a las demas poblaciones. NS = No presentan diferencias significativas (p>0,074).
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Cabe resaltar que el 80,46% de los nucleos de
los agricultores presenté un nivel de dano alto,
contrastando con los floricultores y grupo control, en
quienes se observé niveles de dano medio (61,37%) y
bajo (56,74%), respectivamente. Es importante resaltar
la diferencia entre los resultados de los floricultores
y el grupo control, pues al utilizar este pardmetro de
medicion, se muestra una diferencia mas marcada,
aunque no es altamente significativa, su aumento
es evidencia de exposicidon constante, que debe ser
analizado més cuidadosamente con otras herramientas
mas especificas. En este estudio no se encontraron
diferencias significativas cuando fueron comparados
los resultados del ensayo del cometa entre hombres
y mujeres en cada poblacién (p > 0,05), de acuerdo
con lo publicado por Gémez et al. (1992). No se tiene
evidencia que exista diferencia a nivel metabdlico o
de dindmica de reparacién de acidos nucleicos entre
géneros, ademas las condiciones en cada poblacién
para ambos géneros son similares y las diferentes
actividades que se realizan al interior de los cultivos
son ejecutadas independientemente del sexo. Sin
embardo, respecto a otras técnicas citogenéticas, como
micronucleos y aberraciones cromosémicas, algunos
estudios han reportado diferencias significativas,
entre hombres y mujeres expuestos y no expuestos a
plaguicidas (Carbonell et al. 1990). Los resultados en
este estudio no detectaron efecto alguno de la edad
sobre los niveles de dafno en el ADN en las poblaciones
estudiadas (rango de edad 18 a 48 anos), se puede
deber a que el rango de edad no es muy grande,
lo cual, no permite ver un efecto importante en los
resultados con el ensayo del cometa, de acuerdo con
las investigaciones realizadas por Valverde et al. (1997)
y Villarini et al. (2002), quienes no hallaron un efecto
significativo de la edad sobre los resultados de la prueba
de genotoxicidad. Frente al tiempo de exposicion de los
agricultores y floricultores, no se observé un cambio en
los resultados del cometa, pues se debe tener en cuenta
que la mayoria de los linfocitos en sangre periférica
tienen una vida media menor a dos semanas; asi
pues nuevos linfocitos son producidos continuamente
(Weisenburger & Harrington, 1990). El hecho que la
mayoria de los linfocitos tengan una vida media tan
baja, no permite ver un efecto acumulativo (a través del
tiempo) del dano en el ADN sobre estas células.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

El ensayo del cometa es una técnica muy sensible, que
permite evaluar el dano sobre el ADN generado por
cualquier factor interno o externo, sin discriminaciéon
alguna; los resultados presentados indican una posible
relacién con la exposiciéon ocupacional en los lugares de
trabajo. Desde que los trabajadores son frecuentemente
expuestos a una mezcla de plaguicidas es dificil atribuir
el dano genotodxico a una clase de quimico o compuesto
en particular. Los compuestos organoclorados usados en
el pasado han sido remplazados por organofosforados
y carbamatos y mas recientemente por piretrinas, que
representan las clases de pesticidas mas usados hoy en
dia. La evidencia experimental muestra que un amplio
rango de estos compuestos induce efectos genotéxicos
en bacterias, asi como en sistemas animales. Aunque la
significancia del incremento de los efectos genotoxico
es dificil predecir de forma individual, los hallazgos
positivos en este estudio de biomonitoreo sugiere
un riego genotdxico a nivel grupal. La evidencia de
un riesgo genotoxico relacionado a la exposicion,
resulta del intensivo uso de plaguicidas y poco uso de
elementos de proteccion; una relaciéon de dosis-efecto
puede ser una hipétesis, lo que revela la necesidad de
implementar programas para educar a los agricultores
en la reduccion del uso de plaguicidas e implementar
las medidas de proteccién. Los resultados negativos son
asociados con bajos niveles de exposicion, por el uso
adecuado de elementos de proteccién y acatamientos
de normas de seguridad para el manejo de sustancias
toxicas y el uso de plaguicidas levemente toxicos. Tanto
el género como la edad no revel6 ninguna diferencia en
el efecto genotoéxico de los pesticidas en las poblaciones
expuestas, de igual forma, el dano basal en personas no
expuestas a sustancias toxicas parece ser igual en ambos
géneros y entre edades. Asi mismo en estas poblaciones
de trabajadores, no se encontraron efectos acumulativos
ante la exposicion, puede ser que el efecto agudo que
pueda llegar a generar es rapidamente reparado, por los
mecanismos de reparaciéon de ADN y asi dar un control
eficiente de los danos producidos.

Los resultados no pueden ser extrapolados a los demas
cultivos de flores o de papa y de cebolla, pues las
condiciones, aunque similares, pueden variar, tanto en
plaguicidas utilizados, como las normas e implementos
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de seguridad empleados, a pesar de estas limitaciones,
con los resultados de esta investigacién se podran
llevar a cabo estudios subsiguientes en la exposicion
ocupacional a plaguicidas y evaluar otras variables que
no fueron tenidas en cuenta. Los hallazgos presentados
en este estudio proporcionan, adicionalmente, evidencia
para la validacién del ensayo del cometa como una
prueba aplicable en estudios de bio monitoreo de
poblaciones humanas.
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