Int. J. Odontostomat.,
19(2):150-156, 2025.

Composicidon Quimica, Actividad Antioxidante,
Anticolagenasa y Efecto Antimicrobiano del Aceite
Esencial de Piper spp Sobre Microorganismos Bucales

Chemical Composition, Antioxidant Activity, Anticollagenase and Antimicrobial
Effect of Piper spp Essential Oil on Oral Microorganisms

Donald Ramos Perfecto’; Hilda Moromi Nakata'; Elba Martinez Cadillo'; Alejandro Mendoza Rojas’;
Jorge Villavicencio Gastelli'; Américo Castro Luna? & Cesar Chuquillanqui Salas?®

RAMOS, P. D.; MOROMI, N. H.; MARTINEZ, C. E.; MENDOZA, R. A.; VILLAVICENCIO, G. J. CASTRO, L. A. &
CHUQUILLANQUI, S. C. Composicién quimica, actividad antioxidante, anticolagenasa y efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Piper spp sobre microorganismos bucales. Int. J. Odontostomat., 19(2):150-156, 2025.

RESUMEN: EI estudio tuvo como objetivo, determinar la composicidén quimica, actividad antioxidante,
anticolagenasa y el efecto antimicrobiano de dos especies del género Piper, Piper divericatum y Piper callosum. Para
dicho proceso se obtuvo un aceite esencial de cada especie y se determiné su composicién por medio de la cromatografia
de gases acoplada a un espectrometro de masas. Asi también la actividad antioxidante se identificé por dos métodos:
Prueba Poder antioxidante reductor de fierro — FRAP y por radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). La actividad
anticolagenasa se realizd, mediante la inhibicion de la actividad colagenasa por monitoreo espectrofotométrico (método
de Thing). El efecto antimicrobiano del aceite esencial de las diferentes especies de Piper se determinaron por pruebas
de sensibilidad por difusidon con discos sobre Streptococcus mutans'y Candida albicans, microorganismos de importancia
en diferentes lesiones de la cavidad oral. Los resultados en relacidon a su composicién indican la ‘presencia de
sesquiterpenos y fenilpropanoides principalmente, su actividad antioxidante es baja, su capacidad anticolagenasa ausente
y su efecto antimicrobiano nulo para los microorganismos enfrentados. Se concluye que las dos especies del género
Piper presentan compuestos en su composicion que deben estudiarse ya que podrian tener efectos benéficos, asi como
mas estudios deberian desarrollarse para concluir en sus efectos no identificados.

PALABRAS CLAVE: composicion quimica, actividad antioxidante, actividad anticolagenasa, efecto
antimicrobiano, patégenos bucales.

INTRODUCCION

En la actualidad, se vienen realizando estudios
de diferentes plantas nativas del Peru, ello indicaria la
importancia de estos fitoproductos, ya que podrian ser
de apoyo en el tratamiento de diferentes enfermeda-
des que pudiera padecer el ser humano. Asi nuestra
amazonia presenta una gran diversidad de plantas con
diferentes principios activos que pueden ayudar al pro-
ceso de recuperacion de una dolencia o afeccion. En
ese sentido, el género Piper (P) una de las plantas
que presenta alrededor de 2000 especies, en diferen-
tes partes subtropicales del mundo y Sudamérica
(Moncayo et al., 2021), habiéndose identificado mas

de 300 especies en diferentes regiones del Peru (Ledn,
2006), viene siendo reconocida por sus multiples pro-
piedades, como; antimicrobiano (Sanchez et al., 2011;
Salamanca & Galiano, 2016; Gamboa et al., 2018;
Carvalho et al., 2022; Camac & Navarro, 2022; Oliveira
et al., 2022), antimicético (Ruiz-Vasquez et al., 2022;
Almeida et al., 2018), antioxidante (Moncayo et al.,
2021), antiprotozoario (Morales, 2018; Gongalves,
2018; Oliveira, 2019; Macédo et al., 2020), plaguicida
(Sanchez et al., 2012), antinflamatorio (Hoff Brait et
al., 2015; Sequeda-Castafieda et al., 2015),
anticancerigena (Bri & Guzman, 2016; Durant-
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Archibold et al., 2018), entre otros. Entre las especies
mas destacadas se pueden mencionar a P.
marginatum, P. tuberculum, P. acutifolim, P. carpunya,
P. amalogo, P. divaricatum y P. callosum, entre otros.
Siendo las dos ultimas especies ubicadas en la regién
de Loreto, cerca de la ciudad de Iquitos.

En relacién a las patologias presentes en la
cavidad oral, se han podido determinar que los
microorganismos tienen una gran relevancia en el de-
sarrollo de estas bacterias, como el Streptococcus
mutans microorganismo de gran importancia en la
génesis de la caries dental, destacando su capacidad
acidogénica, acidofillca y acidurica (Garcia-Jau et al.,
2022). Otro microorganismo de importancia que des-
taca en la cavidad oral es la Candida albicans, leva-
dura que por su condicion de oportunista y de adap-
tarse con cierta predileccion en aparatos protésicos,
es causante de un cuadro conocido como estomatitis
subprotesica (Garcia-Rodriguez et al., 2022).

Los microorganismos antes mencionados tienen
una capacidad destructiva por la presencia de una di-
versidad de factores de virulencia como enzimas y toxi-
nas que causarian un deterioro progresivamente de
tejidos duros y blandos de la cavidad oral, procesos
que, en algunos casos son irreversibles, causando la
perdida de la pieza dentaria (Cruz Quintana et al.,
2017). Por tanto, es importante investigar productos
naturales con propiedades como la antioxidante que
mejora las condiciones de los tejidos y genera un me-
nor tiempo en su proceso de recuperacion, asi tam-
bién su actividad anticolagenasa que ayudaria a neu-
tralizar enzimas muy destructivas de los tejidos
periodontales constituidos por colageno tipos | y llI
principalmente.

Ante lo manifestando en lineas atras, el objeti-
vo de este estudio fue determinar la composicién qui-
mica, actividad antioxidante, anticolagenasa y efecto
antimicrobiano de los aceites esenciales de dos espe-
cies del género Piper sobre patdégenos bucales, estu-
dio que generara conocimientos con propuesta a de-
sarrollar productos nuevos en el manejo del tratamiento
de diversas patologias de la cavidad oral.

MATERIAL Y METODO

El tipo de investigacién fue experimental, in vitro
y prospectiva. La poblacién considerada incluyd, des-
de el punto de vista botanico, al género Piper y sus
multiples especies, y desde la perspectiva
microbiolégica, a microorganismos patégenos de la

cavidad oral. La muestra contempld, en el ambito bo-
tanico, dos especies del género Piper, Piper
divericatum y Piper callosum; y en el ambito microbio-
l6gico, dos especies microbianas relevantes en las
afecciones orales: Streptococcus mutans (ATCC
25175) y Candida albicans (ATCC 10231).

La identificacion y analisis cualitativo y cuanti-
tativo de los componentes de los aceites esenciales
del genero Piper, fueron realizados por Cromatografia
de gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-
EM).

Actividad antioxidante

La prueba DPPH se desarrollé6 segun Brand-
Williams et al. (1995). Este procedimiento permitié iden-
tificar la actividad antioxidante basada en la transfe-
rencia de electrones, lo que generé inicialmente una
solucion violeta en etanol. El radical libre, estable en
el medio ambiente, tendio a reducirse en presencia de
una molécula antioxidante, produciendo una solucion
incolora en etanol. Este cambio de color fue medido
mediante espectrofotometria a una longitud de onda
de 515 nm.

La prueba del poder antioxidante reductor del
hierro (FRAP, Ferric Reducing Antioxidant Power) se
realizé segun a Benzie & Strain (1996). Este método
se basé en la reduccion del complejo férrico de
tripiridiltriazina a su forma ferrosa mediante un agente
antioxidante en medio acido. La reduccién generd un
cambio de color, el cual fue cuantificado por variacién
en la absorbancia a 595 nm. Para este analisis se uti-
liz6 como patrén el acido ascérbico, empleando una
curva de calibracién en un rango de concentraciones
entre 500 y 1000 uM.

Actividad anticolagenasa

Para la determinacién de la actividad
anticolagenasa se baso en el método de Thring. Se
colocaron 100 pL del aceite esencial de la Piper spp
en concentraciones de 1, 2, y 4 mg/mL en diferentes
tubos de pruebas, luego se agreg6 210 pL de la enzi-
ma colagenasa de Clostridium histolyticum (solucion
de 1,54 U/mL en buffer Tris-Glicine 50 mM con 400
mM NaCly 10 mM CaCl, pH 7,5), se incubaron por 15
min a 37 °C y posteriormente se agregé 240 pL del
sustrato, continuando con una incubaciéon de 5 min a
37 °C para el desarrollo de la reaccion. La prueba fi-
nalizé al agregar 1 a 2 gotas de acido férmico al 10 %
para detener la reaccion, para luego hacer una lectura
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de las absorbancias por medio de un
espectrofotometro de luz ultravioleta visible, a
una medida de onda de 348 nm. Esta prueba
fue desarrollada por triplicado (Thring et al.,
2009).

Efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Piper spp.

Las cepas se diluyeron a una turbidez
equivalente a 0,5 del estandar de McFarland
(1-2 x 108 UFC/mL). Se utilizaron alicuotas de
100 pL de cada microorganismo, las cuales fue-
ron sembradas en medio Muller Hinton mediante
diseminacioén en superficie. Posteriormente, se
colocaron discos estériles de papel de filiro de
6 mm de diametro, previamente impregnados
con 10 pL del aceite esencial de Piper spp. en
concentraciones de 100 % y 50 %, distribuidos
de forma equidistante sobre el medio de culti-
vo. Se utilizé como control positivo la
clorhexidina al 0,12 % y como control negativo
el dimetilsulféxido (DMSO).

La incubacioén se realizé a 37 °C durante
24 a 48 horas. Para Streptococcus mutans, se
mantuvieron condiciones de incubacion con CO,
al 3 - 5%, mientras que Candida albicans fue
incubada en condiciones de aerobiosis. Trans-
currido el tiempo de incubacion, se midieron los
halos de inhibicién con un vernier en milime-
tros. El nivel de sensibilidad se determiné se-
gun la escala propuesta por Duraffourd, que
establece cuatro niveles: nula (-): <8 mm; sen-
sible (+): 9—14 mm; muy sensible (++): 15-19
mm; y sumamente sensible (+++): > 20 mm
(Checalla-Collatupa & Sanchez-Tito, 2012).

RESULTADOS

Composicion quimica de la planta Piper
callosum

Se identificaron 63 compuestos volatiles
por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas, destacando: a-
caryophyllen (23,22 %), B-caryophyllen (15,2 %),
o-muurolene (15,03 %), Neroledol (5,69 %),
Trans-a-bergamotene (5,06%), B-cadinene
(4,19%), octocosane (4,06%), n-nonadecanol-
1 (3,52 %), a-cadenol (1,51 %) y Phytol (1,08
%) por su mayor presencia en el total del aceite
esencial (Fig. 1).
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Fig. 1. Cromatograma del aceite esencial de Piper callosum
destacando la mayor presencia de a-caryophyllem con un
porcentaje del 23,22 %, con un tiempo de retencion de 29,18
minutos.

Composicion quimica de la planta Piper divaricatum

Se identificaron 64 compuestos volatiles por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de ma-
sas, destacando: a-farnese (28,55 %), a-caryophyllen (12,17
%), B-caryophyllen (10,26 %), octocosane (3,62 %), Neroledol
(3,47 %), B-cadinene (2,95 %), cis-a-bergamotene (2,91 %),
1-octadecanol (2,68 %) y phytol (2,10 %) por su mayor pre-
sencia en el total del aceite esencial (Fig. 2).
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Fig. 2. Cromatograma del aceite esencial de Piper divaricatum
destacando la mayor presencia de a-farnese con un porcentaje
del 28,55 %, con un tiempo de retencion de 30,75 minutos.
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Actividad antioxidante del aceite esencial de Piper
Spp

De acuerdo con los resultados obtenidos en las
dos pruebas aplicadas para evaluar la actividad
antioxidante del aceite esencial de Piper callosum, se
observé una capacidad antioxidante muy baja. En la
prueba de captacion del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH), se evidencié que el aceite po-
see actividad antioxidante, aunque significativamente
inferior en comparacion con el estandar Trolox (valor
TEAC = 16,79 ug Trolox/mg de aceite esencial). En la
prueba del poder antioxidante reductor férrico (FRAP),
el aceite esencial mostré una capacidad reductora
practicamente nula. En términos generales, estos re-
sultados indicaron que el aceite esencial de Piper
callosum presenté escasa actividad antioxidante se-
gun ambos métodos.

Respecto a Piper divaricatum, la prueba de
DPPH reveld ausencia de actividad antioxidante. Las
concentraciones del aceite esencial evaluadas no lo-
graron inhibir mas del 50 % del radical libre, y el valor
extrapolado de IC, fue equivalente a un TEAC de
82,84 ug Trolox/mg de aceite esencial, lo que indica
una actividad marcadamente baja frente al estandar.
Asimismo, en la prueba FRAP, el aceite esencial pre-
sentd un poder reductor férrico casi nulo.

Comparando ambos resultados, se concluyo
que el aceite esencial de Piper callosum exhibié ma-
yor actividad antioxidante in vitro que Piper divaricatum,
aunque en ambos casos dicha actividad fue limitada.

Actividad anticolagenasa del aceite esencial del gé-
nero Piper

En una reaccién enzima-sustrato, la colagenasa
de Clostridium histolyticum hidrolizé el sustrato N-[3-
(2-furil)acriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA), generando

como productos N-[3-(2-furil)acriloil]-Leu (FAL) y Gly-
Pro-Ala. Esta reaccion fue monitoreada mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 348 nm.
Los reactivos se prepararon en las siguientes concen-
traciones: buffer Tris-Glicina pH 7,5 a 50 mM,
colagenasa de Clostridium histolyticum a 1,54 unida-
des/mL, y FALGPA a 2,1 mM.

Se evalud la actividad anticolagenasa de los acei-
tes esenciales de Piper callosum y Piper divaricatum,
los cuales se prepararon en una unica concentracion
utilizando alcohol absoluto como solvente. En ambos
casos, no se observd disminucion de la absorbancia
durante la reaccion, lo que indicé ausencia de inhibicion
enzimatica. Esta disminucién es necesaria para el cal-
culo del porcentaje de inhibicidén, como se evidencio en
la reaccion estandar realizada con epigalocatequina
galato (EGCG), compuestos ampliamente utilizado como
referencia en estudios similares.

Con base en estos resultados, se concluyé que
los aceites esenciales de Piper callosum y Piper
divaricatum no presentaron actividad anticolagenasa
in vitro.

Efecto antimicrobiano de Piper spp sobre
Streptococcus mutans y Candida albicans

El experimento para identificar el efecto
antimicrobiano determind que a las concentraciones
de 100 y 50 % de los dos aceites esenciales (Ae1:
Piper callosum, Ae2: Piper divaricatum) utilizados con-
tra Streptococcus mutans 'y Candida albicans, no pre-
sentaron efectos de sensibilidad sobre los
microorganismos en mencion, esto segun escala de
Durafford. Cabe resaltar que el control positivo
clorhexidina al 0,12 % presento un halo inhibitorio de
20 y 23 mm, para Candida albicans y Streptococcus
mutans respectivamente, indicando un efecto suma-
mente sensible (Fig. 3).

Fig. 3. En Piper contra S. mutans
(A) y Candida albicans (B), el disco
1: Piper callosum 100 %, disco 2:
Piper divaricatum 100 %, disco 3:
Piper callosum 50 %, disco 4: Piper
divaricatum 50 %, disco 5: DMSO,
disco 6: Clorhexidina 0,12 %.
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DISCUSION

En cuanto a su composicion, el estudio per-
mitié identificar la presencia de sesquiterpenos como
a- y B-cariofileno en Piper callosum, asi como a-
farneseno y a-cariofileno en Piper divaricatum, com-
puestos tipicamente presentes en aceites esencia-
les. Aunque estos compuestos especificos no se
detallan en todos los estudios sobre la composicion
quimica de especies del género Piper, diversos tra-
bajos como los de da Silva et al. (2016), Majolo et
al. (2019) y Garcia et al. (2023) destacan al safrol,
un fenilpropanoide, como uno de los componentes
mas abundantes en Piper callosum. En esta misma
linea, la revision realizada por Rodrigues de Oliveira
et al. (2021) sefala que los fenilpropanoides, espe-
cialmente el safrol, son predominantes en Piper
callosum, mientras que en Piper divaricatum se iden-
tifican compuestos como 1,8-cineol, linalool, 3-
cariofileno, eugenol y metileugenol, entre otros.
Cabe destacar que el 3-cariofileno, detectado en el
presente estudio, se encuentra dentro de los com-
puestos de mayor presencia en ambos aceites esen-
ciales analizados.

Por otro lado, estudios como los de
Salamanca & Galiano (2016), asi como da Silva et
al. (2010), reportan en términos generales la pre-
sencia de sesquiterpenos, monoterpenos y
fenilpropanoides en diversas especies del género
Piper, lo cual concuerda con los hallazgos de esta
investigacion.

En cuanto a la actividad antioxidante, se de-
terminé que ambos aceites esenciales, tanto de Piper
callosum como de Piper divaricatum, presentaron
capacidad antioxidante, siendo esta mas marcada
en Piper callosum. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Rodrigues de Oliveira et al. (2021),
quienes sefalan que diversas especies del género
Piper, como Piper hispidum'y Piper divaricatum, han
mostrado actividad antioxidante en diferentes estu-
dios. Complementariamente, da Silva et al. (2010),
mediante la prueba de captacion del radical DPPH,
observaron un efecto antioxidante en el aceite esen-
cial de Piper divaricatum, evidenciado por la elimi-
nacién del radical libre DPPH y una respuesta do-
sis-dependiente significativa (r? = 0,85). La inhibi-
cion registrada varié entre un 19 % y un 74 %, en un
rango de concentraciones entre 5y 30 pug/mL.

En relacién con la actividad anticolagenasa
de las dos especies de Piper estudiadas, los resul-
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tados indicaron ausencia de dicha actividad. Esta
propiedad constituye uno de los efectos bioquimicos
menos explorados en productos de origen vegetal,
por lo que actualmente no existen estudios especi-
ficos que aborden este tema en profundidad. Sin
embargo, es importante destacar la necesidad de
evaluar esta actividad en un mayor numero de es-
pecies vegetales, ya que un compuesto natural con
capacidad anticolagenasa podria ser de gran utili-
dad para contrarrestar el efecto de diversas bacte-
rias bucales productoras de colagenasa. Esta enzi-
ma es capaz de degradar estructuras clave como
la dentina y los tejidos de soporte del periodonto,
contribuyendo a la progresion de enfermedades
orales.

La evaluacién del efecto antimicrobiano de los
aceites esenciales de las especies de Piper sobre
Streptococcus mutans y Candida albicans no evi-
dencid actividad inhibidora, es decir, se obtuvo un
resultado negativo de sensibilidad. Este hallazgo
contrasta con lo reportado por otros autores. Por
ejemplo, Carvalho et al. (2022) identificaron activi-
dad antibacteriana en Piper callosum frente a
Streptococcus mutans mediante ensayos de
microdilucién. De forma similar, Salamanca &
Galiano (2016) demostraron actividad antimicética
del aceite esencial y del extracto etandlico de hojas
de Piper callosum contra Candida albicans, obte-
niendo halos de inhibicién de 10,5 mmy 13 mm con
concentraciones del 100 % y 50 % del aceite esen-
cial, respectivamente.

Por otro lado, el estudio de Queiroz (2021)
arrojo6 resultados parcialmente contradictorios. Aun-
que el extracto de hojas de Piper callosum no pre-
sentd actividad antimicrobiana frente a E. coli, S.
aureus ni Candida albicans, el aceite esencial mos-
tré un efecto antimicrobiano notable frente a Candida
albicans, clasificado como sumamente sensible.

Estos resultados evidencian que no todos los
productos naturales, incluso si provienen de espe-
cies botanicas similares, presentan efectos
antimicrobianos comparables. Las variaciones en
la composicion quimica, determinadas por factores
como el origen geografico, las condiciones de culti-
vo o0 el método de extraccién, pueden influir
significativamente en la presencia y concentracion
de compuestos bioactivos, lo cual explicaria la au-
sencia de efecto observada en el presente estudio.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y segun
la metodologia empleada, se concluye que los acei-
tes esenciales de las dos especies de Piper analiza-
das presentan en su composicidén sesquiterpenos y
compuestos fenilpropanoides. En cuanto a la activi-
dad antioxidante, esta fue baja en ambas especies,
aunque ligeramente superior en Piper callosum. Asi-
mismo, no se evidencié actividad anticolagenasa en
ninguno de los aceites esenciales evaluados. Por ulti-
mo, frente a los microorganismos ensayados, los acei-
tes no demostraron efecto antimicrobiano detectable.

Dada la diversidad quimica del género Pipery
la variabilidad de sus efectos bioldgicos, se recomien-
da continuar investigando estas especies, especial-
mente en lo referido a su potencial actividad antibiofilm
y su perfil de toxicidad, con el fin de explorar posibles
aplicaciones terapéuticas o preventivas.
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ABSTRACT: The aim of this study was to determine
the chemical composition, antioxidant anticollagenase activity
and antimicrobial effect of two species of the Piper genus,
Piper divericatum and Piper callosum. For this process, an
essential oil of each species was obtained and its composition
was determined by means of gas chromatography coupled
to a mass spectrometer. The antioxidant activity was also
identified by two methods: The Iron-reducing antioxidant
power test - FRAP and by the free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH). The anticollagenase activity was
performed by inhibiting collagenase activity by
spectrophotometric monitoring (Thing method). The
antimicrobial effect of the essential oil of the different Piper
species was determined by disc diffusion sensitivity tests on
Streptococcus mutans and Candida albicans, microorganisms
of importance in different lesions of the oral cavity. The results
regarding its composition indicate the presence of mainly
sesquiterpenes and phenylpropanoids, its antioxidant activity
is low, its anticollagenase capacity is absent and its
antimicrobial effect is null for the microorganisms encountered.
Itis concluded that the two species of the Piper genus present
compounds in their composition that should be studied since
they could have beneficial effects; further studies should be
developed to conclude on their unidentified effects.

KEY WORDS: chemical composition, antioxidant
activity, anticollagenase activity, antimicrobial effect, oral
pathogens.
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