
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU 

 

 

 

 

PEDRO HENRIQUE SOUZA CALEFI 

 

 

 

 

Analysis of pH and antimicrobial activity of Ambroxol 

Hydrochloride and N-Acetylcysteine pastes to be used as root canal 

medication 

 

 

Análise do pH e atividade antimicrobiana das pastas de Cloridrato 

de Ambroxol e N-Acetilcisteína utilizadas como medicação 

intracanal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BAURU 

2020  



 
 
 

  



PEDRO HENRIQUE SOUZA CALEFI 

 

 

 

 

 

 

Analysis of pH and antimicrobial activity of Ambroxol 

Hydrochloride and N-Acetylcysteine pastes to be used as root canal 

medication 

 

Análise do pH e atividade antimicrobiana das pastas de Cloridrato 

de Ambroxol e N-Acetilcisteína utilizadas como medicação 

intracanal 

 

 

Dissertação constituída por artigo apresentada 
à Faculdade de Odontologia de Bauru da 
Universidade de São Paulo para obtenção do 
título de Mestre em Ciências no Programa de 
Ciências Odontológicas Aplicadas, na área de 
concentração Endodontia. 
 
Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio Hungaro 
Duarte 

 

 

 

 

 

 

BAURU 

2020 



 

 
 
 
 
 
 

          Calefi, Pedro Henrique Souza 
Analysis of pH and antimicrobial activity of Ambroxol  
Hydrochloride and N-Acetylcysteine pastes to be used as root  
canal medication – Bauru, 2020. 

 
                      51p. : il. ; 31cm. 

 
            Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia 
de Bauru. Universidade de São Paulo 
 

                       Orientador: Prof. Dr. Marco Antonio Hungaro Duarte 
 
  
  
 
  

Autorizo, exclusivamente para fins acadêmicos e científicos, 
a reprodução total ou parcial desta dissertação/tese, por 
processos fotocopiadores e outros meios eletrônicos. 
 
Assinatura: 
 
Data: 

 
 
 

 

 

 

  



FOLHA DE APROVAÇÃO 

 

 

  



 

 

 



 

 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais José Benedito Calefi e Denise da Silva Souza 

Calefi e à minhas irmãs Mariana Souza Calefi e Ana Elisa Souza Calefi. 

 

 

 

Com todo meu carinho e respeito, amo vocês. 

  



 

 

 

  



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente a Deus, por toda oportunidade que tive durante minha 

trajetória até o dia de hoje. 

Aos meus pais José Benedito Calefi e Denise da Silva Souza Calefi, que 

foram essenciais para meu crescimento pessoal e profissional, me dando apoio 

sempre. 

Às minhas queridas irmãs Mariana Souza Calefi e Ana Elisa Souza Calefi, 

que me enchem de orgulho e alegria. 

Aos meus queridos avós Geraldo Calefi, Antonia Zacariotto Calefi, Nelson 

Pedro de Souza e Maria Augusta da Silva Souza por todos os ensinamentos e 

motivação para seguir adiante. 

Aos excelentes professores que ajudaram de alguma forma na minha 

formação, meu muito obrigado pelo conhecimento compartilhado e pelas experiências 

obtidas, em especial agradeço meu orientador Prof. Dr. Marco Antonio Hungaro 

Duarte por toda oportunidade, desde minha iniciação cientifica sou eternamente 

grato, e aos professores do departamento da Endodontia: Prof. Dr. Rodrigo Ricci 

Vivan e Prof. Dr. Murilo Alcalde, que me tiraram da zona de conforto e me permitiram 

crescer enormemente dentro da Endodontia; Profa. Dra. Flaviana Bombarda, Prof. 

Dr. Clovis Bramante, Prof. Dr. Ivaldo Gomes de Moraes, Prof. Dr. Roberto 

Brandão Garcia e Prof. Dr. Norberti Bernardineli. 

Agradeço a todos os funcionários das dependências da faculdade, em especial 

ao Edimauro de Andrade e Suely Regina Bettio, obrigado por toda ajuda. 

A todos os meus colegas e amigos que cultivei durante minha trajetória, em 

especial minha turma de mestrado: Gabriela Piai, Roberto Osaki, Jéssica Coelho e 

Evelyn Espedilla. Também agradeço especialmente a Rafaela Fernandes Zancan 

pela ajuda efetiva, paciência e motivação desde os trabalhos de iniciação científica 

durante minha graduação.  

À Faculdade de Odontologia de Bauru – FOB-USP, onde desenvolvi minha 

formação acadêmica. Obrigado por todas as oportunidades. 



 

 

  



 

 

Às funcionárias da Pós-Graduação e da Clínica de Pós-Graduação. O 

trabalho de vocês é responsável pela eficiência e qualidade da pós-graduação da 

FOB-USP. 

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico - 

CNPq, através do processo nº 133368/2018-1, pelo financiamento para o 

desenvolvimento deste trabalho com a concessão da bolsa de mestrado. 

 
 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The aim of the present study was to evaluate the pH and antimicrobial activity of N-

Acetylcysteine (NAC) and Ambroxol Hydrochloride (AMB) pastes comparing with 

calcium hydroxide paste (CHP). Experimental pastes made of NAC, AMB and CHP, 

employing propylene glycol as vehicle with 500 mg / 0,5 mL concentration, were 

prepared for testing. The pH was measured after 3 hours, 3 and 7 days with a 

calibrated pHmeter; freshly pastes were inserted into tubes and immersed into flasks 

containing 10 mL of ultrapure water; the pH of ultrapure water was used as control. 

For in vitro antimicrobial activity evaluation, biofilm of Enterococcus faecalis was 

induced on 60 blocks of bovine dentin which were divided in 3 experimental and a 

control (no treatment) groups (n=15). The pastes were prepared and after 7 days of 

contact the blocks were analyzed under a confocal microscope using the Live/Dead 

dye; the percentage of live cells was measured using bioImage software. The NAC 

and AMB presented acidic pH and the CHP presented pH higher than 11 in all periods. 

There were statistically significant differences between all groups at all periods 

analyzed (P<0.05). The NAC and AMB groups offered a lower number of viable cells 

than the CHP group, which presented no significant differences in comparison to the 

CON group. The AMB presented greater antimicrobial action than CHP (P<0.05). We 

can conclude that the N-Acetylcysteine and Ambroxol Hydrochloride pastes presented 

acid pHs which, against E. faecalis biofilm, presented antimicrobial activity, with 

Ambroxol Hydrochloride being more effective. Further studies should be done in order 

to suggest its use on the endodontic therapy. 

 

Keywords: Enterococcus faecalis; Biofilm; Calcium hydroxide; N-Acetylcysteine; 

Ambroxol hydrochloride; Antimicrobial action. 
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RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o pH e a atividade antimicrobiana das pastas 

N-acetilcisteína (NAC) e Cloridrato de Ambroxol (AMB) em comparação à pasta de 

Hidróxido de Cálcio (CHP). Pastas experimentais feitas de NAC, AMB e CHP, 

empregando propilenoglicol como veículo com concentração de 500 mg / 0,5 mL, 

foram preparadas para teste. O pH foi medido após 3, 72 e 168 horas com um medidor 

de pH calibrado; pastas frescas foram inseridas em tubos e imersas em frascos 

contendo 10 mL de água ultrapura; o pH da água ultrapura foi utilizado como controle. 

Para avaliação da atividade antimicrobiana, o biofilme de Enterococcus faecalis foi 

induzido in vitro em 60 blocos de dentina bovina, os quais foram divididos em três 

grupos experimentais e um controle (sem tratamento) (n = 15). As pastas foram 

preparadas e após 7 dias de contato os blocos foram analisados sob microscopia 

confocal utilizando o corante Live / Dead; a porcentagem de células vivas foi 

mensurada usando o software bioImage. O NAC e AMB apresentaram pH ácido e o 

CHP apresentou pH superior a 11 em todos os períodos. Houve diferenças 

estatisticamente significantes entre todos os grupos em todos os períodos analisados 

(P <0,05). Os grupos NAC e AMB ofereceram um número menor de células viáveis 

que o grupo CHP, que não apresentou diferença significativa em comparação ao 

grupo CON. O AMB apresentou maior ação antimicrobiana que o CHP (P <0,05). 

Coinclui-se que as pastas de N-Acetilcisteína e Cloridrato de Ambroxol apresentaram 

pH ácido que, contra o biofilme de E. faecalis, apresentou atividade antimicrobiana, 

sendo o Cloridrato de Ambroxol mais eficaz. Outras análises devem ser feitas com 

ambas as substâncias a fim de sugerir seu uso na terapia endodôntica. 

 

 

Palavras-chave: Enterococcus faecalis; Biofilme; Hidróxido de Cálcio; N-

Acetilcisteína; Cloridrato de Ambroxol; Atividade antimicrobiana 
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1 INTRODUCTION 

 

 

The endodontic infection is a true challenge for clinicians, even after the 

biomechanical preparation, due to the number of bacteria inside the root canal system 

and the anatomical complexity of each case (Vera et. al 2012). 

The use of intracanal medication between sessions before the obturation, 

optimizes the success rate of the endodontic therapy, especially the Calcium 

Hydroxide paste in cases of endodontic failure (Zancan et. al 2016; 2019). However, 

E. faecalis, one of the most frequent bacteria in those cases, some strains of this 

bacteria have shown resistance to the alkaline action of the Calcium Hydroxide (Evans 

et. al 2002; Nakajo et. al 2006; Chávez de Paz et. al 2007). 

Considering the importance of the antisepsis of the root canal system, and 

aiming a direct action on the biofilm, the mucolytic agent N-Acetylcysteine has been 

showing favorable results in this scenario (Choi et. al 2018; Costa et. al 2017). 

Moreover, this composite has shown in previous studies, some antimicrobial action 

against E. faecalis (Ulusoy et. al 2016; Quah et. al 2012). 

Another substance used to help to disaggregate and solve mucus, is the 

Ambroxol Hydrochloride, often used in pulmonary infections (Cataldi et. al 2014). This 

one acts in the composition of mucus, lowering its viscosity and thickness, what could 

be favorable to pass through the polysaccharides of the biofilm and reach the bacterial 

cells (Li et. al 2017; Hull et. al 2018). 

Considering the resistance of the E. faecalis to the Calcium Hydroxide, one of 

the most used intracanal medication in endodontic therapy, the aim of the present 

study was to evaluate the pH and antimicrobial activity of the N-Acetylcysteine and 

Ambroxol Hydrochloride based pastes, comparing with Calcium Hydroxide paste, 

against an E. faecalis biofilm. 
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4 CONCLUSIONS 

 

 

The N-Acetylcysteine and Ambroxol Hydrochloride pastes presented acid 

pHs which, against E. faecalis biofilm, presented antimicrobial activity, with 

Ambroxol Hydrochloride being more effective. The use of both substances should 

be further studied in order to suggest its use on the endodontic therapy. 
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