Farmacopeia Brasileira, 62 edicio PMO081-00

SENE, fruto
Sennae fructus

A droga vegetal consiste de frutos secos de Senna alexandrina Mill. (syn. Cassia acutifolia Delile,
Cassia angustifolia Vahl, Cassia senna L.), contendo, no minimo, 2,2% de derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideo B e, no minimo, 0,92% de senosideo B (Cs2H3z8O020,
862,75) e 0,49% de senosideo A (Ca2H38020, 862,75). Nao deve ser utilizada antes de um ano apos a
colheita.

IDENTIFICACAO
A. Descri¢do macroscopica

Legumes dessecados, de coloragdo verde a castanho-esverdeada nos bordos e castanho escuro nas
porgdes correspondentes as sementes, elipticos a oblongos e ligeiramente reniformes, achatados,
arredondados nas extremidades e ligeiramente pontiagudos no &pice, medindo até 7 cm de
comprimento e até 2,5 cm de largura. Cada legume contém cinco a oito sementes achatadas, duras,
de coloragéo castanha-clara.

B. Descri¢do microscopica

O epicarpo, em sec¢do paradérmica, apresenta epiderme com células poligonais de paredes retas ou
formando uma leve curvatura, com esparsos estdomatos anomociticos, e raros tricomas tectores
unicelulares e conicos, de paredes verrucosas, frequentemente curvos proximo a base; em seccéo
transversal, € visivel a cuticula espessa sobre a epiderme uniestratificada. As células epidérmicas sao
ricas em graos de amido. Abaixo da epiderme, ocorre uma camada de células mais volumosas,
correspondentes a hipoderme, seguida de quatro camadas de parénquima, contendo feixes vasculares
muito esparsos. Drusas bastante evidentes estdo distribuidas no parénquima. Segue uma camada de
células de paredes finas, contendo cada uma delas cristal prismatico de oxalato de célcio, seguida por
duas camadas fibrosas, com células de paredes espessadas, a mais interna com células perpendiculares
ao eixo longitudinal do fruto, e a mais externa com células em angulo obliquo ou paralelo ao eixo
longitudinal do fruto. As fibras dessas camadas tém pontoacdes esparsas e lumen visivel. A epiderme
interna € indistinta, com células alongadas e de paredes finas, quando observada em seccao
paradérmica. Na regido da base e do bordo do fruto, a cuticula é mais espessa e apresenta ondulagoes,
a epiderme também é uniestratificada, sequida de quatro a cinco camadas de paréngquima com densos
agrupamentos de esclereides, geralmente associados aos feixes vasculares. Esses esclereides
apresentam paredes espessadas e pontoacfes distintas. As sementes apresentam testa com paredes
espessadas, formada por células em palicada e de Iimen estreito, coberta por cuticula espessa; o
endosperma é formado por células poliédricas, a camada mais externa em palicada e as camadas mais
internas esponjosas, com paredes mucilaginosas.

C. Descricdo microscopica do pé

A amostra satisfaz a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, menos 0s caracteres
macroscopicos. S8o caracteristicas: coloragdo esverdeada clara; fibras esclerenquimaticas libriformes
e cristais isolados no pd; por¢des de células parenquimaticas, fragmentos de elemento de vaso com
espessamento escalariforme, paredes terminais simples, retas e obliquas, com prolongamentos curtos;
fragmentos de fibras em camadas cruzadas; cristais de oxalato de célcio presentes nas fibras em
camadas cruzadas.
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D. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).
Fase estacionaria: silica-gel F2s4, com espessura de 250 pm.
Fase movel: acetato de etila, alcool propilico, &gua e &cido acético glacial (40:40:30:1).

Solucé@o amostra: adicionar 0,5 g da droga pulverizada em 5 mL da mistura de alcool etilico e 4gua
(1:1). Aquecer a ebuligdo. Filtrar.

Solucéo referéncia: dissolver 2,5 mg de senosideo A e 2,5 mg de senosideo B em 1 mL de alcool
metilico e 1 mL de &gua, aquecer ligeiramente, se necessario.

Procedimento: aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 20 pL da Solucéo
amostra e 10 pL da Solugé&o referéncia. Desenvolver o cromatograma. Remover a cromatoplaca e
deixar secar ao ar. Nebulizar a placa com solucdo de hidroxido de potassio a 5% (p/v) até o
aparecimento de zonas de coloragdes.

Resultados: no esquema a seguir ha as sequéncias de zonas obtidas com a Solugédo referéncia e a
Solugdo amostra. Outras zonas podem, ocasionalmente, aparecerem.

Parte superior da placa

— Senosideo A: zona de
coloragio castanho-
avermelhado

Zona de coloracio castanho- |
avermelhado

Senosideo B: zona de
coloragio castanho-
avermelhado

Zona de coloracio castanho-
avermelhado

Solugdo referéncia Solugdo amostra

TESTES

Metais pesados (5.4.5). Cumpre o teste.

Matéria estranha (5.4.1.3). No méaximo 2,0%.

Perda por dessecacéo (5.2.9.1). Método gravimétrico. No maximo 12,0%.

Cinzas totais (5.4.1.5.1). No maximo 9,0%.
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Contagem do namero total de micro-organismos mesoéfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.
Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3). Cumpre o teste.
Aflatoxinas (5.4.4). Cumpre o teste.

Residuos de agrotoxicos (5.4.3). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Derivados hidroxiantracénicos

Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do no visivel (5.2.14). Preparar as
solugdes como descrito a seguir.

Solucéo estoque: pesar, com exatid@o, cerca de 1,0 g da droga pulverizada (425 pm) (5.2.11) em
baldo de fundo redondo com boca esmerilhada. Adicionar 30 mL de solugéo de &lcool etilico a 70%
e misturar. Aquecer em banho-maria, sob refluxo, durante 30 minutos. Apos resfriamento filtrar em
algodé&o para baldo volumétrico de 100 mL. Retornar o residuo da droga e o algod&o para o baldo de
fundo redondo, adicionar 30 mL de alcool etilico a 70% e aquecer novamente, sob refluxo, durante
15 minutos. Filtrar novamente em algod&o para o baldo volumétrico de 100 mL. Retornar novamente
o residuo da droga e o algodao para o baldo de fundo redondo, adicionar 30 mL de solugéo de alcool
etilico a 70% (v/v), aquecer sob refluxo, durante 15 minutos e filtrar para o baldo volumétrico de 100
mL. Completar o volume do baldo volumétrico de 100 mL com alcool etilico a 70% (v/v) e
homogeneizar.

Solugdo amostra: transferir aliquota de 30 mL da Solugéo estoque para um baldo de fundo redondo
de 100 mL, adicionar 1 mL de &cido cloridrico 2 M e levar a manta aquecedora, sob refluxo, durante
15 minutos. A seguir, transferir para um funil de separacdo e extrair com trés porcdes de 15 mL de
cloroférmio. Reunir a fase cloroférmica e lavar com 50 mL de agua. Evaporar a fase cloroférmica
em capsula de porcelana até secura em banho-maria. Suspender o residuo em alcool etilico e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Lavar a capsula de porcelana varias vezes e transferir o residuo
obtido para o baldo volumétrico de 25 mL. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Transferir aliquota de 4 mL para baldo volumétrico de 10 mL, adicionar 2 mL de hidroxido de aménio
concentrado, completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.

Procedimento: Determinar a absorvancia da Solu¢do amostra em 515 nm, ap06s 45 minutos da adicéo
do hidroxido de aménio concentrado. Utilizar a Solugdo amostra sem adi¢do de hidroxido de aménio
concentrado para ajuste do zero. Calcular o teor de derivados hidroxiantracénicos expressos como
senosideo B, em porcentagem, segundo a expressao:

A, x 2,27
m

TDH =

em que,

TDH = teor de derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideo B % (p/p);
A, = absorvancia medida para a Solu¢ao amostra;
m = massa em gramas da amostra utilizada, considerando a perda por dessecacéo.
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Senosideo A e senosideo B

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatégrafo provido de detector ultravioleta a 270 nm; pré-coluna empacotada com silica
octadecilsilanizada, coluna de 150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada
com silica octadecilsilanizada (5 um); fluxo da Fase movel de 0,9 mL/minuto.

Eluente (A): &gua e &cido trifluoracético (100:0,08).

Eluente (B): acetonitrila.

Tempo (minutos) | Eluente (A) (%)|  Eluente (B) (%) | Eluicéo
0-12 86 14 isocrética
12-19 86 — 77 14 — 23 gradiente linear
19 - 28 77 — 70 23 — 30 gradiente linear
28 — 31 70 — 0 30 — 100 gradiente linear
3133 0 100 isocratica

Solugdo amostra: pesar, com exatidao, cerca de 0,2 g da droga seca e pulverizada e colocar em tubo
de centrifuga. Adicionar 5 mL de solugéo de bicarbonato de sédio a 0,05% (p/v) e levar ao banho de
ultrassom durante 10 minutos. Centrifugar durante 20 minutos a 45 x g. Transferir o sobrenadante,
filtrando-o em algodéo, para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com bicarbonato de
sodio a 0,05% (p/v) e homogeneizar. Filtrar o sobrenadante em unidade filtrante de 0,45 um. Diluir
50 pL da solugéo resultante em 150 pL de agua.

Solucéo referéncia estoque: dissolver 2 mg da mistura de senosideo A e senosideo B (40:60) em baléo
volumétrico de 5 mL com alcool metilico a 50% (v/v).

Curva analitica (1) (para o senosideo A): a partir da Solucdo referéncia estoque construir curva
analitica para o senosideo A em alcool metilico a 50% (v/v), com no minimo cinco concentragdes, na
faixa entre 45 pg/mL e 85 pg/mL. Filtrar em unidade filtrante de 0,45 pm.

Curva analitica (2) (para o senosideo B): a partir da Solucéo referéncia estoque construir curva
analitica para o senosideo B em alcool metilico a 50% (v/v), com no minimo cinco concentracdes, na
faixa entre 100 pg/mL a 150 pg/mL. Filtrar em unidade filtrante de 0,45 pm.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 puL de cada solucdo da Curva analitica (1) e da Curva
analitica (2), e 10 pL da Solucdo amostra. Registrar os cromatogramas e medir as areas sob 0s picos.
Calcular o teor de senosideo A e senosideo B em mg/g de droga vegetal segundo a expressao:

_ Cq x 20
T mx 1000

em que,

TS = teor de senosideo A ou B (mg/g);

Ca = concentracdo do senosideo A ou B (ug/mL) encontrada na Solugdo amostra a partir das curvas
analiticas, considerando a pureza da substancia de referéncia;

m = massa em gramas da amostra utilizada, considerando a perda por dessecacao;

20 = fator de diluicdo.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado ao abrigo da luz e do calor.

Figura 1 — Aspectos macroscopicos, microscopicos e microscopicos do pé em Senna alexandrina Mill.

As escalas correspondemem Aalcm;Ba05cm; C,DeEa25um;F,GeHal00 um; I, J, K, L, M, Ne O a 25 pm.
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A - aspecto geral do fruto: legumes dessecados de formato reniforme, em vista interna e vista externa. B - detalhe geral
das sementes. C - detalhe da seccéo paradérmica do fruto mostrando estdmato do tipo anomocitico (seta). D - detalhe da
seccdo paradérmica do fruto, mostrando tricomas tectores unicelulares (setas). E - detalhe da seccdo paradérmica do fruto,
com grdos de amido nas células epidérmicas (setas). F - detalhe da seccdo paradérmica do fruto, com fibras em camadas
cruzadas. G - detalhe da sec¢do transversal do fruto, mostrando o mesofilo com parénquima fundamental e feixe vascular.
H - detalhes da seccdo transversal do fruto na regido do bordo; cuticula (cu); esclereides (esc); floema (fl); hipoderme
(hi); parénquima cortical (pc); xilema (xi). | - detalhe da secgo transversal do fruto mostrando a presenca de cristais
prismaticos de oxalato de célcio (setas). J - detalhe da secc¢do transversal do fruto mostrando cristais prismaticos (setas).
K - detalhe da seccéo longitudinal do fruto, mostrando elementos de vaso (setas). L - O - detalhes observados no po. L -
fragmentos de fibras esclerenquimaticas (setas). M - fragmentos de células parenquimaticas e de elemento de vaso. N -
fragmentos de fibras em camadas cruzadas. O - cristais de oxalato de célcio nas fibras em camadas cruzadas (setas).



