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RESUMO

O aumento da erosdo dentdria em pacientes com Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE)
ressalta a importdncia de investigar o papel das enzimas presentes no acido gastrico na
degradacdo da superficie dental. O objetivo deste estudo ¢ avaliar, in vitro, a influéncia da
pepsina na erosao do esmalte com pelicula adquirida e o efeito protetor do gel contendo
particulas de iondmero de vidro pré-reagido (S-PRG). Amostras de esmalte dentario bovino
foram confeccionadas (6 x 6 x 2 mm) e padronizadas por meio da mensuragdo da microdureza
superficial do esmalte (SHbaseline). As amostras foram randomizadas e alocadas em dois
grupos experimentais (n = 24): HCI (exposi¢do modelo erosivo de acido cloridrico, pH 2,0) e
HCIl+Pep (exposicao ao modelo erosivo associado a pepsina, pH 2,0). Para verificar a influéncia
dos tratamentos sob estas condigdes experimentais, cada grupo foi subdividido de acordo com
os tratamentos: SPRG [imersao em gel bioativo S-PRG; pH 6,4; proporcao 1:1 (PRG Pro-Care
Gel, Shofu)] e DW (agua deionizada — controle, pH 6,4). Para simular a pelicula adquirida, foi
coletada saliva de um voluntario saudavel, centrifugada e utilizada para a imersao didria das
amostras antes dos desafios erosivos (2h, pH 7,1). O modelo de ciclagem erosiva foi realizado
por um periodo de 9 dias e incluiu imersdes didrias das amostras na solucdo erosiva acida de
HCI (6 x 5min), intercaladas com saliva artificial (6 x 2h). Para os tratamentos, cada amostra
foi imersa em 2 ml da solugdo correspondente por 2 min e todos os procedimentos foram
realizados sob agitacdo a 100 rpm e a 37 °C. Apods os 9 dias experimentais, foi medida a
microdureza (SHfinal) e calculada a perda de dureza superficial (%SHL). Para a caracteriza¢ao
das superficies, foram realizadas analises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS) para avaliar a morfologia e
composi¢ao microquimica do esmalte e do gel bioativo contendo particulas de S-PRG. Difracao
de Raios X (DRX) foi realizada para observar alteracdes nos cristais de hidroxiapatita dos
blocos tratados. A andlise estatistica dos dados de %SHL utilizou ANOVA one-way seguida de
teste pos-hoc de Tukey (p < 0,05), com nivel de significancia de 5%, enquanto os dados
morfologicos e microquimicos foram interpretados descritivamente. Verificou-se que o grupo
HCI+Pep promoveu maior %SHL (p < 0,001) do que o grupo HCI, e a exposi¢ao preventiva ao
gel contendo particulas de S-PRG ndo alterou significativamente a %SHL (p > 0,05). Imagens
de MEV exibiram intensas perdas minerais nas regioes interprismaticas do esmalte no grupo
HCl+Pep/DW. HCI/SPRG exibiu nichos com menor degradacao estrutural. A andlise de DRX
revelou alteragdes na microestrutura dos cristais de hidroxiapatita, sem recristalizagao
significativa, e detec¢des de novas fases cristalinas, como o fosfato octacalcico (OCP) foram
encontradas nos grupos tratados com S-PRG. Conclui-se que pepsina associada ao ciclo erosivo
promove maior perda de microdureza superficial do esmalte dentario, promovendo degradacao
morfologica da superficie, alteragdes na microestrutura dos cristais de hidroxiapatita, e redugao
nas concentragdes de célcio e fosforo. Além disso, embora o gel contendo particulas de S-PRG
tenha auxiliado na formagao do OCP, precursor da hidroxiapatita, este ndo foi capaz de impedir
a perda de microdureza superficial do esmalte.

PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais; Erosao Dentéria; Esmalte Dentario; Pepsina; Prevencao
e Controle; Refluxo Gastroesofagico.



ABSTRACT

The increase in dental erosion in patients with Gastroesophageal Reflux Disease (GERD)
highlights the importance of investigating the role of gastric acid enzymes in dental surface
degradation. This study aims to evaluate, in vitro, the influence of pepsin on enamel erosion
progression with acquired pellicle and the protective effect of a gel containing pre-reacted glass-
ionomer particles (S-PRG). Bovine dental enamel samples (6 x 6 x 2 mm) were prepared and
standardized by measuring surface microhardness (SHbaseline). The samples were randomized
into two experimental groups (n = 24): HCI (acidic hydrochloric acid erosive model, pH 2.0)
and HCl+Pep (erosive model with pepsin, pH 2.0). Each group was subdivided based on
treatments: SPRG [immersion in bioactive S-PRG gel; pH 6.4; 1:1 ratio (PRG Pro-Care Gel,
Shofu)] and DW (deionized water — control, pH 6.4). To simulate the acquired pellicle, saliva
from a healthy volunteer was collected, centrifuged, and used for daily immersion of the
samples before erosive challenges (2h, pH 7.1). The erosive cycling model was conducted for
9 days, with daily immersions of the samples in acidic HCI solution (6 x 5 min), interspersed
with artificial saliva (6 x 2 h). For treatments, each sample was immersed in 2 mL of the
corresponding solution for 2 min, and all procedures were carried out with agitation at 100 rpm
and 37°C. After 9 experimental days, microhardness (SHfinal) was measured, and surface
hardness loss (%SHL) was calculated. Surface characterization included Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) to assess morphology
and microchemical composition of enamel and the bioactive gel containing S-PRG particles.
X-ray Diffraction (XRD) was performed to observe changes in the hydroxyapatite crystals of
the treated blocks. Statistical analysis of %SHL data used one-way ANOVA followed by
Tukey's post-hoc test (p < 0.05), with a significance level of 5%, while morphological and
microchemical data were interpreted descriptively. The HCl+Pep group showed higher %SHL
(p <0.001) than the HCI group, and preventive exposure to the gel containing S-PRG particles
did not significantly alter %SHL (p > 0.05). SEM images revealed intense mineral loss in the
interprismatic regions of enamel in the HCl+Pep/DW group. HCI/SPRG showed regions with
less structural degradation. XRD analysis revealed alterations in the microstructure of
hydroxyapatite crystals, without significant recrystallization, and new crystalline phases, such
as strontium-apatite and fluoroapatite, were detected in the S-PRG-treated groups. It is
concluded that pepsin, combined with the erosive cycle, promotes greater surface
microhardness loss of dental enamel, causing morphological degradation of the surface,
changes in the microstructure of hydroxyapatite crystals, and reductions in calcium and
phosphorus concentrations. Additionally, although the gel containing S-PRG particles
facilitated the formation of OCP, the precursor of hydroxyapatite, it did not prevent the loss of
enamel surface hardness.

KEYWORDS: Biomaterials; Dental Enamel; Gastroesophageal Reflux; Pepsin; Prevention
and Control; Tooth Erosion.
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INTRODUCAO

A erosdo dental, definida como perda quimica de substancia mineralizada do dente
causada pela exposicao a acidos nao derivados de bactérias orais (Schlueter ef al., 2020), ¢ um
fendmeno multifatorial que resulta na perda progressiva e irreversivel da estrutura dental (N¢é
et al., 2022). A exposicdo continua a acidos pode intensificar esse desgaste, seja por fatores
extrinsecos, como a dieta e o ambiente, ou intrinsecos, como a Doenca do Refluxo
Gastroesofagico (DRGE) (Chakraborty; Anjankar, 2022).

A relagdo entre o refluxo gastroesofagico e a saude bucal tem sido cada vez mais
evidenciada em pesquisas recentes. A DRGE, caracterizada pelo refluxo anormal de contetido
gastrico acido para o eso6fago, ¢ uma condi¢@o cada afeta milhdes de pessoas em todo o mundo
(Nirwan et al., 2020) e de significativa relevancia clinica (Zhang et al., 2022). O contato do
suco gastrico — composto por acido cloridrico e pepsina — com os tecidos bucais eleva o risco
de erosdo dental em pacientes acometidos (Faraoni ef al., 2020; Li et al., 2022), uma vez que a
acidez gastrica pode reduzir o pH da cavidade oral para abaixo de 5,5 por cerca de 4,3 minutos
ao longo de 24 horas (Bartlett et al., 1996). Além disso, em estagios moderados, a frequéncia
de refluxos pode chegar a mais de 6 episddios por dia (Schlueter et al., 2010).

A prevaléncia de erosdo dental em pacientes com Doenga do Refluxo Gastroesofagico
(DRGE) ¢ elevada, atingindo até 98,1% em adultos (Ortiz et al., 2021) e 52% em criangas
(Lechien et al., 2020), com individuos com DRGE apresentando 3,3 vezes mais risco de
desenvolver erosdao dental (Picos; Badea; Dumitrascu, 2018). No entanto, nem todos os
pacientes com DRGE desenvolvem essa condi¢do (Chatzidimitriou et al., 2023), sugerindo a
influéncia de fatores adicionais como baixo pH oral, redu¢do do fluxo salivar e alteragdes nos
componentes salivares (Di Fede et al., 2008; Lechien et al., 2020). A saliva desempenha um
papel crucial na protecdo dos dentes, sendo rica em minerais como calcio, fosfato e fluor, que
promovem a remineraliza¢do dental e neutralizam acidos (Carvalho; Baumann; Lussi, 2016;
Hellwig; Lussi; Goetz, 2013). Além disso, as proteinas salivares formam a pelicula adquirida
do esmalte (PAE), criando uma barreira protetora contra a acao acida (Carvalho et al., 2020).
Contudo, a capacidade protetora da saliva e da PAE ¢ limitada pela permeabilidade a ions e

pela acdo de enzimas proteoliticas (Aljulayfi et al., 2022), indicando que o complexo



13

protedmico da saliva e da PAE influencia significativamente a protecdo contra a erosao dentaria
em pacientes com DRGE (Carvalho et al., 2020).

Apesar dessas associagdes, pouco se sabe sobre o efeito direto da pepsina no esmalte
dentario e seu papel nos estdgios iniciais do processo erosivo. A pepsina, uma enzima
proteolitica presente apenas no suco gastrico, tem sido identificada como um potencial
biomarcador de DRGE quando detectada em areas como garganta e boca (Wang et al., 2020;
Yadlapati et al., 2021). Entretanto, at¢ o momento, a maioria dos estudos investigaram apenas
os efeitos dessa enzima nos tecido dentinarios (Moda et al., 2019; Schlueter et al., 2010, 2012a,
2012b). No esmalte, ha uma leve evidéncia sugerindo a influéncia da pepsina no esmalte dental
(Faraoni et al., 2020). No entanto, foi utilizada apenas o teste de perfilometria, que ¢
considerado menos adequado para a avaliagdo de lesdes erosivas iniciais (Schlueter et al.,
2011). Dada a crescente prevaléncia de erosao dentdria e os possiveis efeitos da pepsina nesse
processo, ¢ fundamental esclarecer o papel dessa enzima nas fases iniciais da degradacao dental.

Nesse cenario, o uso de biomateriais, especialmente aqueles empregados na prevengao
de desgaste e/ou reposi¢ao do contetdo mineral do substrato dental, tem ganhado grande énfase
(Iftikhar et al., 2021). Tais materiais incluem, entre outros, o fosfopeptideo de caseina-fosfato
de célcio amorfo (CPP-ACP) (Alexandria ef al., 2020), os biovidros (BAGs) (Dionysopoulos,
2024), nano-hidroxiapatita (Dionysopoulos et al., 2019) e tetrafluoreto de titdnio (TiF4)
(Vertuan et al., 2024). Essas substancias atuam modificando as superficies dentais por meio da
formacdo de novos minerais, reduzindo a solubilidade dos cristais de hidroxiapatita frente a
ataques acidos e/ou favorecendo a formagao de camadas protetoras na superficie do esmalte.

Além destes materiais, tem sido introduzido no comércio materiais preventivos e
restauradores que possuem em sua composi¢ao particulas de ionomero de vidro pré-reagido (S-
PRGQG), resultado da reacao do acido-base entre o vidro de flior-boro-alumino-silicato e o 4cido
poliacrilico (Fujimoto et al., 2010). Estes materiais que apresentam a tecnologia GIOMER
foram apresentados como potencialmente capazes de contribuir com a redugdo da
desmineralizacdo, provocada pela nucleagdo da apatita e pela melhoria da resisténcia acida
(Spinola et al., 2020; Yoshiyasu et al., 2022). A incorporacao das particulas de S-PRG visa
conferir caracteristicas bioativas ao material pois estes sao capazes de liberar seis tipos de ions

como F-, Na*, Sr**, AI**, BOs*, SiOs* (Fujimoto ef al., 2010; Yoshiyasu et al., 2022). Quando
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em contato com fluidos biologicos, esses ions contribuem para a remineralizacdo e
neutralizagdo de acidos na cavidade oral (Murayama et al., 2018).

Diversos estudos evidenciam o efeito das particulas de iondmero de vidro pré-reagido
(S-PRG) contra desmineralizagdo causada pela carie (Amaechi et al., 2017, 2018; Bergantin et
al., 2022; Inoue et al., 2022; Itota et al., 2004; Kawasaki; Kambara, 2014; Spinola et al., 2020;
Yoshiyasu et al., 2022), contudo, o efeito protetor das particulas de S-PRG contra erosao
dentaria merece investigacoes. Estas particulas tém sido incorporadas em diversos materiais
preventivos e restauradores, como o PRG Pro-Care Gel® (SHOFU), um gel bioativo com
tecnologia Giomer, baseada nas particulas S-PRG (5% em peso de preenchimento). Este
material foi desenvolvido e comercializado com a apresentagdo na forma de pasta/gel indicada
para, entre outras finalidades, profilaxia dentéria, ao redor de brackets ortodonticos, gengivite,
desgaste dentario erosivo e para paciente com alto risco de cérie. No entanto, pesquisas sobre
este produto ainda sdo escassas.

Assim, este estudo in vitro teve como objetivo investigar a influéncia da pepsina na
erosao do esmalte dentario, bem como avaliar o efeito de um gel contendo particulas de S-PRG
na prevengao da erosdo dentaria. As hipoteses nulas levantadas sdo: (I) ndo ha influéncia da
pepsina na perda de microdureza superficial do esmalte dentario com pelicula adquirida em
meio a ciclos erosivos, (II) ndo ha diferenca na microdureza superficial do esmalte dentario
tratado com gel contendo particulas de S-PRG exposto a ciclos erosivos associados ou ndo a

pepsina.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar, in vitro, o impacto da pepsina na erosdao do esmalte na presenga de pelicula
adquirida e o efeito protetor de um gel contendo particulas de iondmero de vidro pré-reagido
(S-PRG), por meio da avaliagdo de perda de microdureza superficial.

Desenho: Blocos de esmalte dentario bovino foram preparados, padronizados e randomizados
em dois grupos experimentais (n = 24/grupo): HCl —modelo erosivo apenas com HCI, e
HCIl+Pep — modelo erosivo associado a pepsina. Cada grupo foi subdividido em dois pré-
tratamentos (n = 12/grupo): SPRG (exposicao ao gel bioativo S-PRG) e DW (imersao em agua
deionizada, controle). Preliminarmente, a microdureza inicial foi mensurada. Apos
padronizagdo, as amostras foram imersas em saliva humana para formacao da pelicula adquirida
e expostas ao modelo erosivo por 9 dias. Perda de dureza superficial (%SHL), alteragdes
morfologicas e de composicdo mineral (microscopia eletronica de varredura
[MEV]/espectroscopia de raios X por dispersdo de energia) e caracteristicas cristalinas
(difracdo de raios X [XRD]) foram analisadas. A analise estatistica foi realizada usando
ANOVA one-way (p < 0,05).

Resultados: O grupo HCI+Pep apresentou %SHL significativamente maior do que o grupo
apenas com HCI (p < 0,001). O pré-tratamento com gel de S-PRG ndo reduziu a %SHL do
esmalte (p > 0,05). As imagens de MEV exibiram intensas perdas minerais nas regides
interprismaticas no grupo HCl+Pep/DW, enquanto o grupo HCI/SPRG exibiu nichos com
menor degradacao. A analise de DRX revelou alteragdes na microestrutura da hidroxiapatita
(HAp), com a formagao de fases cristalinas do fosfato octacélcico (OCP), no grupo HCI/SPRG.

Conclusdo: A presenca da pepsina potencializa a erosdo no esmalte, aumentando a %SHL e
alterando a morfologia e padrao dos cristais de HAp. Apesar do pré-tratamento com o gel S-
PRG ndo ter prevenido a %SHL, este facilitou a formacdo de novas fases cristalinas, levando a
redu¢do da degradagdo do esmalte.

Palavras-chave: Biomateriais; Esmalte Dentéario; Refluxo Gastroesofagico; Pepsina;
Prevencao e Controle; Erosao Dentaria.
DESTAQUES

e A pepsina aumenta significativamente a perda de microdureza superficial do esmalte.

e Em condigdes erosivas, o gel S-PRG promove a formacao de OCP no esmalte.

e Controlar a atividade da pepsina pode ser uma estratégia crucial para mitigar a erosao
clinica do esmalte.

SIGNIFICANCIA CLINICA: A pepsina agrava a erosio do esmalte, intensificando a perda
mineral, apesar da pelicula adquirida. Embora ndo impega a perda de dureza, materiais bioativos
estdo emergindo como uma estratégia de suporte promissora, minimizando a degradacdo da
superficie por meio de possivel modificagdo da estrutura cristalina, particularmente em

condig¢des de erosdo relacionadas ao refluxo gastroesofagico.
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1 INTRODUCAO

Os disturbios gastroesofagicos e a presenca de pepsina na cavidade oral t€ém sido
amplamente associados a erosao dentéria, uma condi¢ao nao-cariosa e multifatorial relacionada
a perda de estrutura dental (Chatzidimitriou et al., 2023). A erosdo dentaria pode ocorrer em
resultado da acdo de acidos extrinsecos (dieta e fatores comportamentais) (Kanzow et al., 2016)
e/ou de 4cidos intrinsecos, como aqueles provenientes do refluxo gastroesofagico (RGE), uma
condic¢do associada a Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) (Ranjitkar et al., 2012). Este
distarbio afeta milhdes de pessoas em todo o mundo (Nirwan et al., 2020), e evidéncias
epidemioldgicas demonstram uma prevaléncia elevada de erosdo dentaria entre pacientes com
DRGE, chegando a 98,1% em adultos (Ortiz et al., 2021) e 52% em criancas (Lechien et al.,
2020). Clinicamente, tem sido observado que pacientes com DRGE, tem uma probabilidade 3,3
vezes maior de desenvolver erosdao dentaria em comparagao aqueles sem a doenca (Picos et al.,
2018).

Além do efeito do 4cido gastrico, a pepsina, uma enzima proteolitica presente no suco
gastrico, tem sido identificada como um potencial biomarcador de DRGE quando detectada em
areas como garganta e boca (Wang et al., 2020; Yadlapati et al., 2021). Achados recentes
indicaram que pacientes com DRGE e erosdo dentéria possuiam niveis significativamente mais
altos de pepsina salivar do que individuos saudédveis (Rajab & Zaidan, 2023). Contudo, poucos
sdo os estudos a respeito do impacto direto da pepsina no esmalte, ou seja, no processo inicial
da erosao dentaria. Até o momento, uma discreta evidéncia demonstra indicio da influéncia da
pepsina no esmalte dental (Faraoni et al., 2020). No entanto, apenas avaliagdes de perfilometria
foram realizadas, um teste menos indicado para avaliar lesdes erosivas iniciais (precoce)
(Schlueter et al., 2011). Dada a crescente prevaléncia de erosdo dentaria e os potenciais efeitos
erosivos da pepsina, € essencial que estudos elucidem a influéncia dessa enzima dentro da
dinamica erosiva nas fases iniciais do desgaste dentario.

Como a perda de tecido duro causada pela erosdo dentéria ¢ irreversivel e seu tratamento
pode ser complexo, medidas preventivas devem ser tomadas nos estagios iniciais da doenga
(Chawhuaveang et al., 2024). Nesse contexto, o uso de biomateriais, especialmente aqueles
empregados na prevengdo e reposicdo do conteudo mineral (célcio e fosfato) perdido pelo

desgaste dentario erosivo, como o fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-
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ACP) e os biovidros (BAGs), vém ganhando grande énfase (Iftikhar et al., 2021; Yoshiyasu et
al., 2022).

Com o avango nas pesquisas de materiais bioativos, tém sido introduzidos no comércio
materiais odontologicos preventivos e restauradores que apresentam a tecnologia GIOMER, ou
seja, possuem em sua composi¢do particulas de iondmero de vidro pré-reagido (S-PRG),
resultado da reacdo do acido-base entre o vidro de fluor-boro-alumino-silicato e o acido
poliacrilico (Fujimoto et al., 2010). Estudos indicam que os materiais com estas particulas
podem reduzir a desmineralizagdo dental, promovendo a nucleacdo da apatita, além de
apresentar propriedades de tamponamento e melhoria da resisténcia do substrato dental a acao
de acidos (Fujimoto et al., 2010; Saku et al., 2010; Yoshiyasu et al., 2022). O modo de acao
destes materiais consiste na liberacdo de seis tipos de fons como F~, Na*, Sr**, AI**, BOs*", SiO3*
(Fujimoto et al., 2010; Ikemura et al., 2003; Inoue et al., 2022; Saku et al., 2010; Yoshiyasu et
al., 2022). Quando em contato com fluidos bioldgicos, estas particulas iniciam a formacao de
uma camada de hidroxicarbonato apatita e a liberacdo dos ions para a estrutura dentaria e o
ambiente oral, promovendo remineralizagdo e auxiliando na reducao do pH oral (Murayama et
al., 2018). Embora estudos evidenciem seu efeito contra desmineralizacao, especialmente a
causada pela carie (Amaechi et al., 2017, 2018; Inoue et al., 2022; Itota et al., 2004; Kawasaki
& Kambara, 2014; Spinola et al., 2020; Yoshiyasu et al., 2022), o efeito protetor das particulas
de S-PRG contra erosdo dentaria ainda ndo foi bem elucidado. Assim, a influéncia do uso de
produtos preventivos, tais como o gel PRG Pro-Care Gel® (SHOFU), contendo 5 wt% de
particulas S-PRG, merece investigagoes.

Diante da escassez de estudos sobre a interagao entre o esmalte dentario e a agdo de
acidos associados a pepsina, bem como os efeitos das particulas de S-PRG na erosdo dentaria,
faz-se necessario compreender os efeitos fisico-quimicos envolvidos neste processo. Portanto,
este estudo in vitro teve como objetivo investigar a influéncia da pepsina na erosdao do esmalte
dentario com pelicula adquirida, bem como avaliar o efeito de um gel contendo particulas de
S-PRG na prevencdo da erosdo dentaria. As hipoteses nulas levantadas sdo: (I) a pepsina
associada ao acido intrinseco durante ciclos erosivos nao influéncia na perda de microdureza
superficial do esmalte dentario com pelicula adquirida, (II) o gel contendo particulas de S-PRG
ndo protege a perda de microdureza superficial do esmalte exposto a ciclos erosivos associados

ou ndo a pepsina.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do estudo

Este estudo in vitro, randomizado e controlado, utilizou blocos de esmalte bovino para
investigar a perda de microdureza superficial (%SHL) e as alteragdes na morfologia, no
contetido mineral e na estrutura dos cristais de hidroxiapatita do esmalte dental, apos exposi¢ao
a desafios erosivos associados a pepsina. Aliado a isto, a influéncia do gel bioativo contendo
particulas de S-PRG também foi investigado. O estudo seguiu um delineamento fatorial 2 x 2,
com os seguintes fatores experimentais: modelo erosivo (HCI e HCI associado a pepsina) e 2
niveis [tratamento preventivo (S-PRG) e dgua deionizada (controle)] (Fig. 1). A variavel
resposta foi a perda de microdureza superficial (%SHL), calculada a partir mensuracdo da
microdureza antes € apds a exposicao aos desafios erosivos e tratamentos, gerando o resultado
primario do estudo.

As caracteristicas morfoldgicas, microquimicas e cristalograficas da superficie do

esmalte dental foram avaliadas antes e ap6s os desafios erosivos.

a) Preparagao dos blocos
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Fig. 1 — Desenho esquematico do preparo, ciclo didrio e realizacao dos testes.
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2.2 Calculo Amostral

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no software R (versio 4.3.3, R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria). Como ndo existem estudos prévios sobre
a influéncia da pepsina na perda de microdureza superficial do esmalte dental, adotamos, com
base em nosso estudo piloto, o teste ANOVA com tamanho de efeito (n?) de 0,6, nivel de
significancia de 0,05, poder estatistico de 0,8 e uma taxa de perda de 20%.

O tamanho total da amostra calculado foi de 48 blocos, distribuidos em 4 grupos
experimentais (n = 12), a fim de garantir um poder estatistico adequado para a analise da perda

de microdureza superficial.

2.1 Preparo dos blocos de esmalte

Blocos de esmalte foram obtidos a partir de 150 incisivos bovinos livres de caries e
trincas estes foram desinfectados e armazenados em agua deionizada. Os blocos foram
seccionados (6 x 6 x 2 mm) a partir do ter¢o médio da superficie vestibular da coroa, utilizando
disco diamantado (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) em uma maquina de corte resfriada (Isomet,
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Cada bloco foi lixado sequencialmente com folhas de 6xido de
aluminio de granulagdes 800, 1200, 2500 e 4000 acoplados em uma politriz metalografica
(AROPOL, Arotec S.A. Industria e Comércio, Brasil). As amostras foram polidas também na
politriz com disco de feltro e suspensdo diamantada de 9 pum, 6 pm (MetaDi™ Supreme
Polycrystalline Diamond Suspension, Buehler, Illinois, EUA) e suspensdo de silica basica de
0.06 um (MasterMet™2 Non-Crystallizing Colloidal Silica Polishing Suspension, Buehler,
Illinois, EUA). As amostras foram lavadas em uma cuba ultrassonica (Banho Ultrassom 03350,
Quimis®, Sao Paulo, Brasil) e armazenadas em 4gua deionizada, sob refrigeracao até o inicio
do experimento.

Para padronizacao e alocacdo das amostras, foi realizada a mensuracao da microdureza
superficial inicial (SHpaseline) do esmalte dental preparado. Os valores de SHpascline foram
determinados a partir da média de trés endentacdes com 100 pum de distiancia entre elas,
utilizando um indentador Knoop com carga de 50g por 5s (Fernandez et al., 2022)
(Microdurometro HMV-G20, Shimadzu Corporation, Téquio, Japao). Blocos de esmalte

apresentando uma microdureza média de 274,2 + 0,2 kg/mm? foram selecionados e alocados.
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A partir da obtencdo da SHpaseline, um total de 48 blocos de esmalte foram alocados
randomicamente nos grupos experimentais usando uma lista gerada no software R (versdo

4.3.3, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

2.2 Coleta da saliva e Formacao da Pelicula Adquirida

Para utilizagdo de saliva humana, este estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa local e aprovado sob parecer n° 6.480.083. Diariamente, durante 9 dias, foram
coletados 72 ml de saliva de um voluntario jovem adulto saudavel, sem diagnostico de DRGE,
lesdes cariosas ativas, erosao ou disfuncdo salivar. O voluntario foi orientado a ndo fumar,
comer, beber ou escovar os dentes com dentiftricios fluoretados ha pelo menos 8 horas antes da
coleta (Hellwig et al., 2013; Passos et al., 2018). A saliva foi estimulada pela mastigacdo de
pedacos de parafina (Parafilm®, Sigma-Aldrich, Seelze, Alemanha) por 5 minutos e
depositadas em frascos refrigerados (Carvalho et al., 2016).

Posteriormente, a saliva foi reunida e centrifugada por 10 min a 2.000 rpm, sob
temperatura de 4 °C (Passos et al., 2018), e o fluido claro sobrenadante coletado. O pH da saliva
foi entdo mensurado utilizando um pHmetro calibrado (Orion 2-Star, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA), apresentando um pH de 7,1. Cada amostra foi imersa em 1,5 ml de saliva
por 2h, todos os dias antes do inicio dos desafios erosivos, sob agitacdo de 200 rpm e

temperatura de 37 °C, para simular a temperatura da cavidade oral (Carvalho et al., 2016).

2.3 Delineamento Experimental

Os blocos de esmalte preparados foram padronizados e randomizados em dois grupos
experimentais (n = 24 cada): HCl — exposi¢do ao modelo erosivo de HCI, e HCl+Pep —
exposicdo modelo erosivo associado a pepsina. Para cada condi¢do experimental, estes foram
divididos em 2 subgrupos de acordo com o tratamento (n = 12 cada): SPRG (imersdo em uma
solucdo 1:1 de gel bioativo PRG Pro-Care Gel® (SHOFU Brasil, Sao Paulo, Brasil) e DW
(imersao em agua deionizada - controle negativo). Cada amostra foi imersa em 2 ml de cada
solucdo correspondente, respeitando o ciclo experimental diario (Fig. 2). As areas externas dos

blocos foram isoladas com cera, mantendo apenas a face vestibular do esmalte exposta.
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Previamente ao desafio erosivo, as amostras foram imersas diariamente em saliva
humana clarificada por 2h para formag¢ao da pelicula adquirida (Passos et al., 2018; Schlueter
et al., 2010) e enxaguados por 30s em adgua deionizada para remog¢ao do excesso de saliva.

Para simular o desgaste erosivo, foi empregado um modelo de ciclagem erosiva por 9
dias. Os ciclos diarios consistiram em seis imersdes consecutivas de 5 minutos em solucao
acida, intercaladas com saliva artificial (1,5 mM Ca; 0,9 mM PO4; 150 mM KCl ¢ 100 mM
tampao TRIS; pH 7,4) por 2 horas (Moda et al., 2019; Passos et al., 2018; Schlueter et al., 2010)
(Tabela 1).

No grupo HCI, as amostras foram expostas exclusivamente a uma solugdo de acido
cloridrico (0,5g de NaCl para cada 100 ml de agua destilada, ajustada para pH 2,0 com HCI
0.01 M) (Tabela 1). Ja no grupo HCI+Pep, utilizou-se a mesma solucao de HCI, com a adigao
de pepsina (750 pg/ml; P-6887, pepsina da mucosa gastrica suina, 3200 U/mg, Sigma-Aldrich,
Seelze, Alemanha), também ajustada para pH 2,0 (Schlueter et al., 2010). Entre cada etapa, as
amostras foram enxaguadas com agua deionizada por 30 segundos. Ao final de cada dia
experimental, as amostras permaneceram imersas em saliva artificial durante a noite, até o dia
seguinte (Passos et al., 2018; Schlueter et al., 2010). As solu¢des foram renovadas diariamente
e todos os procedimentos foram realizados sob agitagdo a 100 rpm e a 37 °C (Passos et al.,
2018).

No subgrupos SPRG, para analisar o efeito protetor do gel bioativo, as amostras foram
imersas diariamente por 2 min (Amaechi et al., 2018; Vertuan et al., 2022), antes do primeiro
ciclo erosivo, em solugdo aquosa do gel bioativo (pH = 6,4), composta em proporgdo 1:1 de
agua deionizada e do gel PRG Pro-Care Gel® (silica hidratada, 5% em peso de particulas de S-
PRG, glicerol, carboximetilcelulose sodica, sorbitol, dodecil sulfato de sdédio, aroma de menta)
(Asano et al., 2014; Imazato et al., 2023; Ito et al., 2011). Este protocolo de imersao foi utilizado
para isolar e avaliar os efeitos i6nicos dos materiais no esmalte, excluindo intencionalmente a

abrasdo por escovagdo para evitar interferéncias do desgaste mecanico (Jiemkim et al., 2023).
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No subgrupo DW (controle), as amostras foram imersas em agua deionizada durante o

mesmo periodo, sem aplicacdo de qualquer outra substancia bioativa.

L

/ ‘ Formagcao da pelicula adquirida (Saliva Humana) -2 h

Tratamento preventivo (SPRG ou DW) - 2 min
L o 7 L
Ciclo diario

Enxague com agua deionizada-30s
370C B pesafio erosivo (HCl ou HCI+Pep) - 5 min

BN |mers3o em saliva artificial -2 h

\ * Imersdo em saliva artificial (Durante a noite) - =11 h

Fig. 2 — Esquema do ciclo experimental didrio.
2.4 Avaliacao da Perda de Microdureza Superficial

Apos os nove dias experimentais, foram realizadas novas mensuragdes da microdureza
superficial (SHrfna) do esmalte dental, respeitando as mesmas especificacdes descritas
previamente. A porcentagem de perda de microdureza superficial (%SHL) foi determinada
utilizando a férmula matematica descrita na literatura (Chawhuaveang et al., 2024; Fernandez

et al., 2022; Passos et al., 2018):

%SHL = (SHbaseline - SHfmal) / SHbpaseline X 100.

2.5 Avaliacao morfolégica e composicao microquimica superficial do esmalte e do gel

bioativo

Micrografias da superficie do esmalte e do gel contendo particulas de S-PRG foram
obtidas. Trés blocos de esmalte de cada grupo experimental foram selecionados aleatoriamente
e montados em stubs de aluminio, com auxilio de fita adesiva de carbono (Koch, Instrum Cient,
Sao Paulo - SP, BR), para avaliagdo qualitativa da morfologia da superficie, utilizando um

Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) de bancada, em baixo vacuo (Hitachi TM 3030,
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Japdo). A captacdo das imagens foi realizada por meio de um software especifico acoplado ao
MEY, permitindo a obtencdo das fotomicrografias com aumento na ampliacao de x1200.

Para a avaliagcdo do gel contendo particulas de S-PRG, foram preparadas 2 amostras de
1 mm de espessura, depositando uniformemente o gel seco sobre uma fita de carbono fixada
em stubs de aluminio. Em seguida, utilizou-se ar comprimido para remover eventuais particulas
soltas que pudessem contaminar a camara do microscopio. Fotomicrografias do gel foram
capturadas com ampliagdes de x1000.

A avaliagdo microquimica do S-PRG gel e da superficie do esmalte de cada bloco
selecionado foi determinada, em porcentagem de peso (wt%), por meio da Espectroscopia por

Energia Dispersiva de Raios X (EDS).

2.6 Avaliacio por difracdo de raio-X (DRX)

Dois blocos de esmalte de cada grupo foram aleatoriamente selecionados para avaliagao
das caracteristicas dos cristais de hidroxiapatita, antes e apds o tratamento experimental. As
alteragdes na estrutura dos policristais minerais nas superficies dos blocos foram analisadas por
difragdo de raios X (DRX) em policristais, usando um difratometro (D8 Advance, Bruker AXS,
Karlsruhe, Alemanha) com radiagio CuKa (40kV, 40mA, A=1.5406A) e um detector linear
LynxEye (Cardoso et al., 2022). Os dados foram coletados em um intervalo 26 de 20-60°, em

tamanho de passo 0,02° e tempo de contagem de 0,4 s/passo.

2.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram inicialmente avaliados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias por meio do teste de Levene. Para os dados de
%SHL, utilizou-se o teste paramétrico de andlise de varidncia (ANOVA) one way, seguido de
teste pos-hoc de Tukey. A andlise de difragdo de raios X (DRX) e a avaliagdo morfoldgica e
microquimica da superficie por MEV/EDS foram realizadas de forma qualitativa. As analises
estatisticas foram realizadas no software SPSS Statistics 23.0 (IBM Corp, Chicago, IL, EUA),

com um nivel de significancia de 5%.



3 RESULTADOS

3.1 Porcentagem de perda de microdureza superficial (%SHL)

A média + desvio padrao da %SHL do esmalte, nos diferentes grupos experimentais esta
representada na Figura 3. A média de microdureza inicial do esmalte foi padronizada em 274,2
+ 0,2 kg/mm?, para todos os grupos experimentais.

A andlise comparativa revela que o modelo erosivo com pepsina, independente do
tratamento realizado (HCI+Pep/DW e HCl+Pep/SPRG) promoveu uma perda de microdureza
superficial significativamente maior do que os grupos expostos apenas a HCI (p < 0,001).

J& o tratamento com gel bioativo (SPRG) ndo promoveu alteracdo significativa quando

comparado ao grupo controle (DW), independente do modelo erosivo estudado (p > 0,05) (Fig.

3).
100
90 -
b
b
80 1
N N
70 -
60 -
50 -
DW |  SPRG DW | SPRG
HCI HCI+Pep

Fig. 3 — Analise comparativa da porcentagem de perda de microdureza superficial entre os

grupos experimentais. Letras mintsculas diferentes indicam diferencgas estatisticas significantes

entre os grupos (p <0,05).
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3.2 Morfologia superficial e composi¢io microquimica (Analises de MEV/EDS)

A morfologia superficial e a composicdo elementar analisadas por MEV/EDS na
superficie do esmalte antes (Fig. 4) e ap6s o tratamento (Fig. 6) revelaram diferencas estruturais
significativas. Inicialmente, as superficies de esmalte apresentavam uma estrutura lisa e
homogénea, conforme mostrado na Figura 4, com espectros de EDS exibindo picos

caracteristicos de elementos de hidroxiapatita.
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Fig. 4 — Imagens representativas de MEV da morfologia da superficie do esmalte higido com

andlise microquimica por EDX.

A analise da microestrutura do gel (Fig. 5) contendo S-PRG demonstraram particulas
tridimensionais irregulares com formatos e tamanhos variados (<1 um e > 10 um). A respectiva
analise de composicao quimica por EDS, demonstrou que o gel apresentou altas concentracdes
de oxigénio, carbono e silicio, com menores concentra¢des de boro, sddio, aluminio, fluor e

estroncio, conforme previamente indicado pelo fabricante.
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Fig. 5 — Imagens representativas de MEV da morfologia da superficie do gel contendo

particulas de S-PRG com andlise microquimica por EDX.

As imagens de MEV do esmalte dentério exposto ao modelo erosivo por 9 dias (Fig. 6),
demonstraram padrao de dissolucao dos prismas de esmalte caracteristico a aparéncia de “favo
de mel” (Liu et al., 2024). Os grupos HCI/DW, HCIl+Pep/DW e HCl+Pep/SPRG tiveram maior
desgaste erosivo nas regides interprismaticas do esmalte (Fig. 6A, 6B e 6D), enquanto o grupo
HCI/SPRG exibiu maiores areas de preservagdo dos prismas de esmalte (Fig. 6C). Além disso,
HCl+Pep/DW apresentou uma maior extensdo de degradacdo das estruturas prismaticas,
resultando em areas de esmalte sem organizacgao tipica dos primas de hidroxiapatita (Fig. 6B).

A andlise por EDS revelou um padrdo consistente nos teores de calcio e fosforo entre
todos os grupos experimentais. Nos grupos tratados com o gel contendo S-PRG, observou-se a
incorporagdo de elementos quimicos nos blocos de esmalte, dispostos em ordem decrescente
de quantidade: oxigénio, célcio, fosforo e carbono em concentragdes significativas, seguidos

por fluor, aluminio e so6dio em menores concentragdes.



4000
A m Ca Elemento | %wt
3500 | o (3893
p Ca |38.66
000 P |68
c 5.73
2500
2 cl 05
& 20001
s
a
1500
[+]
1000 4
Ca
5004 ca
C, cl
- -
o' & 0 : T
HCI/DW x1.2k  50um 0 2 3 4 5 6
Lall
4000
emento | Y%owt
MEV El %
: 3500 o (3854
ca (3481
200071 P ca P |1495
5555 c |[n2s
3 ¢l 042
8 2000
=
a
1500
o
1000 4
500 ¢q Ca
< g
04 ¥ T
HCH-Pep/DW 0 2 3 4 5 6
4000
MEV = m Ca Elemento | %wt
: 3500 b o (3033
o A ca [3602
30001 P [14.89
c 7.53
2500
3 cl |or2
E 2000 F 068
z Na |045
15001 5 Al |oar
1000
Ca
5004 Ca
o fe na Al cl
— =D B o : .
HCI/SPRG x1.2k  50um b} 2 3 4 5 6
4000
m Ca Elemento | %wt
3500 i o (3742
Cca (3512
30001 P 1690
2500 | & 859
z Al [065
g 2000 F 0.56
= Na [048
B g ¢l |ozs
1000
J Ca
500 Ca al

HCl+Pep/SPRG

28

keV

Fig. 6 — Imagens representativas de MEV da morfologia da superficie (1.200%) e analise

elementar por EDX dos grupos experimentais: (A) HCI/DW, (B) HCl + Pep/DW, (C)
HCI/SPRG e (D) HCI + Pep/SPRG. As setas (=) indicam areas de esmalte sem organizagao

cristalina regular. Estrelas (%) destacam areas mais preservadas.
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Na andlise de DRX do esmalte do dente (Fig. 7A), observam-se a presenga apenas dos

picos caracteristicos da hidroxiapatita (HAp — Caio(PO4)s(OH)2, ICDD #01-072-1243).

Contudo, os picos (0 0 2) e (0 0 4) apresentam intensidade bem elevadas, demonstrando uma

dire¢do preferencial para a orientacdo dos cristalitos da hidroxiapatita da direcdo [0 0 1]. J& para

o DRX do gel contendo particulas de S-PRG (Fig. 7B), observa-se a presenca de picos bem
definidos em 2,42°, 4,72° ¢ 7,11° de 260, atribuidos ao Dodecil Sulfato de Sodio (C12H25NaOsS,
ICDD #00-036-1704) e Aluminossilicato de Calcio e Sodio (CasNasAl12S112048, ICDD #01-

072-0083), indicando a presenca de fases cristalinas desses compostos. Além disso, ¢ notavel

uma ampla regido caracterizada por uma banda difusa, associada a fragdo amorfa do material.
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Fig. 7 — Padrdes tipicos de difracdo de raios X das amostras de esmalte iniciais (A) e do gel

contendo particulas de S-PRG (B).

Os difratogramas de raios X dos blocos de esmalte dos grupos experimentais sao

apresentados na Fig. 8. Em todos os grupos, observou-se a presenga predominante da fase

hexagonal da HAp, com picos caracteristicos entre 20° e 55° de 20. No grupo HCI/DW (Fig.

8A) e HCl+Pep/DW (Fig. 8B), houve uma redugdo significativa na intensidade dos picos

correspondentes aos planos (0 0 2) e (0 0 4), e um aumento nas reflexdes associadas aos planos

(112),(022)e (21 3)apods os desafios erosivos, indicando alteragdes na microestrutura
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cristalina da HAp, ou seja, houve redugdo da area total dos cristalitos orientados na familia de
planos { 00 1}.

Nos grupos tratados com o gel contendo particulas S-PRG (Fig. 8C e 8D), observou-se
alteragdes nas reflexdes associadas a HAp. No grupo HCI/SPRG foram identificadas novas
fases cristalinas que ndo estavam presentes no baseline (Fig. 8C). Picos adicionais foram
detectados em 9,54°, 21,15°,21,49°, 23,48° ¢ 28,71° de 20, correspondentes as fases de Fosfato
de Aluminio do sistema cristalino ortorrdmbico (A — AIPO4 [ort], PDF #01-078-2443), Fosfato
de Aluminio do sistema cristalino cubico (B — AIPO4 [cub], PDF #00-031-0028) e Fosfato
Octacalcico (OCP — CagH2(PO4)s + SH20, PDF #00-026-1056). No grupo HCI+Pep/SPRG (Fig.
8D), foi identificada apenas uma fase de Fosfato de Aluminio de estrutura cristalina

ortorrombica.
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Fig. 8 — Padrdes tipicos de difracdo de raios X das amostras de esmalte antes (baseline [linha
preta]) e depois dos desafios erosivos (final [linha vermelha]) dos grupos experimentais: (A)

HCI/DW , (B) HCI + Pep/DW , (C) HCI/SPRG e (D) HCI + Pep/SPRG.
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4 DISCUSSAO

A erosdo dentéria associada a DRGE ¢ uma preocupagdo crescente devido ao seu
potencial de degradagao irreversivel do esmalte. Este estudo in vitro investigou os efeitos do
HCI e da pepsina na erosdao do esmalte e avaliou o potencial protetor de um gel bioativo
contendo particulas de S-PRG. A primeira hipdtese, que sugere que a pepsina ndo influencia na
erosdo do esmalte, foi rejeitada, uma vez que a combinagdo de pepsina com HCI resultou em
uma perda de microdureza superficial significativamente maior do que apenas o acido
cloridrico. Por outro lado, a segunda hipotese nula testada ndo foi rejeitada, pois nao foi
observada diferenca significativa na perda de microdureza entre os grupos tratados com o gel
bioativo ou dgua destilada (controle), independentemente da presenga de pepsina na solugao
erosiva.

Nos estudos in vitro, os modelos erosivos variam consideravelmente na literatura,
principalmente quanto as substancias utilizadas, como acido citrico (Abbassy et al., 2022;
Chawhuaveang et al., 2024), acido cloridrico (HCl) (Moda et al., 2019; Passos et al., 2018) e
utiliza¢ao de sucos acidos e refrigerantes (de Souza et al., 2020; Surarit et al., 2023), visando
replicar as condi¢des da dieta moderna. O modelo de erosdo com HCI simula o refluxo
gastroesofagico (DRGE), onde o acido géstrico expde o esmalte dental a pH abaixo de 5,5 por
cerca de 4,3 minutos ao longo de 24 horas (Bartlett et al., 1996). Neste estudo, utilizou-se acido
cloridrico a pH 2,0, com imersdes didrias das amostras em 6 ciclos de 5 minutos por 9 dias
(Moda et al., 2019; Schlueter et al., 2010; Schlueter, Glatzki, et al., 2012a), o que equivale a
uma exposicao simulada de aproximadamente 54 dias ao ambiente intraoral (Wegehaupt et al.,
2012). Aliado a isto, a pepsina ¢ uma enzima digestiva responsavel pela degradagdo de proteinas
no estomago, esta presente no refluxo gastroesofagico (Rajab & Zaidan, 2023; Yadlapati et al.,
2021). Embora haja escassez de estudos sobre a influéncia da pepsina nas erosdes dentarias do
esmalte, pesquisas anteriores sugerem que essa enzima pode afetar negativamente a dentina
(Moda et al., 2019; Schlueter et al., 2010; Schlueter, Glatzki, et al., 2012b, 2012a). Nos tecido
dentindrios, Schlueter et al. (2010) concluiram que a pepsina foi capaz degradar parcialmente
a matriz organica, € que a combinacao de pepsina e tripsina pode aumentar a perda mineral da
dentina. Além disso, a pepsina parece diminuir a eficacia do flior (Schlueter et al., 2007;
Schlueter, Glatzki, et al., 2012b). Um diferencial do presente estudo foi o uso da pelicula

adquirida do esmalte, uma camada rica em proteinas formada por ions de saliva que serve como
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barreira protetora contra a erosdo acida (Carvalho et al., 2020; Vukosavljevic et al., 2014). Ao
aplicar a pelicula antes de cada ciclo erosivo, 0 modelo experimental aproximou-se as condi¢des
clinicas.

Quando avaliado o esmalte higido em relagdo a exposicao ao modelo erosivo empregado
neste estudo, verificou-se uma significativa redu¢ao na microdureza e alteragdo da composicao
microquimica avaliados por EDS e padrdes cristalinos verificados por DRX. Esses resultados
sdo consistentes com outros estudos, nos quais a exposicdo ao acido cloridrico causou
degradacao ciclica do esmalte e dissolucao linear de célcio e fosfato (Derceli et al., 2020; Shellis
et al., 2010), tal como observado em nosso estudo. A andlise por MEV em todos os grupos
revelou um padrdo de desgaste com aspecto de “favo de mel”, caracteristico do padrao tipo I
de Silversrone, definido como a dissolugao dos nucleos dos prismas de esmalte e preservagao
dos minerais nas regides periféricas (Silversrone et al., 1975).

Os resultados do presente estudo revelam que uma maior perda de microdureza
superficial do esmalte foi observada quando a pepsina estava associada ao modelo erosivo
(solu¢ao de HCI). Esses dados contrastam dos resultados de Faraoni et al. (2020) que nao
observaram diferenga estatisticamente significativa na perda de superficie entre HCl e HCI
associado a pepsina. As diferencas metodoldgicas entre os estudos, como o tipo de andlise
utilizada, podem explicar os resultados contrastantes. Enquanto Faraoni et al. (2020) avaliaram
a superficie do esmalte dentario por meio da perfilometria, nosso estudo empregou o ensaio de
microdureza, capaz de detectar mudancas mais sutis, o que indiretamente indica a perda mineral
da estrutura do esmalte, especialmente em casos de erosoes iniciais (Barbour & Rees, 2004;
Schlueter et al., 2011). Inicialmente, o processo erosivo envolve a dissolucdo do esmalte,
levando ao amolecimento da superficie devido ao enfraquecimento de sua estrutura (Barbour
& Rees, 2004). O aumento da perda de microdureza associada a exposi¢ao a pepsina simula
com maior precisdo a condi¢ao clinica do DRGE, onde o contetido gastrico alcanca, em
episodios frequentes, a cavidade oral. Estudos indicam que o DRGE pode levar a degradagao
mais severa do esmalte dental (Chakraborty & Anjankar, 2022; Ortiz et al., 2021).

Outra possivel explicacdo para essa discrepancia € a auséncia de formagao de pelicula
adquirida no protocolo experimental de Faraoni et al. (2020), pois sem a protecao do esmalte
por esta pelicula, ambas as solu¢des poderiam erodir a superficie dentaria de forma semelhante.

Em nosso estudo, a pepsina provavelmente intensificou a erosdo ao degradar a pelicula
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adquirida por meio de atividade proteolitica (Schlueter, Ganss, et al., 2012; Vukosavljevic et
al., 2014). Esse efeito foi particularmente evidente nas imagens de MEV dos grupos expostos
a HCl + Pepsina, onde a perda de microdureza foi mais pronunciada, além de perda da
organizagao cristalina.

A anadlise de difracdo de raios-X (DRX) permitiu o entendimento do comportamento
microestrutural dos cristais de hidroxiapatita (HAp), revelando mudangas na microestrutura
cristalina do esmalte apds os ciclos erosivos com HCI e HCl + Pepsina. Observou-se uma
redu¢do na intensidade dos picos da HAp nos planos (0 0 2) e (0 0 4) nos grupos expostos a
pepsina, sem indicios de recristalizacdo significativa de novas fases minerais. Esses resultados
sdo consistentes com os achados de Sabel et al. (2019), que relataram que as alteragdes nas
reflexdes dos difratogramas sdo atribuidas a acdo do acido, que promove o desgaste da
superficie do esmalte. Na analise qualitativa dos elementos da superficie do esmalte por EDS,
o grupo HCI+Pep/DW apresentou maiores perdas de célcio (Ca) e fosforo (P), comparado ao
grupo HCL/DW. Além disso, as imagens microscopicas de MEV revelaram areas de intensa
dissolugdo das estruturas prismaticas, caracteristico do padrdo tipo III de Silversrone,
relacionado a um padrao mais aleatdrio de dissolugdo, afetando tanto o nticleo quanto as regides
periféricas dos primas (Silversrone et al., 1975). Esses achados confirmam a influéncia da
pepsina na aceleragdo da degradacdo do esmalte dentario.

No presente estudo, embora o gel contendo particulas de S-PRG tenha preservado
determinadas areas do esmalte, conforme observado pelo MEV, ele nao impediu a perda de
microdureza sob as condi¢des experimentais aplicadas. Na analise qualitativa dos elementos da
superficie do esmalte por EDX, apesar da incorporacao de ions do gel de S-PRG, o gel bioativo
ndo conseguiu preservar ou atenuar as alteragdes nos niveis de Ca e P. Diversos estudos relatam
a eficacia S-PRG em contextos de desmineralizacdo dentaria, especialmente na prevencao de
caries (Amaechi et al., 2017, 2018; Itota et al., 2004; Kawasaki & Kambara, 2014), mas sua
aplicacdo para erosdo ainda ndo foi investigada. Este resultado difere de outros estudos que
investigaram o uso do S-PRG em modelos de carie (Amaechi et al., 2018; Yoshiyasu et al.,
2022), nos quais o material mostrou maior eficicia em proteger o esmalte contra a
desmineralizacao. Estudos anteriores demonstram que o S-PRG libera ions importantes como
fltor (Itota et al., 2004; Shimazu et al., 2011), aluminio, borato, estroncio, sodio e silicato

(Fujimoto et al., 2010), cada um com fung¢des especificas que, em conjunto, podem exibir um
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efeito sinérgico contra a desmineraliza¢do (Yoshiyasu et al., 2022). Amaechi et al. (2018)
observaram que a concentragdo de 5% em peso, equivalente a do PRG Pro-Care Gel® utilizada
neste estudo, aplicada duas vezes ao dia por 2 minutos, foi considerada ideal para cremes
dentais, sem diferencas significativas em relagdao a concentragdes mais altas (20% e 30% em
peso) na prevengdo de carie (Amaechi et al., 2018). Apesar dos diferentes desfechos, esses
resultados divergem dos encontrados neste estudo, em que, sob condi¢des erosivas severas, com
aplicacdo do gel uma vez ao dia por 2 minutos ao longo de 9 dias, o efeito preventivo do S-
PRG nao foi significativo. Essa discrepancia pode ser explicada pela agdo mais agressiva da
solugdo de acido cloridrico (pH = 2,0) utilizada neste estudo, em contraste com solu¢des menos
acidas empregadas em modelos cariogénicos, o que pode ter diminuido o efeito preventivo
desse produto. Além disso, um 4cido forte dissolve e remove a superficie mineral mais
rapidamente do que acidos mais fracos (Passos et al., 2018). Uma concentracao mais alta de S-
PRG pode oferecer melhor protecdo contra a erosdo induzida por acido; no entanto, sdo
necessarios mais estudos para determinar as formulagdes ideais para a prevencao da erosao.
Nos grupos tratados com o gel de S-PRG, observou-se uma redu¢ao na intensidade dos
picos da hidroxiapatita (HAp) apenas nos planos (0 0 2), com aumento da reflexdao nos demais
planos. Embora tenha ocorrido essa reducgdo, as intensidades de reflexdo nos grupos tratados
com S-PRG mostraram-se mais proximas as do esmalte higido. Além disso, no grupo
HCI/SPRG, novas fases cristalinas, como o OCP, foram detectadas. O OCP ¢ proposto como
precursor da apatita em varios processos de mineralizacdo bioldgica, incluindo a formagao do
osso e do esmalte dentario, devido a sua semelhanga com o HAp (Enax et al., 2024; Kovrlija et
al., 2021). Estudos demonstraram que o OCP pode se converter em HAp em condigdes
fisiologicas, facilitando a remineralizacdo do esmalte (Bodier-Houll¢ et al., 1998; Kovrlija et
al., 2021). Essa transformagao ocorre porque o OCP tem uma estrutura cristalina que promove
a nucleagdo e o crescimento de HAp (Bodier-Houll¢é et al., 1998), o que pode aumentar a
resisténcia ao desgaste erosivo. Embora este estudo ndo tenha avaliado diretamente a conversao
de OCP em HAp, pesquisas anteriores sugerem que esse processo pode ocorrer (Enax et al.,
2024; Kovrlija et al., 2021). Essas descobertas apoiam a hipotese de que o tratamento com gel
de S-PRG pode contribuir para a preservacao do esmalte ao promover a precipitacao de OCP.
Entretanto, no grupo HCI + Pep/SPRG, ndo foram detectadas fases cristalinas de OCP,

sugerindo que a pepsina pode afetar negativamente a eficacia do tratamento. Essa observagao
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estd alinhada com os achados de Schlueter et al. (2007) e pode ser atribuida a degradacao
proteolitica da pepsina da pelicula adquirida, uma camada protetora que serve como
reservatorio de ions para a remineralizacdo (Fischer & Aparicio, 2021; Vukosavljevic et al.,
2014). Esses resultados diferem dos observados no estudo de Suge & Matsuo (2020), no qual
nenhuma alterag@o na cristalinidade dos cristais de HAp foi detectada. Embora a metodologia
desse estudo ndo seja totalmente detalhada, é possivel que as discrepancias nos resultados
estejam associadas a condigdes experimentais ndo descritas, como o tipo de modelo erosivo
utilizado e a formagdo da pelicula adquirida. Em geral, este estudo reforca a influéncia da
pepsina na degradagdo da pelicula adquirida e destacando as limitagdes do gel bioativo em
termos de preserva¢do microquimica.

Esse estudo in vitro permitiu uma avalia¢ao controlada dos efeitos da pepsina e do gel
S-PRG; no entanto, ele nao leva em conta fatores clinicos criticos, como as for¢cas mecanicas
da escovagdo e da mastigacdo, a influéncia dos biofilmes orais e os aspectos comportamentais.
Futuras investigagdes devem explorar diferentes concentragdes e tempos de exposi¢do ao S-
PRG ou sua combinagdo com outros agentes antierosivos para aprimorar a prote¢ao contra a
erosao dentaria. Além disso, estratégias para aumentar a resisténcia da pelicula adquirida frente
a enzimas proteoliticas e métodos para regular a atividade da pepsina em pacientes com DRGE
devem ser investigados para melhorar a protecdo dental em individuos mais suscetiveis a

€rosao.

5 CONCLUSAO

Com base nas limitagdes deste estudo in vitro, conclui-se que ciclos erosivos associados
a pepsina promovem maior diminui¢do da microdureza superficial do esmalte, maior
degradacdo da morfologia superficial, alteragdes na microestrutura dos cristais de hidroxiapatita
e diminuicao das concentragdes de calcio e fosforo. A pepsina atua de forma sinérgica com o
acido cloridrico aumentando a perda de microdureza superficial por erosdo e interfere na agao
de agentes protetores. Além disso, apesar de a aplicagdo diaria de um gel contendo particulas
de S-PRG ter promovido a formagdo do OCP, verificado por DRX, e preservado areas do
esmalte, verificadas por MEV/EDS, o S-PRG nao foi capaz de prevenir a perda da microdureza

superficial do esmalte em condic¢des erosivas severas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A erosdo dentaria ¢ uma condi¢do cada vez mais prevalente, especialmente devido ao
aumento de pacientes com Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) e a dieta moderna.
Estudos como este, que investigam os efeitos das enzimas presentes no suco gastrico sobre a
superficie do esmalte dentario e os tratamentos potenciais para essa condi¢ao, sdo essenciais
para orientar cirurgides-dentistas na escolha das abordagens terapéuticas mais eficazes para
prevenir e tratar a erosdo dentaria.

Os resultados deste estudo revelam que a presenga da pepsina em ciclos erosivos causa
um impacto negativo significativo no esmalte dentario, levando a perda de microdureza
superficial, degradagao da morfologia da superficie e alteragdes na microestrutura dos cristais
de hidroxiapatita. Além disso, observa-se uma redu¢do nas concentragdes de calcio e fosforo,
elementos essenciais para a integridade do esmalte. A pepsina, ao atuar em conjunto com o
acido cloridrico, intensifica a erosdo do esmalte, acelerando a perda de microdureza superficial.
Embora o uso diario de um gel contendo particulas de S-PRG tenha favorecido a incorporagao
de elementos bioativos a superficie do esmalte e favorecido a formagao do OCP, os resultados
ndo indicam uma protecdo eficaz contra a perda de microdureza, especialmente quando
comparados ao grupo controle, sugerindo que o gel ndo preveniu a erosao dentaria em
condicdes severas.

Futuros estudos in situ ou in vivo sdo essenciais para entender melhor a interagdo entre
pepsina e esmalte, além de avaliar a eficacia de outras concentragdes do S-PRG em condi¢des
orais dinamicas. Além disso, investigar o uso de novos biomateriais dentarios, bem como meios
para fortalecer a pelicula adquirida pode contribuir para a prote¢ao contra a erosao dentaria,

especialmente em pacientes com DRGE.
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