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RESUMO 

O aumento da erosão dentária em pacientes com Doença do Refluxo Gastroesofágico (DRGE) 
ressalta a importância de investigar o papel das enzimas presentes no ácido gástrico na 
degradação da superfície dental. O objetivo deste estudo é avaliar, in vitro, a influência da 
pepsina na erosão do esmalte com película adquirida e o efeito protetor do gel contendo 
partículas de ionômero de vidro pré-reagido (S-PRG). Amostras de esmalte dentário bovino 
foram confeccionadas (6 x 6 x 2 mm) e padronizadas por meio da mensuração da microdureza 
superficial do esmalte (SHbaseline). As amostras foram randomizadas e alocadas em dois 
grupos experimentais (n = 24): HCl (exposição modelo erosivo de ácido clorídrico, pH 2,0) e 
HCl+Pep (exposição ao modelo erosivo associado à pepsina, pH 2,0). Para verificar a influência 
dos tratamentos sob estas condições experimentais, cada grupo foi subdividido de acordo com 
os tratamentos: SPRG [imersão em gel bioativo S-PRG; pH 6,4; proporção 1:1 (PRG Pro-Care 
Gel, Shofu)] e DW (água deionizada – controle, pH 6,4). Para simular a película adquirida, foi 
coletada saliva de um voluntário saudável, centrifugada e utilizada para a imersão diária das 
amostras antes dos desafios erosivos (2h, pH 7,1). O modelo de ciclagem erosiva foi realizado 
por um período de 9 dias e incluiu imersões diárias das amostras na solução erosiva ácida de 
HCl (6 x 5min), intercaladas com saliva artificial (6 x 2h). Para os tratamentos, cada amostra 
foi imersa em 2 ml da solução correspondente por 2 min e todos os procedimentos foram 
realizados sob agitação a 100 rpm e a 37 °C. Após os 9 dias experimentais, foi medida a 
microdureza (SHfinal) e calculada a perda de dureza superficial (%SHL). Para a caracterização 
das superfícies, foram realizadas análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e 
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS) para avaliar a morfologia e 
composição microquímica do esmalte e do gel bioativo contendo partículas de S-PRG. Difração 
de Raios X (DRX) foi realizada para observar alterações nos cristais de hidroxiapatita dos 
blocos tratados. A análise estatística dos dados de %SHL utilizou ANOVA one-way seguida de 
teste pos-hoc de Tukey (p < 0,05), com nível de significância de 5%, enquanto os dados 
morfológicos e microquímicos foram interpretados descritivamente. Verificou-se que o grupo 
HCl+Pep promoveu maior %SHL (p < 0,001) do que o grupo HCl, e a exposição preventiva ao 
gel contendo partículas de S-PRG não alterou significativamente a %SHL (p > 0,05). Imagens 
de MEV exibiram intensas perdas minerais nas regiões interprismáticas do esmalte no grupo 
HCl+Pep/DW. HCl/SPRG exibiu nichos com menor degradação estrutural. A análise de DRX 
revelou alterações na microestrutura dos cristais de hidroxiapatita, sem recristalização 
significativa, e detecções de novas fases cristalinas, como o fosfato octacálcico (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 dentário, promovendo degradação 
morfológica da superfície, alterações na microestrutura dos cristais de hidroxiapatita, e redução 
nas concentrações de cálcio e fósforo. Além disso, embora o gel contendo partículas de S-PRG 
tenha auxiliado na formação do OCP, precursor da hidroxiapatita, este não foi capaz de impedir 
a perda de microdureza superficial do esmalte. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais; Erosão Dentária; Esmalte Dentário; Pepsina; Prevenção 
e Controle; Refluxo Gastroesofágico. 

  



 
 

 
 

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): HCl (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 HCl 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 HCl 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. HCl/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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INTRODUÇÃO 

A erosão dental, definida como perda química de substância mineralizada do dente 

causada pela exposição a ácidos não derivados de bactérias orais (Schlueter et al., 2020), é um 

fenômeno multifatorial que resulta na perda progressiva e irreversível da estrutura dental (Né 

et al., 2022). A exposição contínua a ácidos pode intensificar esse desgaste, seja por fatores 

extrínsecos, como a dieta e o ambiente, ou intrínsecos, como a Doença do Refluxo 

Gastroesofágico (DRGE) (Chakraborty; Anjankar, 2022).  

A relação entre o refluxo gastroesofágico e a saúde bucal tem sido cada vez mais 

evidenciada em pesquisas recentes. A DRGE, caracterizada pelo refluxo anormal de conteúdo 

gástrico ácido para o esôfago, é uma condição cada afeta milhões de pessoas em todo o mundo 

(Nirwan et al., 2020) e de significativa relevância clínica (Zhang et al., 2022). O contato do 

suco gástrico – composto por ácido clorídrico e pepsina – com os tecidos bucais eleva o risco 

de erosão dental em pacientes acometidos (Faraoni et al., 2020; Li et al., 2022), uma vez que a 

acidez gástrica 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 estágios moderados, a frequência 

de refluxos pode chegar a mais de 6 episódios por dia (Schlueter et al., 2010). 

A prevalência de erosão dental em pacientes com Doença do Refluxo Gastroesofágico 

(DRGE) é elevada, atingindo até 98,1% em adultos (Ortiz et al., 2021) e 52% em crianças 

(Lechien et al., 2020), com indivíduos com DRGE apresentando 3,3 vezes mais risco de 

desenvolver erosão dental (Picos; Badea; Dumitrascu, 2018). No entanto, nem todos os 

pacientes com DRGE desenvolvem essa condição (Chatzidimitriou et al., 2023), sugerindo a 

influência de fatores adicionais como baixo pH oral, redução do fluxo salivar e alterações nos 

componentes salivares (Di Fede et al., 2008; Lechien et al., 2020). A saliva desempenha um 

papel crucial na proteção dos dentes, sendo rica em minerais como cálcio, fosfato e flúor, que 

promovem a remineralização dental e neutralizam ácidos (Carvalho; Baumann; Lussi, 2016; 

Hellwig; Lussi; Goetz, 2013). Além disso, as proteínas salivares formam a película adquirida 

do esmalte (PAE), criando uma barreira protetora contra a ação ácida (Carvalho et al., 2020). 

Contudo, a capacidade protetora da saliva e da PAE é limitada pela permeabilidade a íons e 

pela ação de enzimas proteolíticas (Aljulayfi et al., 2022), indicando que o complexo 
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proteômico da saliva e da PAE influencia significativamente a proteção contra a erosão dentária 

em pacientes com DRGE (Carvalho et al., 2020). 

Apesar dessas associações, pouco se sabe sobre o efeito direto da pepsina no esmalte 

dentário e seu papel nos estágios iniciais do processo erosivo. A pepsina, uma enzima 

proteolítica presente apenas no suco gástrico, tem sido identificada como um potencial 

biomarcador de DRGE quando detectada em áreas como garganta e boca (Wang et al., 2020; 

Yadlapati et al., 2021). Entretanto, até o momento, a maioria dos estudos investigaram apenas 

os efeitos dessa enzima nos tecido dentinários (Moda et al., 2019; Schlueter et al., 2010, 2012a, 

2012b). No esmalte, há uma leve evidência sugerindo a influência da pepsina no esmalte dental 

(Faraoni et al., 2020). No entanto, foi utilizada apenas o teste de perfilometria, que é 

considerado menos adequado para a avaliação de lesões erosivas iniciais (Schlueter et al., 

2011). Dada a crescente prevalência de erosão dentária e os possíveis efeitos da pepsina nesse 

processo, é fundamental esclarecer o papel dessa enzima nas fases iniciais da degradação dental. 

Nesse cenário, o uso de biomateriais, especialmente aqueles empregados na prevenção 

de desgaste e/ou reposição do conteúdo mineral do substrato dental, tem ganhado grande ênfase 

(Iftikhar et al., 2021). Tais materiais incluem, entre outros, o fosfopeptídeo de caseína-fosfato 

de cálcio amorfo (CPP-ACP) (Alexandria et al., 2020), os biovidros (BAGs) (Dionysopoulos, 

2024), nano-hidroxiapatita (Dionysopoulos et al., 2019) e tetrafluoreto de titânio (TiF4) 

(Vertuan et al., 2024). Essas substâncias atuam modificando as superfícies dentais por meio da 

formação de novos minerais, reduzindo a solubilidade dos cristais de hidroxiapatita frente a 

ataques ácidos e/ou favorecendo a formação de camadas protetoras na superfície do esmalte. 

 Além destes materiais, tem sido introduzido no comércio materiais preventivos e 

restauradores que possuem em sua composição partículas de ionômero de vidro pré-reagido (S-

PRG), resultado da reação do ácido-base entre o vidro de flúor-boro-alumino-silicato e o ácido 

poliacrílico (Fujimoto et al., 2010). Estes materiais que apresentam a tecnologia GIOMER 

foram apresentados como potencialmente capazes de contribuir com a redução da 

desmineralização, provocada pela nucleação da apatita e pela melhoria da resistência ácida 

(Spinola et al., 2020; Yoshiyasu et al., 2022). A incorporação das partículas de S-PRG visa 

conferir características bioativas ao material pois estes são capazes de liberar seis tipos de íons 

como F-, Na+, Sr2+, Al3+, BO3
3-, SiO3

2- (Fujimoto et al., 2010; Yoshiyasu et al., 2022). Quando 
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em contato com fluídos biológicos, esses íons contribuem para a remineralização e 

neutralização de ácidos na cavidade oral (Murayama et al., 2018). 

Diversos estudos evidenciam o efeito das partículas de ionômero de vidro pré-reagido 

(S-PRG)  contra desmineralização causada pela cárie (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 partículas de S-PRG contra erosão 

dentária merece investigações. Estas partículas têm sido incorporadas em diversos materiais 

preventivos e restauradores, como o PRG Pro-Care Gel® (SHOFU), um gel bioativo com 

tecnologia Giomer, baseada nas partículas S-PRG (5% em peso de preenchimento). Este 

material foi desenvolvido e comercializado com a apresentação na forma de pasta/gel indicada 

para, entre outras finalidades, profilaxia dentária, ao redor de brackets ortodônticos, gengivite, 

desgaste dentário erosivo e para paciente com alto risco de cárie. No entanto, pesquisas sobre 

este produto ainda são escassas. 

Assim, este estudo in vitro teve como objetivo investigar a influência da pepsina na 

erosão do esmalte dentário, bem como avaliar o efeito de um gel contendo partículas de S-PRG 

na prevenção da erosão dentária. As hipóteses nulas levantadas são: (I) não há influência da 

pepsina na perda de microdureza superficial do esmalte dentário com película adquirida em 

meio a ciclos erosivos, (II) não há diferença na microdureza superficial do esmalte dentário 

tratado com gel contendo partículas de S-PRG exposto a ciclos erosivos associados ou não a 

pepsina. 
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RESUMO 

 
Objetivo: Avaliar, in vitro, o impacto da pepsina na erosão do esmalte na presença de película 
adquirida e o efeito protetor de um gel contendo partículas de ionômero de vidro pré-reagido 
(S-PRG), por meio da avaliação de perda de microdureza superficial. 

Desenho: Blocos de esmalte dentário bovino foram preparados, padronizados e randomizados 
em dois grupos experimentais (n = 24/grupo): HCl –modelo erosivo apenas com HCl, e 
HCl+Pep – modelo erosivo associado a pepsina. Cada grupo foi subdividido em dois pré-
tratamentos (n = 12/grupo): SPRG (exposição ao gel bioativo S-PRG) e DW (imersão em água 
deionizada, controle). Preliminarmente, a microdureza inicial foi mensurada. Após 
padronização, as amostras foram imersas em saliva humana para formação da película adquirida 
e expostas ao modelo erosivo por 9 dias. Perda de dureza superficial (%SHL), alterações 
morfológicas e de composição mineral (microscopia eletrônica de varredura 
[MEV]/espectroscopia de raios X por dispersão de energia) e características cristalinas 
(difração de raios X [XRD]) foram analisadas.  A análise estatística foi realizada usando 
ANOVA one-way (p < 0,05). 

Resultados: O grupo HCl+Pep apresentou %SHL significativamente maior do que o grupo 
apenas com HCl ( p < 0,001). O pré-tratamento com gel de S-PRG não reduziu a %SHL do 
esmalte (p > 0,05). As imagens de MEV exibiram intensas perdas minerais nas regiões 
interprismáticas no grupo HCl+Pep/DW, enquanto o grupo HCl/SPRG exibiu nichos com 
menor degradação. A análise de DRX revelou alterações na microestrutura da hidroxiapatita 
(HAp), com a formação de fases cristalinas do fosfato octacálcico (OCP), no grupo HCl/SPRG. 

Conclusão: A presença da pepsina potencializa a erosão no esmalte, aumentando a %SHL e 
alterando a morfologia e padrão dos cristais de HAp. Apesar do pré-tratamento com o gel S-
PRG não ter prevenido a %SHL, este facilitou a formação de novas fases cristalinas, levando à 
redução da degradação do esmalte. 

Palavras-chave: Biomateriais; Esmalte Dentário; Refluxo Gastroesofágico; Pepsina; 
Prevenção e Controle; Erosão Dentária. 

DESTAQUES 

• A pepsina aumenta significativamente a perda de microdureza superficial do esmalte. 
• Em condições erosivas, o gel S-PRG promove a formação de OCP no esmalte. 
• Controlar a atividade da pepsina pode ser uma estratégia crucial para mitigar a erosão 

clínica do esmalte. 
 

SIGNIFICÂNCIA CLÍNICA: A pepsina agrava a erosão do esmalte, intensificando a perda 

mineral, apesar da película adquirida. Embora não impeça a perda de dureza, materiais bioativos 

estão emergindo como uma estratégia de suporte promissora, minimizando a degradação da 

superfície por meio de possível modificação da estrutura cristalina, particularmente em 

condições de erosão relacionadas ao refluxo gastroesofágico.  
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1 INTRODUÇÃO 

Os distúrbios gastroesofágicos e a presença de pepsina na cavidade oral têm sido 

amplamente associados à erosão dentária, uma condição não-cariosa e multifatorial relacionada 

a perda de estrutura dental (Chatzidimitriou et al., 2023). A erosão dentária pode ocorrer em 

resultado da ação de ácidos extrínsecos (dieta e fatores comportamentais) (Kanzow et al., 2016) 

e/ou de ácidos intrínsecos, como aqueles provenientes do refluxo gastroesofágico (RGE), uma 

condição associada à Doença do Refluxo Gastroesofágico (DRGE) (Ranjitkar et al., 2012). Este 

distúrbio afeta milhões de pessoas em todo o mundo (Nirwan et al., 2020), e evidências 

epidemiológicas demonstram uma prevalência elevada de erosão dentária entre pacientes com 

DRGE, chegando a 98,1% em adultos (Ortiz et al., 2021) e 52% em crianças (Lechien et al., 

2020). Clinicamente, tem sido observado que pacientes com DRGE, tem uma probabilidade 3,3 

vezes maior de desenvolver erosão dentária em comparação àqueles sem a doença (Picos et al., 

2018). 

Além do efeito do ácido gástrico, a pepsina, uma enzima proteolítica presente no suco 

gástrico, tem sido identificada como um potencial biomarcador de DRGE quando detectada em 

áreas como garganta e boca (Wang et al., 2020; Yadlapati et al., 2021). Achados recentes 

indicaram que pacientes com DRGE e erosão dentária possuíam níveis significativamente mais 

altos de pepsina salivar do que indivíduos saudáveis (Rajab & Zaidan, 2023). Contudo, poucos 

são os estudos a respeito do impacto direto da pepsina no esmalte, ou seja, no processo inicial 

da erosão dentária. Até o momento, uma discreta evidência demonstra indício da influência da 

pepsina no esmalte dental (Faraoni et al., 2020). No entanto, apenas avaliações de perfilometria 

foram realizadas, um teste menos indicado para avaliar lesões erosivas iniciais (precoce) 

(Schlueter et al., 2011). Dada a crescente prevalência de erosão dentária e os potenciais efeitos 

erosivos da pepsina, é essencial que estudos elucidem a influência dessa enzima dentro da 

dinâmica erosiva nas fases iniciais do desgaste dentário. 

Como a perda de tecido duro causada pela erosão dentária é irreversível e seu tratamento 

pode ser complexo, medidas preventivas devem ser tomadas nos estágios iniciais da doença 

(Chawhuaveang et al., 2024). Nesse contexto, o uso de biomateriais, especialmente aqueles  

empregados na prevenção e reposição do conteúdo mineral (cálcio e fosfato) perdido pelo 

desgaste dentário erosivo, como o fosfopeptídeo de caseína-fosfato de cálcio amorfo (CPP-
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ACP) e os biovidros (BAGs), vêm ganhando grande ênfase (Iftikhar et al., 2021; Yoshiyasu et 

al., 2022).  

Com o avanço nas pesquisas de materiais bioativos, têm sido introduzidos no comércio  

materiais odontológicos preventivos e restauradores que apresentam a tecnologia GIOMER, ou 

seja, possuem em sua composição partículas de ionômero de vidro pré-reagido (S-PRG), 

resultado da reação do ácido-base entre o vidro de flúor-boro-alumino-silicato e o ácido 

poliacrílico (Fujimoto et al., 2010). Estudos indicam que os materiais com estas partículas 

podem reduzir a desmineralização dental, promovendo a nucleação da apatita, além de 

apresentar propriedades de tamponamento e melhoria da resistência do substrato dental à ação 

de ácidos (Fujimoto et al., 2010; Saku et al., 2010; Yoshiyasu et al., 2022). O modo de ação 

destes materiais consiste na liberação de seis tipos de íons como F-, Na+, Sr2+, Al3+, BO3
3-, SiO3

2- 

(Fujimoto et al., 2010; Ikemura et al., 2003; Inoue et al., 2022; Saku et al., 2010; Yoshiyasu et 

al., 2022). Quando em contato com fluídos biológicos, estas partículas iniciam a formação de 

uma camada de hidroxicarbonato apatita e a liberação dos íons para a estrutura dentária e o 

ambiente oral, promovendo remineralização e auxiliando na redução do pH oral (Murayama et 

al., 2018). Embora estudos evidenciem seu efeito contra desmineralização, especialmente a 

causada pela cárie (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 partículas 

de S-PRG contra erosão dentária ainda não foi bem elucidado. Assim, a influência do uso de 

produtos preventivos, tais como o gel PRG Pro-Care Gel® (SHOFU), contendo 5 wt% de 

partículas S-PRG, merece investigações.  

Diante da escassez de estudos sobre a interação entre o esmalte dentário e a ação de 

ácidos associados à pepsina, bem como os efeitos das partículas de S-PRG na erosão dentária, 

faz-se necessário compreender os efeitos físico-químicos envolvidos neste processo. Portanto, 

este estudo in vitro teve como objetivo investigar a influência da pepsina na erosão do esmalte 

dentário com película adquirida, bem como avaliar o efeito de um gel contendo partículas de 

S-PRG na prevenção da erosão dentária. As hipóteses nulas levantadas são: (I) a pepsina 

associada ao ácido intrínseco durante ciclos erosivos não influência na perda de microdureza 

superficial do esmalte dentário com película adquirida, (II) o gel contendo partículas de S-PRG 

não protege a perda de microdureza superficial do esmalte exposto a ciclos erosivos associados 

ou não a pepsina. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

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 alterações na morfologia, no 

conteúdo mineral e na estrutura dos cristais de hidroxiapatita do esmalte dental, após exposição 

a desafios erosivos associados à pepsina. Aliado a isto, a influência do gel bioativo contendo 

partículas de S-PRG também foi investigado. O estudo seguiu um delineamento fatorial 2 x 2, 

com os seguintes fatores experimentais: modelo erosivo (HCl e HCl associado a pepsina) e 2 

níveis [tratamento preventivo (S-PRG) e água deionizada (controle)] (Fig. 1). A variável 

resposta foi a perda de microdureza superficial (%SHL), calculada a partir mensuração da 

microdureza antes e após a exposição aos desafios erosivos e tratamentos, gerando o resultado 

primário do estudo. 

 As características morfológicas, microquímicas e cristalográficas da superfície do 

esmalte dental foram avaliadas antes e após os desafios erosivos.  

Fig. 1 – Desenho esquemático do preparo, ciclo diário e realização dos testes. 
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2.2 Cálculo Amostral  

O cálculo do tamanho da amostra foi realizado no software R (versão 4.3.3, R 

Foundation for Statistical Computing, Viena, Áustria). Como não existem estudos prévios sobre 

a influência da pepsina na perda de microdureza superficial do esmalte dental, adotamos, com 

base em nosso estudo piloto, o teste ANOVA com tamanho de efeito (η2) de 0,6, nível de 

significância de 0,05, poder estatístico de 0,8 e uma taxa de perda de 20%. 

O tamanho total da amostra calculado foi de 48 blocos, distribuídos em 4 grupos 

experimentais (n = 12), a fim de garantir um poder estatístico adequado para a análise 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 cáries e 

trincas estes foram desinfectados e armazenados em água deionizada. Os blocos foram 

seccionados (6 x 6 x 2 mm) a partir do terço médio da superfície vestibular da coroa, utilizando 

disco diamantado (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) em uma máquina de corte resfriada (Isomet, 

Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Cada bloco foi lixado sequencialmente com folhas de óxido de 

alumínio de granulações 800, 1200, 2500 e 4000 acoplados em uma politriz metalográfica 

(AROPOL, Arotec S.A. Indústria e  Comércio, Brasil). As amostras foram polidas também na 

politriz com disco de feltro e suspensão diamantada de 9 μm, 6 μm (MetaDi™ Supreme 

Polycrystalline Diamond Suspension, Buehler, Illinois, EUA) e suspensão de sílica básica de 

0.06 µm (MasterMet™2 Non-Crystallizing Colloidal Silica Polishing Suspension, Buehler, 

Illinois, EUA). As amostras foram lavadas em uma cuba ultrassônica (Banho Ultrassom 03350, 

Quimis®, São Paulo, Brasil) e armazenadas em água deionizada, sob refrigeração até o início 

do experimento. 

Para padronização e alocação das amostras, foi realizada a mensuração da microdureza 

superficial inicial (SHbaseline) do esmalte dental preparado. Os valores de SHbaseline foram 

determinados a partir da média de três endentações com 100 μm de distância entre elas, 

utilizando um indentador Knoop com carga de 50g por 5s (Fernández et al., 2022) 

(Microdurômetro HMV-G20, Shimadzu Corporation, Tóquio, Japão). Blocos de esmalte 

apresentando uma microdureza média de 274,2 ± 0,2 kg/mm2 foram selecionados e alocados. 
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A partir da obtenção da SHbaseline, um total de 48 blocos de esmalte foram alocados 

randomicamente nos grupos experimentais usando uma lista gerada no software R (versão 

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

2.2 Coleta da saliva e Formação da Película Adquirida 

Para utilização de saliva humana, este estudo foi submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisa local e aprovado sob parecer nº 6.480.083. Diariamente, durante 9 dias, foram 

coletados 72 ml de saliva de um voluntário jovem adulto saudável, sem diagnóstico de DRGE, 

lesões cariosas ativas, erosão ou disfunção salivar. O voluntário foi orientado a não fumar, 

comer, beber ou escovar os dentes com dentifrícios fluoretados há pelo menos 8 horas antes da 

coleta (Hellwig et al., 2013; Passos et al., 2018). A saliva foi estimulada pela mastigação de 

pedaços 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 fluído claro sobrenadante coletado. O pH da saliva 

foi então 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 início dos desafios erosivos, sob agitação de 200 rpm e 

temperatura de 37 ºC, 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 – exposição ao modelo erosivo de HCl, e HCl+Pep – 

exposição modelo erosivo associado a pepsina. Para cada condição experimental, estes foram 

divididos em 2 subgrupos de acordo com o tratamento (n = 12 cada): SPRG (imersão em uma 

solução 1:1 de gel bioativo PRG Pro-Care Gel® (SHOFU Brasil, São Paulo, Brasil) e DW 

(imersão em água deionizada - controle negativo). Cada amostra foi imersa em 2 ml de cada 

solução correspondente, respeitando o ciclo experimental diário (Fig. 2). As áreas 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 formação da película adquirida (Passos et al., 2018; Schlueter 

et al., 2010) e enxaguados por 30s em água deionizada para remoção do excesso de saliva. 

Para simular o desgaste erosivo, foi empregado um modelo de ciclagem erosiva por 9 

dias. Os ciclos diários consistiram em seis imersões consecutivas de 5 minutos em solução 

ácida, intercaladas com saliva artificial (1,5 mM Ca; 0,9 mM PO4; 150 mM KCl e 100 mM 

tampão TRIS; pH 7,4) por 2 horas (Moda et al., 2019; Passos et al., 2018; Schlueter et al., 2010) 

(Tabela 1).  

No grupo HCl, as amostras foram expostas exclusivamente a uma solução de ácido 

clorídrico (0,5g de NaCl para cada 100 ml de água destilada, ajustada para pH 2,0 com HCl 

0.01 M) (Tabela 1). Já no grupo HCl+Pep, utilizou-se a mesma solução de HCl, com a adição 

de pepsina (750 μg/ml; P-6887, pepsina da mucosa gástrica suína, 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 água 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 soluções foram renovadas diariamente 

e todos os procedimentos foram realizados sob agitação 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 solução aquosa do gel bioativo (pH = 6,4), composta em proporção 1:1 de 

água deionizada e do gel PRG Pro-Care Gel® (sílica hidratada, 5% em peso de partículas de S-

PRG, glicerol, carboximetilcelulose sódica, sorbitol, dodecil sulfato de sódio, aroma de menta) 

(Asano et al., 2014; Imazato et al., 2023; Ito et al., 2011). Este protocolo de imersão foi utilizado 

para isolar e avaliar os efeitos iônicos dos materiais no esmalte, excluindo intencionalmente a 

abrasão por escovação para evitar interferências do desgaste mecânico (Jiemkim et al., 2023). 
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No subgrupo DW (controle), as amostras foram imersas em água deionizada durante o 

mesmo período, sem aplicação de qualquer outra substância bioativa.  

 

Fig. 2 – Esquema do ciclo experimental diário. 

2.4 Avaliação da Perda de Microdureza Superficial 

Após os nove dias experimentais, foram realizadas novas mensurações da microdureza 

superficial (SHfinal) do esmalte dental, respeitando as mesmas especificações descritas 

previamente. A porcentagem de perda de microdureza superficial (%SHL) foi determinada 

utilizando a fórmula matemática descrita na literatura (Chawhuaveang et al., 2024; Fernández 

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

%SHL = (SHbaseline – SHfinal) / SHbaseline × 100. 

2.5 Avaliação morfológica e composição microquímica superficial do esmalte e do gel 

bioativo 

Micrografias da superfície do esmalte e do gel contendo partículas de S-PRG foram 

obtidas. Três blocos de esmalte de cada grupo experimental foram selecionados aleatoriamente 

e montados em stubs de alumínio, com auxílio de fita adesiva de carbono (Koch, Instrum Cient, 

São Paulo - SP, BR), para avaliação qualitativa da morfologia da superfície, utilizando um 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) de bancada, em baixo vácuo (Hitachi TM 3030, 

Enxágue com água deionizada – 30 s 

Tratamento preventivo (SPRG ou DW) – 2 min 

Desafio erosivo (HCl ou HCl+Pep) – 5 min 

Imersão em saliva artificial – 2 h 

Formação da película adquirida (Saliva Humana) – 2 h 

Imersão em saliva artificial (Durante a noite) – ≈ 11 h 

Ciclo diário 

37ºC 
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Japão). A captação das imagens foi realizada por meio de um software específico acoplado ao 

MEV, permitindo a obtenção das fotomicrografias com aumento na ampliação de x1200.  

Para a avaliação do gel contendo partículas 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 alumínio. Em seguida, utilizou-se ar comprimido para remover eventuais partículas 

soltas que pudessem contaminar a câmara do microscópio. Fotomicrografias do gel foram 

capturadas com ampliações de x1000. 

A avaliação microquímica do S-PRG gel e da superfície 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 Avaliação por difração de raio-X (DRX) 

Dois blocos de esmalte de cada grupo foram aleatoriamente selecionados para avaliação 

das características dos cristais de hidroxiapatita, antes e após o tratamento experimental. As 

alterações na estrutura dos policristais minerais nas superfícies dos blocos foram analisadas por 

difração de raios X (DRX) em policristais, usando um difratômetro (D8 Advance, Bruker AXS, 

Karlsruhe, Alemanha) com radiação CuKa (40kV, 40mA, λ=1.5406Å) e um detector linear 

LynxEye (Cardoso et al., 2022). Os dados foram coletados em um intervalo 2θ de 20–60°, em 

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

2.7 Análise Estatística 

Todos os dados foram inicialmente avaliados quanto à normalidade pelo teste de 

Shapiro-Wilk e à homogeneidade de variâncias por meio do teste de Levene. Para os dados de 

%SHL, utilizou-se o teste paramétrico de análise de variância (ANOVA) one way, seguido de 

teste pos-hoc de Tukey. A análise de difração de raios X (DRX) e a avaliação morfológica e 

microquímica da superfície por MEV/EDS foram realizadas de forma qualitativa. As análises 

estatísticas foram realizadas no software SPSS Statistics 23.0 (IBM Corp, Chicago, IL, EUA), 

com um nível de significância de 5%. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Porcentagem de perda de microdureza superficial (%SHL) 

A média ± desvio padrão da %SHL do esmalte, nos diferentes grupos experimentais está 

representada na Figura 3. A média de microdureza inicial do esmalte foi padronizada em 274,2 

± 0,2 kg/mm2, para todos os grupos experimentais. 

A análise comparativa revela que o modelo erosivo com pepsina, independente do 

tratamento realizado (HCl+Pep/DW e HCl+Pep/SPRG) promoveu uma perda de microdureza 

superficial significativamente maior do que os grupos expostos apenas a HCl (p < 0,001). 

Já o tratamento com gel bioativo (SPRG) não promoveu alteração significativa quando 

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

3). 

 

Fig. 3 – Análise comparativa da porcentagem de perda de microdureza superficial entre os 

grupos experimentais. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas significantes 

entre os grupos (p < 0,05). 
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3.2 Morfologia superficial e composição microquímica (Análises de MEV/EDS) 

A morfologia superficial e a composição elementar analisadas por MEV/EDS na 

superfície do esmalte antes (Fig. 4) e após o tratamento (Fig. 6) revelaram diferenças estruturais 

significativas. Inicialmente, as superfícies de esmalte apresentavam uma estrutura lisa e 

homogênea, conforme mostrado na Figura 4, com espectros de EDS exibindo picos 

característicos de elementos de hidroxiapatita. 

Fig. 4 – Imagens representativas de MEV da morfologia da superfície do esmalte hígido com 

análise microquímica por EDX. 

 

A análise da microestrutura do gel (Fig. 5) contendo S-PRG demonstraram partículas 

tridimensionais irregulares com formatos e tamanhos variados (< 1 µm e > 10 µm). A respectiva 

análise de composição química por EDS, demonstrou que o gel apresentou altas concentrações 

de oxigênio, carbono e silício, com menores concentrações de boro, sódio, alumínio, flúor e 

estrôncio, conforme previamente indicado pelo fabricante. 
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Fig. 5 – Imagens representativas de MEV da morfologia da superfície do gel contendo 

partículas de S-PRG com análise microquímica por EDX. 

 

As imagens de MEV do esmalte dentário exposto ao modelo erosivo por 9 dias (Fig. 6), 

demonstraram padrão de dissolução dos prismas de esmalte característico a aparência de “favo 

de mel” (Liu et al., 2024). Os grupos HCl/DW, HCl+Pep/DW e HCl+Pep/SPRG tiveram maior 

desgaste erosivo nas regiões interprismáticas do esmalte (Fig. 6A, 6B e 6D), enquanto o grupo 

HCl/SPRG exibiu maiores áreas de preservação dos prismas de esmalte (Fig. 6C). Além disso, 

HCl+Pep/DW apresentou uma maior extensão de degradação das estruturas prismáticas, 

resultando em áreas de esmalte sem organização típica dos primas de hidroxiapatita (Fig. 6B). 

A análise por EDS revelou um padrão consistente nos teores de cálcio e fósforo entre 

todos os grupos experimentais. Nos grupos tratados com o gel contendo S-PRG, observou-se a 

incorporação de elementos químicos nos blocos de esmalte, dispostos em ordem decrescente 

de quantidade: oxigênio, cálcio, fósforo e carbono em concentrações significativas, seguidos 

por flúor, alumínio e sódio em menores concentrações. 
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Fig. 6 – Imagens representativas de MEV da morfologia da superfície (1.200×) e análise 

elementar por EDX dos grupos experimentais: (A) HCl/DW, (B) HCl + Pep/DW, (C) 

HCl/SPRG e (D) HCl + Pep/SPRG. As setas (➞) indicam áreas de esmalte sem organização 

cristalina regular. Estrelas (★) destacam áreas mais preservadas. 
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3.3 Análise por Difração de Raios-X 

Na análise de DRX do esmalte do dente (Fig. 7A), observam-se a presença apenas dos 

picos característicos da hidroxiapatita (HAp – Ca10(PO4)6(OH)2, ICDD #01-072-1243). 

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

direção preferencial para a orientação dos cristalitos da hidroxiapatita da direção [0 0 1]. Já para 

o DRX do gel contendo partículas de S-PRG (Fig. 7B), observa-se a presença de picos bem 

definidos em 2,42º, 4,72º e 7,11º de 2θ, atribuídos ao Dodecil Sulfato de Sódio (C12H25NaO4S, 

ICDD #00-036-1704) e Aluminossilicato de Cálcio e Sódio (Ca4Na4Al12Si12O48, ICDD #01-

072-0083), indicando a presença de fases cristalinas desses compostos. Além disso, é notável 

uma ampla região caracterizada por uma banda difusa, associada à fração amorfa do material. 

Fig. 7 – Padrões típicos de difração de raios X das amostras de esmalte iniciais (A) e do gel 

contendo partículas de S-PRG (B). 

 

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

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

hexagonal da HAp, com picos característicos entre 20° e 55° de 2θ. No grupo HCl/DW (Fig. 

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

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

(1 1 2), (0 2 2) e (2 1 3) após os desafios erosivos, indicando alterações na microestrutura 
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cristalina da HAp, ou seja, houve redução da área total dos cristalitos orientados na família de 

planos { 0 0 1}. 

Nos grupos tratados com o gel contendo partículas S-PRG (Fig. 8C e 8D), observou-se 

alterações nas reflexões associadas à HAp. No grupo HCl/SPRG foram identificadas novas 

fases cristalinas que não estavam presentes no baseline (Fig. 8C). Picos adicionais foram 

detectados em 9,54°, 21,15°, 21,49°, 23,48° e 28,71° de 2θ, correspondentes às fases de Fosfato 

de Alumínio do sistema cristalino ortorrômbico (A – AlPO4 [ort], PDF #01-078-2443), Fosfato 

de Alumínio do sistema cristalino cúbico (B – AlPO4 [cub], PDF #00-031-0028) e Fosfato 

Octacálcico (OCP – Ca8H2(PO4)6 · 5H2O, PDF #00-026-1056). No grupo HCl+Pep/SPRG (Fig. 

8D), foi identificada apenas uma fase de Fosfato de Alumínio de estrutura cristalina 

ortorrômbica. 

Fig. 8 – Padrões típicos de difração de raios X das amostras de esmalte antes (baseline [linha 

preta]) e depois dos desafios erosivos (final [linha vermelha]) dos grupos experimentais: (A) 

HCl/DW , (B) HCl + Pep/DW , (C) HCl/SPRG e (D) HCl + Pep/SPRG. 
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4 DISCUSSÃO 

A erosão dentária associada à DRGE é uma preocupação crescente devido ao seu 

potencial de degradação irreversível do esmalte. Este estudo in vitro investigou os efeitos do 

HCl e da pepsina na erosão do esmalte e avaliou o potencial protetor de um gel bioativo 

contendo partículas de S-PRG. A primeira hipótese, que sugere que a pepsina não influencia na 

erosão do esmalte, foi rejeitada, uma vez que a combinação de pepsina com HCl resultou em 

uma perda de microdureza superficial significativamente maior do que apenas o ácido 

clorídrico. Por outro lado, a segunda hipótese nula testada não foi rejeitada, pois não foi 

observada diferença significativa na perda de microdureza entre os grupos tratados com o gel 

bioativo ou água destilada (controle), independentemente da presença de pepsina na solução 

erosiva. 

Nos estudos in vitro, os modelos erosivos variam consideravelmente na literatura, 

principalmente quanto às substâncias utilizadas, como ácido cítrico (Abbassy et al., 2022; 

Chawhuaveang et al., 2024), ácido clorídrico (HCl) (Moda et al., 2019; Passos et al., 2018) e 

utilização de sucos ácidos e refrigerantes (de Souza et al., 2020; Surarit et al., 2023), visando 

replicar as condições da dieta moderna. O modelo de erosão com HCl simula o refluxo 

gastroesofágico (DRGE), onde o ácido gástrico expõe 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 ácido 

clorídrico a pH 2,0, com imersões diárias 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 exposição simulada de aproximadamente 54 dias ao ambiente intraoral (Wegehaupt et al., 

2012). Aliado a isto, a pepsina é uma enzima digestiva responsável pela degradação de proteínas 

no estômago, está presente no refluxo gastroesofágico (Rajab & Zaidan, 2023; Yadlapati et al., 

2021). Embora haja escassez de estudos sobre a influência da pepsina nas erosões dentárias 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 

dentinários,  Schlueter et al. (2010) concluíram que a pepsina foi capaz degradar parcialmente 

a matriz orgânica, e que a combinação de pepsina e tripsina pode aumentar a perda mineral da 

dentina. Além disso, a pepsina parece diminuir a eficácia do flúor (Schlueter et al., 2007; 

Schlueter, Glatzki, et al., 2012b). Um diferencial do presente estudo foi o uso da película 

adquirida do esmalte, uma camada rica em proteínas formada por íons de saliva que serve como 
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barreira protetora contra a erosão ácida (Carvalho et al., 2020; Vukosavljevic et al., 2014). Ao 

aplicar a película antes de cada ciclo erosivo, o modelo experimental aproximou-se às condições 

clínicas. 

Quando avaliado o esmalte hígido em relação à exposição ao modelo erosivo empregado 

neste estudo, verificou-se uma significativa redução na microdureza e alteração da composição 

microquímica avaliados por EDS e padrões cristalinos verificados por DRX. Esses resultados 

são consistentes com outros estudos, nos quais a exposição ao ácido clorídrico causou 

degradação cíclica do esmalte e dissolução linear de cálcio e fosfato (Derceli et al., 2020; Shellis 

et al., 2010), tal como observado em nosso estudo. A análise por MEV em todos os grupos 

revelou um padrão de desgaste com aspecto de “favo de mel”, característico do padrão tipo I 

de Silversrone, definido como a dissolução dos núcleos dos prismas de esmalte e preservação 

dos minerais nas regiões 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 

(solução de HCl). Esses dados contrastam dos resultados de Faraoni et al. (2020) que não 

observaram diferença estatisticamente significativa na perda de superfície entre HCl e HCl 

associado à pepsina. As diferenças metodológicas entre os estudos, como o tipo de análise 

utilizada, podem explicar os resultados contrastantes. Enquanto Faraoni et al. (2020) avaliaram 

a superfície do esmalte dentário por meio da perfilometria, nosso estudo empregou o ensaio de 

microdureza, capaz de detectar mudanças mais sutis, o que indiretamente indica a perda mineral 

da estrutura do esmalte, especialmente em casos de erosões iniciais (Barbour & Rees, 2004; 

Schlueter et al., 2011). Inicialmente, o processo erosivo envolve a dissolução do esmalte, 

levando ao amolecimento da superfície devido ao enfraquecimento de sua estrutura (Barbour 

& Rees, 2004). O aumento da perda de microdureza associada à exposição à pepsina simula 

com maior precisão a condição clínica do DRGE, onde o conteúdo gástrico alcança, em 

episódios frequentes, a cavidade oral. Estudos indicam que o DRGE pode levar à degradação 

mais severa do esmalte dental (Chakraborty & Anjankar, 2022; Ortiz et al., 2021).  

Outra possível explicação para essa discrepância é a ausência de formação de película 

adquirida no protocolo experimental de Faraoni et al. (2020), pois sem a proteção do esmalte 

por esta película, ambas as soluções poderiam erodir a superfície dentária de forma semelhante. 

Em nosso estudo, a pepsina provavelmente intensificou a erosão ao degradar a película 
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adquirida por meio de atividade proteolítica (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 

organização cristalina. 

A análise de difração de raios-X (DRX) permitiu o entendimento do comportamento 

microestrutural dos cristais de hidroxiapatita (HAp), revelando mudanças na microestrutura 

cristalina do esmalte após os ciclos erosivos com HCl e HCl + Pepsina. Observou-se uma 

redução na intensidade dos picos da HAp nos planos (0 0 2) e (0 0 4) nos grupos expostos à 

pepsina, sem indícios de recristalização significativa de novas fases minerais. Esses resultados 

são consistentes com os achados de Sabel et al. (2019), que relataram que as alterações nas 

reflexões dos difratogramas são atribuídas à ação do ácido, que promove o desgaste da 

superfície do esmalte. Na análise qualitativa dos elementos da superfície do esmalte por EDS, 

o grupo HCl+Pep/DW apresentou maiores perdas de cálcio (Ca) e fósforo (P), comparado ao 

grupo HCL/DW. Além disso, as imagens microscópicas de MEV revelaram áreas de intensa 

dissolução das estruturas prismáticas, característico do padrão tipo III de Silversrone, 

relacionado a um padrão mais aleatório de dissolução, afetando tanto o núcleo quanto as regiões 

periféricas dos primas (Silversrone et al., 1975). Esses achados confirmam a influência da 

pepsina na aceleração da degradação do esmalte dentário. 

No presente estudo, embora o gel contendo partículas de S-PRG tenha preservado 

determinadas áreas do esmalte, conforme observado pelo MEV, ele não impediu a perda de 

microdureza sob as condições experimentais aplicadas. Na análise qualitativa dos elementos da 

superfície do esmalte por EDX, apesar da incorporação de íons do gel de S-PRG, o gel bioativo 

não conseguiu preservar ou atenuar as alterações nos níveis de Ca e P. Diversos estudos relatam 

a eficácia S-PRG em contextos de desmineralização dentária, especialmente na prevenção de 

cáries (Amaechi et al., 2017, 2018; Itota et al., 2004; Kawasaki & Kambara, 2014), mas sua 

aplicação para erosão ainda não foi investigada. Este resultado difere de outros estudos que 

investigaram o uso do S-PRG em modelos de cárie (Amaechi et al., 2018; Yoshiyasu et al., 

2022), nos quais o material mostrou maior eficácia em proteger o esmalte contra a 

desmineralização. Estudos anteriores demonstram que o S-PRG libera íons importantes como 

flúor (Itota et al., 2004; Shimazu et al., 2011), alumínio, borato, estrôncio, sódio e silicato 

(Fujimoto et al., 2010), cada um com funções específicas que, em conjunto, podem exibir um 
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efeito sinérgico contra a desmineralização (Yoshiyasu et al., 2022). Amaechi et al. (2018) 

observaram que a concentração de 5% em peso, equivalente à do PRG Pro-Care Gel® utilizada 

neste estudo, aplicada duas vezes ao dia por 2 minutos, foi considerada ideal para cremes 

dentais, sem diferenças significativas em relação a concentrações mais altas (20% e 30% em 

peso) na prevenção de cárie (Amaechi et al., 2018). Apesar dos diferentes desfechos, esses 

resultados divergem dos encontrados neste estudo, em que, sob condições erosivas severas, com 

aplicação do gel uma vez ao dia por 2 minutos ao longo de 9 dias, o efeito preventivo do S-

PRG não foi significativo. Essa discrepância pode ser explicada pela ação mais agressiva da 

solução de ácido clorídrico (pH = 2,0) utilizada neste estudo, em contraste com soluções menos 

ácidas empregadas em modelos cariogênicos, o que pode ter diminuído o efeito preventivo 

desse produto. Além disso, um ácido forte dissolve e remove a superfície mineral mais 

rapidamente do que ácidos mais fracos (Passos et al., 2018). Uma concentração mais alta de S-

PRG pode oferecer melhor proteção contra a erosão induzida por ácido; no entanto, são 

necessários mais estudos para determinar as formulações ideais para a prevenção da erosão. 

Nos grupos tratados com o gel de S-PRG, observou-se uma redução na intensidade dos 

picos da hidroxiapatita (HAp) apenas nos planos (0 0 2), com aumento da reflexão nos demais 

planos. Embora tenha ocorrido essa redução, as intensidades de reflexão nos grupos tratados 

com S-PRG mostraram-se mais próximas às do esmalte hígido. Além disso, no grupo 

HCl/SPRG, novas fases cristalinas, como o OCP, foram detectadas. O OCP é proposto como 

precursor da apatita em vários processos de mineralização biológica, incluindo a formação do 

osso e do esmalte dentário, devido à sua semelhança com o HAp (Enax et al., 2024; Kovrlija et 

al., 2021). Estudos demonstraram que o OCP pode se converter em HAp em condições 

fisiológicas, facilitando a remineralização do esmalte (Bodier-Houllé et al., 1998; Kovrlija et 

al., 2021). Essa transformação ocorre porque o OCP tem uma estrutura cristalina que promove 

a nucleação e o crescimento de HAp (Bodier-Houllé et al., 1998), o que pode aumentar a 

resistência ao desgaste erosivo. Embora este estudo não tenha avaliado diretamente a conversão 

de OCP em HAp, pesquisas anteriores sugerem que esse processo pode ocorrer (Enax et al., 

2024; Kovrlija et al., 2021). Essas descobertas apoiam a hipótese de que o tratamento com gel 

de S-PRG pode contribuir para a preservação do esmalte ao promover a precipitação de OCP. 

Entretanto, no grupo HCl + Pep/SPRG, não foram detectadas fases cristalinas de OCP, 

sugerindo que a pepsina pode afetar negativamente a eficácia do tratamento. Essa observação 
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está alinhada com os achados de Schlueter et al. (2007) e pode ser atribuída à degradação 

proteolítica da pepsina da película adquirida, uma camada protetora que serve como 

reservatório de íons para a remineralização (Fischer & Aparicio, 2021; Vukosavljevic et al., 

2014). Esses resultados diferem dos observados no estudo de Suge & Matsuo (2020), no qual 

nenhuma alteração na cristalinidade dos cristais de HAp foi detectada. Embora a metodologia 

desse estudo não seja totalmente detalhada, é possível que as discrepâncias nos resultados 

estejam associadas a condições experimentais não descritas, como o tipo de modelo erosivo 

utilizado e a formação da película adquirida. Em geral, este estudo reforça a influência da 

pepsina na degradação da película adquirida e destacando as limitações do gel bioativo em 

termos de preservação microquímica. 

Esse estudo in vitro permitiu uma avaliação controlada dos efeitos da pepsina e do gel 

S-PRG; no entanto, ele não leva em conta fatores clínicos críticos, como as forças mecânicas 

da escovação e da mastigação, a influência dos biofilmes orais e os aspectos comportamentais. 

Futuras investigações devem explorar diferentes concentrações e tempos de exposição ao S-

PRG ou sua combinação com outros agentes antierosivos para aprimorar a proteção contra a 

erosão dentária. Além disso, estratégias para aumentar a resistência da película adquirida frente 

a enzimas proteolíticas e métodos para regular a atividade da pepsina em pacientes com DRGE 

devem ser investigados para melhorar a proteção dental em indivíduos mais suscetíveis à 

erosão. 

5 CONCLUSÃO 

 Com base nas limitações deste estudo in vitro, conclui-se que ciclos erosivos associados 

à pepsina promovem maior diminuição da microdureza superficial do esmalte, maior 

degradação da morfologia superficial, alterações na microestrutura dos cristais de hidroxiapatita 

e diminuição das concentrações de cálcio e fósforo. A pepsina atua de forma sinérgica com o 

ácido clorídrico aumentando a perda de microdureza superficial por erosão e interfere na ação 

de agentes protetores. Além disso, apesar de a aplicação diária de um gel contendo partículas 

de S-PRG ter promovido a formação do OCP, verificado por DRX, e preservado áreas do 

esmalte, verificadas por MEV/EDS, o S-PRG não foi capaz de prevenir a perda da microdureza 

superficial do esmalte em condições erosivas severas.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A erosão dentária é uma condição cada vez mais prevalente, especialmente devido ao 

aumento de pacientes com Doença do Refluxo Gastroesofágico (DRGE) e à dieta moderna. 

Estudos como este, que investigam os efeitos das enzimas presentes no suco gástrico sobre a 

superfície do esmalte dentário e os tratamentos potenciais para essa condição, são essenciais 

para orientar cirurgiões-dentistas na escolha das abordagens terapêuticas mais eficazes para 

prevenir e tratar a erosão dentária. 

Os resultados deste estudo revelam que a presença da pepsina em ciclos erosivos causa 

um impacto negativo significativo no esmalte dentário, levando à perda de microdureza 

superficial, degradação da morfologia da superfície e alterações na microestrutura dos cristais 

de hidroxiapatita. Além disso, observa-se uma redução nas concentrações de cálcio e fósforo, 

elementos essenciais para a integridade do esmalte. A pepsina, ao atuar em conjunto com o 

ácido clorídrico, intensifica a erosão do esmalte, acelerando a perda de microdureza superficial. 

Embora o uso diário de um gel contendo partículas de S-PRG tenha favorecido a incorporação 

de elementos bioativos à superfície do esmalte e favorecido a formação do OCP, os resultados 

não indicam uma proteção eficaz contra a perda de microdureza, especialmente quando 

comparados ao grupo controle, sugerindo que o gel não preveniu a erosão dentária em 

condições severas. 

Futuros estudos in situ ou in vivo são essenciais para entender melhor a interação entre 

pepsina e esmalte, além de avaliar a eficácia de outras concentrações do S-PRG em condições 

orais dinâmicas. Além disso, investigar o uso de novos biomateriais dentários, bem como meios 

para fortalecer a película adquirida pode contribuir para a proteção contra a erosão dentária, 

especialmente em pacientes com DRGE. 
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