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Chlorins in Photodynamic Therapy — Synthesis and applications

Abstract: Porphyrins have already demonstrated its potentiality in several scientific areas, with emphasis to
medicinal applications, like Photodynamic Therapy (PDT). Over the last years, the efforts to develop methods
able to convert porphyrins in new derivatives with adequate structural and spectroscopic characteristics to
become efficient PDT photosensitizers have been outstanding. In this work we review chlorins role in PDT as
well as synthesis of these derivatives, always taking into account its potential to be therapeutically used as
agents against cancer.
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Resumo

As porfirinas ja demonstraram grandes potencialidades em varios campos cientificos, com principal destaque
para aplicagdes medicinais como a Terapia Fotodindmica (TFD). Nos ultimos anos, varios esforcos para o
desenvolvimento de novos métodos capazes de converter porfirinas em derivados com caracteristicas
estruturais e espectroscdpicas adequadas para uma potencial aplicagdo tem sido realizados. Neste trabalho é
apresentada uma pequena revisdo do papel das clorinas em TFD, bem como sua sintese e potencial aplicacao
destes agentes na terapia do cancer.
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1. Introducao

Devido as suas propriedades quimicas e fisicas as
substancias porfirinicas podem ser exploradas em
areas distintas. No entanto, é na medicina que o uso
destas substancias ganha maior destaque, uma vez
que podem ser aplicadas com sucesso em TFD
(Terapia Fotodinamica), na deteccdo de tecidos
neoplasicos e na inibicdo de agentes virais presentes
no sangue. Tem sido também avaliada a sua
aplicabilidade como agentes intercalantes do DNA, no
tratamento de doencas da pele (acne, eczema,
psoriase, entre outras), arteriosclerose, artrites e na
degeneracdo da macula da retina.”®

A TFD tem sido usada no tratamento de tumores e
0 primeiro passo desta terapia envolve a
administracgao, geralmente intravenosa, do
fotossensibilizador que se liga as lipoproteinas de
baixa densidade da corrente sanguinea. Uma vez que
as células tumorais possuem maior quantidade de
lipoproteinas de baixa densidade do que as células
normais e como, apesar da elevada irrigacdo
sanguinea, a drenagem linfatica é reduzida, o
fotossensibilizador concentra-se nestes tecidos e
apresenta eliminagao mais lenta. O fotossensibilizador
é entdo ativado com luz a um determinado
comprimento de onda onde absorve extensamente
comparado com os cromoforos enddgenos. Quando
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ativado, o fotossensibilizador converte o oxigénio
molecular (estado tripleto) em oxigénio singleto, que
reage imediatamente com os componentes celulares
vitais, conduzindo a morte celular.”?

Esta terapia estd gradualmente se tornando uma
das abordagens médicas mais usadas e recebeu a
aprovacao regulamentar para o tratamento de vdrias
doencas em todo o mundo, especialmente a
degeneracdo da macula da retina e alguns tumores
solidos. No entanto, o uso da TFD é limitado devido a
alguns efeitos indesejaveis, como por exemplo, a
fraca especificidade na biodistribuicdo e ainda na
prolongada acumulacdo do fotossensibilizador em
tecidos n3o-neoplasicos.”*°

Os fotossensibilizadores de 12 geracdo, como o
Photofrin®, apesar de serem amplamente usados no
tratamento de varios tipos de canceres ou condi¢Ges
pré-cancerigenas, apresentaram algumas
desvantagens. Destas destacam-se a prolongada
fotossensibilidade cutdnea, a baixa seletividade pelo
tecido tumoral e a banda de absor¢do onde a droga é
fotoativada (regido do vermelho) é fraca, ndo se
encontrando na regido ideal do espectro. Além disso,
grande parte destes fotossensibilizadores sdo
misturas de composicdo variavel, ndo tendo sido
possivel isolar nem caracterizar a principal substancia
ativa.>*?
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Na tentativa de corrigir as falhas dos
fotossensibilizadores de 12 geracdo, tém-se
desenvolvido novos derivados que se revelem mais
seletivos e ativos que aqueles ja disponiveis no
mercado. Surgem, entdo, os fotossensibilizadores de
22 geragdo. Estas substancias apresentam algumas
diferencas quando comparadas com as primeiras,
tanto nos intervalos entre a administracdo do
fotossensibilizador e a irradiacdo do tecido
neoplasico, quanto no que se refere a dose de
fotossensibilizador administrada e luz requerida para
provocar necrose. A sintese destes
fotossensibilizadores  permitiu  estabelecer as
caracteristicas ideais para que um composto possa ser
usado em TFD, tais como:>**™

- solubilidade adequada nos fluidos corporais, o que
condiciona tanto o seu transporte como o tempo de
retengdo;

- elevada seletividade para o tecido neopldsico em
relagdo ao tecido normal;

- ndo possuir toxicidade na auséncia da luz;

- absorver perto do vermelho do espectro do visivel
(A>650 nm), @ que a radiagdo deste comprimento de
onda tem maior poder de penetragdo nos tecidos;

- elevado rendimento de oxigénio singleto, e por isso
deverd possuir um estado excitado tripleto com tempo
de vida e energia adequados;

- ndo sofrer degradacdo pela luz, jd que tal se pode
refletir negativamente no rendimento qudntico do
oxigénio singleto;

- sintese curta e de elevado rendimento;
- ser uma substdncia pura e de composigcdo constante;

e, fundamentalmente,

- que provoque necrose dos tecidos neopldsicos.”*>**

Alguns destes fotossensibilizadores de 22 geracdo
sdo derivados de porfirinas reduzidas (clorinas,
bacterioclorinas), benzoporfirinas, ftalocianinas e
naftalocianinas. Estas sdo  substancias que
apresentam  algumas propriedades fotofisicas
desejdveis, como é o caso das clorinas e as
bacterioclorinas com uma banda de absorc¢do intensa
entre 660-690 nm e 730 nm, respectivamente; as
ftalocianinas e naftalocianinas apresentam uma
banda intensa entre 670 nm e 820 nm e as
benzoporfirinas que apresentam grande aptiddo para
se localizarem rapidamente nas células
neoplasicas.'>**"
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Assim, chegou-se a conclusdo que o uso de
fotossensibilizadores que  absorvam a um
comprimento de onda mais longo originaria uma
superior penetracdo da luz, assim como um maior
efeito terapéutico.

As clorinas sdo uma classe de substancias
tetrapirrolicas, normalmente resultantes  das
porfirinas por saturacdo de uma dupla ligagdo na
periferia do sistema macrociclico (Figura 1). Apesar
das porfirinas e clorinas terem muitas semelhancgas, a
reducdo de um anel pirrol provoca uma alteracdo na
simetria da molécula assim como na sua conjugacao,
dando origem a altera¢gdes de grande importancia
para as aplicagdes destas substancias em TFD."" ™

posigoes meso

-

.n\ posicBes

»_ 7 beta

1 Porfirina 2 Clorina

Figura 1. Estrutura quimica de porfirinas e clorinas

Quando comparadas com as propriedades
espectroscdpicas das porfirinas, as clorinas possuem
um deslocamento para a regido do vermelho no
espectro de UV-visivel da ultima banda Q, assim
como, um aumento o coeficiente de extingdo molar
desta banda.’*®* Esta caracteristica faz com que as
clorinas absorvam fortemente na regido do azul e do
vermelho do espectro de UV-Vis, enquanto que as
porfirinas absorvem fortemente na zona do azul,
fazendo com que a cor das porfirinas seja vermelha e
a das clorinas verde. Esta importante caracteristica
dos fotossensibilizadores de 22 geragao, faz com que
as clorinas se destaquem, como por exemplo os
derivados sintéticos ja introduzidos no mercado,
Foscan® (4, Esquema 1), LS11® e Photochlor® (Tabela
1)'16

Como fotossensibilizadores que absorvem luz em
comprimentos de onda muito longos, as clorinas
podem eventualmente ser muito empregadas no
tratamento de tumores altamente pigmentados.
Devido ao fato de serem formas reduzidas das
porfirinas, existe a possibilidade das clorinas se
oxidarem no processo, razao pela qual normalmente
apresentam substituintes volumosos ou anéis
exociclicos junto ao anel reduzido, de forma este
processo oxidativo.'’?°

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No. 2| |92-103|



Calvete, M. J. F. et al.

A sintese de clorinas é tipicamente baseada em
trés estratégias: a sintese total, a modificacdo de
produtos naturais e ainda a derivatizacdo de
porfirinas.”’ Estes métodos de sintese tém sido

Vq

extensivamente revistos nos ultimos anos, de modo
gue neste artigo de revisdo focaremos apenas as
reacdes de transformacdo de porfirinas em clorinas.

Tabela 1. Alguns fotossensibilizadores aprovados para TFD

Substancia

Fotossensibilizador

Produtor Website

Porfirina Photofrin® HpD
Porfirina Levulan® ALA
Porfirina Metvix® M-ALA
Porfirina Visudyne® Verteporfina
Texafirina Antrin® Lutexafirina
Clorina Foscan® Temoporfina
Clorina LSs11°® Talaporfina
Clorina Photochlor® HPPH
Corante Photosens® Ftalocianina

2. Sintese de hidroporfirinas

2.1. Redugao de porfirinas

A reducdo de porfirinas € um dos mais antigos
métodos disponiveis para a obten¢do de clorinas. A
tranformacdo de porfirinas nas respectivas clorinas
pode ser realizada sob condi¢des de hidrogenacao
catalitica com H,/Pd ou com p-toluenossulfonil-

OH

DUSA Pharmaceuticals, Inc

Novartis Pharmaceuticals

General Physics Institute

Axcan Pharma, Inc. WWWw.axcan.com

www.dusapharma.com

PhotoCure ASA www.photocure.com

www.visudyne.com

Pharmacylics www.pharmacyclics.com

Biolitec Pharma Ltd. www.biolitecpharma.com

Light Science www.lightsciences.com

RPCI

www.roswellpark.org

WWW.gpl.ru

hidrazina na presenca de uma base. Este ultimo
reagente acaba por ter um papel importantissimo na
guimica das clorinas, especialmente para o caso de
porfirinas meso-substituidas (Figura 1). Um exemplo
desta aplicacdo envolve a sintese da tetrakis(m-
hidroxifenil) clorina (m-THPC, Foscan®, tabela 1)
através da redugdo da porfirina correspondente
(Esquema 1).*"*"%

OH
4 Foscan®

Esquema 1. Sintese do fotossensibilizador m-THPC, Foscan®
i) TSNHNH,, KOH, piridina, 100 2C; ii) o-cloranil, acetato de etila, 20 °C

Esta metodologia foi também usada, muito
recentemente, na sintese de um derivado conjugado
da m-THPC com 4cido félico (Figura 2). O acido félico
é uma vitamina capaz de transportar agentes bio-
ativos especificamente para o receptor félico (RF),

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No. 2| |92-103|

uma proteina associada a células cancerigenas.
Através de fluorimetria de fibra Optica, este
conjugado porfirinico apresentou elevada acumulagdo
e seletividade em tumores KB.*
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Figura 2. Conjugado de m-THPC com &cido félico

Em 2003, foi relatada a sintese de uma diade
porfirina-clorina ligadas por 4-amino-1,2,4-triazol,
construida através da reacdo da 5-(4-cianofenil)-
10,15,20-trifenilporfirina com hidrazina hidratada em
DMF (Esquema 2). Foi demonstrado que nestas

condicdes a reducdo de uma unidade de porfirina é
realizada pela hidrazina utilizada. Este foi o primeiro
caso referenciado do uso de hidrazina como um
método de reducdo de porfirinas a clorinas.**

Esquema 2. Sintese de uma diade porfirina-clorina
i) NH,NH,-H,0, DMF, 125°C

2.2. Oxidagao de porfirinas

Apesar da oxidagdao de porfirinas por OsO, ja ter
sido relatada ha mais de 60 anos, apenas em 1995 a
oxidacdo de porfirinas meso-substituidas ficou
conhecida, pela adicdo de uma quantidade
estequiométrica de 0sO, a tetrafenilporfirina,
formando a 2,3-vic-di-hidroxi-meso-tetrafenilclorina
(Esquema 3). A utilidade desta metodologia oxidativa

96

foi empregada na sintese de clorinas e
bacterioclorinas, candidatas promissoras para o uso
em TFD.** Contudo, a necessidade de utilizacdo de
reagentes caros e perigosos como o 0sO, tem
contribuido para que este método de preparagao de
clorinas seja substituido por outros, como as reacdes
de cicloadicdo com porfirinas, que serd descrito a
seguir.

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No. 2| |92-103|
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Ph Ph éé,oH Ph  OH
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—
- i) i)
Ph Ph —— Ph Ph —s  Ph Ph
Ph Ph Bl
8a M =H2 9a M = H2 10a M = H2
8b M =17n 9b M =7n 10b M =Zn

Esquema 3. Sintese de 2,3-vic-di-hidroxi-meso-tetrafenilclorina via oxida¢do por OsO,
i) OsQ,, piridina; ii) H,S

2.3. Reagoes de cicloadigao com porfirinas: sintese
de clorinas

Porfirinas apresentando grupos substituintes
adequados podem participar de reagdes periciclicas
como dienos, diendfilos, dipolardfilos e ainda como
1,3-dipolos.  Adicionalmente, também  podem
participar de 1,5-eletrociclizacGes e reacdes
queletropicas com carbenos. Estas reacbes originam
derivados  porfirinicos  potencialmente  ativos
biologicamente, como é o caso das clorinas.*®

As reacbes de cicloadicdo de porfirinas foram ja
bastante estudadas, havendo na literatura muitos
trabalhos sobre este tema, por isso serdo abordadas
apenas aquelas que originam clorinas a partir de
porfirinas.

Porfirinas substituidas com grupos vinila nas
posicdes B -pirrélicas podem atuar como dienos em

=
TCNE
/

DMAD

11

HO,C CO,H

reacbes de Diels-Alder. Os primeiros trabalhos
publicados usando uma vinil-porfirina aconteceram
nos anos 80, quando a protoporfirina-IX foi usada
como dieno em reagOes de Diels-Alder com
tetracianoetileno (TCNE) e com acetilenodicarboxilato
(DMAD). Dos varios produtos de cicloadicao [2+2] e
[4+2], destacam-se os mono-adutos das reacbes de
cicloadicdo [2+2], que originam clorinas (Esquema
4).2%° Este foi o primeiro exemplo de transformagdo
de porfirinas em clorinas através de reacdes de
cicloadicdo. Mais tarde, foi demonstrado que

complexos de niquel com porfirinas tetra meso-
substituidas com um grupo vinila numa posicdo B-
pirrdlica, apresentam elevada reatividade quando sdo
usados como dienos em reagbes de Diels-Alder com
TCNE e DMAD, obtendo-se as clorinas resultantes da
reacao de cicloadicao.

26,31,32

Esquema 4. Sintese de varios derivados de clorina a partir da reacdo da protoporfirina-IX com TCNE e DMAD

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No. 2| |92-103|
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Esta abordagem vem sendo usada na obtencao de
novas clorinas a partir da protoporfirina-IX ou
clorofilas para posterior uso como
fotossensibilizadores em TFD.'?® Recentemente, foi
descrita a preparac¢do de clorinas anfifilicas derivadas
do éster dimetilico da protoporfirina-IX, através da
reacdo de Diels-Alder de um de seus grupos vinila com
o anidrido maleico, seguida de ataque nucleofilico do

MeO,C 17 CO,Me

18a R= OCH,

Calvete, M. J. F. et al.

aduto formado, de modo a produzir as respectivas
benzoclorinas (Esquema 5), andlogas dos Visudin®
(mistura de benzoclorinas ja& comercializadas)
regiosseletivamente. Os estudos fotofisicos destes
compostos  mostram  que  estes  possuem
caracteristicas adequadas para serem aplicados em
TFD.*

CO,Me

MeO,C
19a R= OCH,

CO;Me

18b R= O(CH,CH,0),CH,CH,0CH, 19b R= O(CH,CH,0),CH,CH,0CH,

18c R= O(CH,CH,0),CH,CH,OH
18d R= NHCH,CH,OH

19¢ R= O(CH,CH,0),CH,CH,0H
19d R= NHCH,CH,OH

Esquema 5. Sintese de derivados de clorina a partir de reagdo de Diels-Alder e ataque nucleofilico a
protoporfirina-IX

Verificou-se, também, que porfirinas simétricas
meso-substituidas reagem como diendfilos,
originando clorinas como produtos principais, através
da reacao de Diels-Alder com
ortoquinobenzodimetanos, com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, como o pentaceno (Esquema
6). A principal desvantagem destas reagdes reside no
fato de ndo se conseguir evitar a oxidagdo destas
clorinas a porfirinas, o que pode ser evitado pela
introducdo de grupos retiradores de elétrons na
estrutura das porfirinas.'”?® Recentemente, foi
também verificado que o uso de radiacdo micro-
ondas encurta o tempo destas reacdes.>

As porfirinas participam, também, de reacbes de
cicloadicdo 1,3-dipolar tanto como dipolaréfilos como
1,3-dipolos. Esta é uma das reacdes mais estudadas
envolvendo porfirinas.

No caso em que participam como dipolaréfilos, as
porfirinas podem reagir com vdrios 1,3-dipolos, como
ilideos azometino, nitronas, diazoalcanos e ilideos
carbonilicos originando clorinas. Por exemplo, em
1999 foi publicado o primeiro estudo da reatividade

de porfirinas meso-substituidas com ilideos
azometino, gerados in situ através de
paraformaldeido e sarcosina.>* Neste estudo,
98

mostrou-se que porfirinas com grupos retiradores de
elétrons nas posicbes meso sdo mais reativas,
obtendo-se clorinas com maiores rendimentos.
Recentemente, a influéncia da adicdo de grupos
retiradores de elétrons nas posicées B na
regiosseletividade desta reagao foi também estudada
(Esquema 7).> Estas reagbes foram também
estendidas quanto ao uso de outros aminodacidos
como a prolina ou a hidroxiprolina, e a outros
aldeidos aromaticos e alifaticos, resultando na
formac3o de varias clorinas funcionalizadas.'’?’

Esta metodologia permitiu também a sintese de
glico-clorinas através da reacdo 1,3-dipolar da meso-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina  com  nitronas
derivadas de acucares, originando isoxazolidinas
fundidas com clorinas (Esquema 8). A introducdo de
unidades glicosidicas em macrociclos tetrapirrélicos
tornou-se uma abordagem muito importante para o
uso destes compostos em TFD, uma vez que as
subunidades de hidratos de carbono podem interagir
com receptores especificos da superficie da
membrana celular, podendo ajudar a introdugdo de
conjugados porfirinicos na célula devido a endocitose
mediada por receptores e aumentar a seletividade da
sua acumulagdo em tecidos tumorais."**’
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O (= iy
. l 1,2,4-triclorobenzeno, N

214 OC OME \ / Ph
N— MeQO

R R
,,, Ph—( /N
H Ph Ph
so2
R
21aR="Ph o
21b R =CyF,
8aR=Ph 22a R=Ph
20 R = CF 22b R=C,F,

23aR=Ph
23b R=C6F5

Esquema 6. Sintese de derivados de clorina por rea¢des de Diels-Alder com porfirinas meso-substituidas

MeNHCH,CO,H

+
(CH,O)n

l

®
-

4

R R =
Tolueno, refluxo

ou 1,2-diclorobenzeno, refluxo

R R
24aR'=H, R=Cl,CeH,
24bR' = H, R = 4-MeOC,H,
24cR'=NO, R=Ph
8a R'=H,R=Ph
20 R'=H,R=CF.

25aR'=H, R=CL,CH,
25bR' = H, R = 4-MeOCH,
25cR'=NO, R=Ph
25dR'=H, R =Ph
25eR'=H, R=C4F,

Esquema 7. Sintese de clorinas utilizando ilideos azometino
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26a

26c¢

26d

Esquema 8. Sintese de clorinas substituidas com aglcares explorando a reagdao com nitronas

Recentemente foi publicado o estudo mecanistico
realizado sobre a seletividade de cicloadicGes 1,3-
dipolares em meso-tetra-arilporfirinas com ilideos
azometino e N-metilnitronas.*

A reacdo de porfirinas com diazometano e
subsequente extrusdo do nitrogénio originando

CH,N, T.A
R 2V R

R R

20R=C4F, R'=H
24¢R=Ph, R'=NO,

27aR=Cgfs R'=H
27b R = Ph, R' = NO,

clorinas fundidas com um anel de ciclopropano
também foi relatada, cabendo destacar que a
presenca de um grupo nitro em posicdo B permitiu a
obtencdo de apenas uma clorina, prevenindo reagdes
subsequentes (Esquema 9).%

tolueno, refluxo ou hv
= R

R

28aR=CgF; R'=H
28b R =Ph, R'=NO,

Esquema 9. Sintese de clorinas ciclopropanadas por reacdo de porfirinas com diazometano

Um estudo detalhado foi também realizado para
reacdes de o6xidos de nitrila com porfirinas para a
obtencdo de clorinas.®* Mais recentemente foram
também descritas reagdes com outros Oxidos de
nitrila, tanto aromaticos como alifaticos gerados in
situ, originando isoxalino-clorinas.*

Clorinas podem ser obtidas por reagles
queletropicas de porfirinas com diazo compostos. A
primeira referéncia a este método de preparagdo de
clorinas data de 1972 quando Callot fez a adicdo de
carbenos gerados in situ ao meso-tetrafenilporfirinato

100

de zinco catalisada por CuCl. Desta reacdo foram
obtidos majoritariamente o produto trans de mono-
ciclopropanacdo (clorinas) (Esquema 10).%** J& em
2008, este tema foi revisto e mostrou-se que o uso de
porfirinas com grupos retiradores de elétrons nas
posicdes meso, e.g. tetraquis-
pentafluorofenilporfirinato de zinco, na reagdo com o
diazoacetato de etila na presenca de CuCl, aumenta
significativamente o rendimento das clorinas
formadas.*
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Ph Ph 212 -Ph
CuCl 7
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29b R,=H, R,=CO,Me
29¢ R,=R,=CO,Me

Esquema 10. Ciclopropanagdo de porfirinas com derivados de diazometano substituidos

Recentemente esta metodologia foi ainda aplicada
na sintese de glico-clorinas a partir de diazo
compostos com unidades glicosidicas na presenca de
CuCl (Esquema 11).* As trans-clorinas obtidas, depois
da etapa de desmetalagdo e remoc¢dao dos grupos
isopropilidenos das unidades glicosidicas, mostraram

Ar o
HLOR
N
Ar —Ar ——= LA
CucCl
Ar Ar = CgFs
30

31a,b,c,d

ser melhores geradoras de oxigénio singleto do que o
azul-de-metileno.  Estas reagbes podem ser
consideradas como uma nova estratégia sintética para
a preparagdao de glico-clorinas como potenciais
aplicagdes em TFD.

Ar Ar

trans-clorina cis-clorina

Ar Ar

32a,b,c,d

Esquema 11. Sintese de glico-clorinas a partir de diazo compostos com unidades glicosidicas

3. Conclusoes

O uso de porfirinas como fotossensibilizadores
para o tratamento de tumores malignos foi aprovado
j@ em varios paises. Nos Ultimos anos, varios sdo os
estudos que visando a sintese de novos derivados
porfirinicos com caracteristicas adequadas para
poderem ser usados em TFD, principalmente na
sintese de clorinas. Estes compostos preenchem os
principais requisitos de um fotossensibilizadores de 22
geragdo, suplantando as principais desvantagens
daqueles de 12 geracgao.

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No.2| |92-103|

Estratégias sintéticas que envolvem a redugdo, a
oxidacdo e a reacGes de cicloadicdo com porfirinas
sdo possivelmente os métodos mais acessiveis para a
obtencdo de clorinas, porém muitos outros existem,
como a substituicao eletrofilica e a adigdo nucleofilica
a porfirinas, a transformacdo de hidroporfirinas e
mesmo a sintese total destes compostos usando a
quimica dos dipirrolometanos.!” Contudo, a sintese de
clorinas em maior escala continua a ser um problema
devido, por exemplo, ao alto custo de alguns
reagentes (e.g., 0sQ,;), rendimentos ndo muito
satisfatorios e dificuldades nos processos de
purificagdo. A utilizagdo de porfirinas meso-

101



LVq

substituidas como diendfilos e dipolaréfilos tornou-se
uma dos caminhos mais acessiveis para a sintese de
clorinas, devido a relativa facilidade de preparacdo
dos intermediarios e sua estabilidade. A adequada
introducdo de grupos retiradores de elétrons permitiu
isolar clorinas resistentes a oxidacdo, um dos maiores
problemas encontrados até esta data.
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