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Abstract

Nitric oxide (NO) is a biologically important molecule with diverse functions in the human body. In recent years, 
there has been a growing interest in the potential use of NO donors in cancer therapy, since several studies have 
shown that the regulation of NO levels influences various pro or antitumor processes. The anticancer effects of 
NO donors have already been described in different in vitro and in vivo studies. The aim of this preliminary study 
was to evaluate the antitumor potential of two compounds of the N-nitrosoguanidines family, L1 (1-nitroso-1-
methyl-3-benzoylguanidine) and L2 (1-nitroso-1-methyl-3-tolylsulfonylguanidine). The compounds did not show 
significant in vitro cytotoxicity in the human breast cancer cell model MDA-MB-231. However, further studies 
will be needed to duly elucidate their antitumor potential. The use of other cancer cell models and the combination 
of L1 and L2 with radiotherapy or with chemotherapy agents may constitute interesting approaches for future 
studies.
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Resumo

O monóxido de nitrogénio (NO) é uma molécula biologicamente importante com diversas funções no organismo 
humano. Recentemente, tem havido um interesse crescente na potencial utilização de dadores de NO em 
terapêutica oncológica, havendo diversos estudos que demonstram que a regulação dos níveis de NO influencia 
diversos processos pró- ou antitumorais. Os efeitos antitumorais dos dadores de NO foram já descritos em 
diferentes estudos in vitro e in vivo. O objetivo deste estudo preliminar foi avaliar o potencial antitumoral de dois 
compostos da família das N-nitrosoguanidinas, L1 (1-nitroso-1-metil-3-benzoilguanidina) e L2 (1-nitroso-1-metil-
3-tolilsulfonilguanidina). Os compostos não apresentaram citotoxicidade significativa na linha celular humana de 
cancro da mama MDA-MB-231. Contudo, serão necessários estudos adicionais para elucidar mais corretamente o 
seu potencial antitumoral. A utilização de outros modelos celulares de cancro e a combinação destes agentes com 
radioterapia ou com fármacos quimioterapêuticos podem constituir abordagens interessantes para estudos futuros.
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Introduction

NO is a ubiquitous signaling, regulatory and effector 
molecule with various biological effects on the human 
body at the level of the vascular, neuronal and immune 
systems (1-3). NO is synthesized in vivo by three differ-
ent NO synthases (NOS), including nNOS and eNOS, 
which are constitutively expressed in neuronal and en-
dothelial cells, respectively, and iNOS which is tran-
scriptionally regulated and induced by inflammatory 
cytokines, oxidative stress, hypoxia and some endo-
toxins (3). The wide range of NO-mediated functions 
occurs mostly through a cGMP-dependent pathway, 
leading to vasodilation, neurotransmission, inhibition 
of platelet aggregation, and relaxation of smooth mus-
cle. A second cGMP-independent pathway is the NO 
reaction with molecular oxygen, reactive oxygen spe-
cies (ROS), thiols, and transition metals. NO can also 
directly modify proteins without the intervention of en-
zymes by nitration or nitrosylation (2-3). S-nitrosyla-
tion of thiol groups of cysteine residues is a reversible 
modification that is involved in several cellular signal-
ing processes, which regulate the function of several 
intracellular proteins (2-3).
NO donors, such as nitroglycerin, have been approved 
for clinical use to treat cardiovascular diseases. Recent-
ly, the potential usefulness of such compounds in can-
cer therapy has been suggested (4). Regarding cancer, 
NO is known to have a dichotomic effect, with pro- or 
anti-cancer effects, depending on its concentration, mi-
croenvironment and cell type (2-3). At low concentra-
tions of NO (< 100 nM), there is an association with 
increased angiogenic and proliferative processes, as 
well as with resistance to apoptosis. On the other hand, 
high concentrations of NO (> 500 nM) are associated 
with increased cytotoxicity and apoptosis (1-3). The 
NO anti-tumor mechanisms include the induction of 
p53 protein (5), proteosomal degradation of anti-apop-
totic molecules, cytochrome C release with increased 
mitochondrial permeability, Smac / DIABLO complex 
release, and direct S-nitrosylation of NF-kB, SNAIL 
and YY1 transcription factors (3,6). The role of NO in 
cancer therapies is related with hypoxia and hyponi-
troxia. Hypoxia is one of the standard features of solid 
tumors, leading to hyponitroxia by inhibition of NO 
synthesis. Hyponitroxia increases hypoxia by the lack 
of NO-modulated blood flow, in a mutual cycle that can 
promote tumor progression (3). Therefore, both O2 and 
NO levels could be therapeutic targets for cancer.
Various types of NO donors have been synthesized. 
Among those, S-nitrosothiols (general formula RSNO) 
have been studied for their antineoplastic properties 
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O monóxido de nitrogénio (NO) é uma molécula de si-
nalização ubíqua, reguladora e efetora com vários efei-
tos biológicos no corpo humano ao nível dos sistemas 
vascular, neuronal e imunológico (1-3) O NO é sinteti-
zado in vivo por três sintases de NO diferentes (NOS), 
incluindo a nNOS e eNOS, que são constitutivamente 
expressas em células neuronais e endoteliais, respetiva-
mente, e a iNOS que é transcricionalmente regulada e 
induzida por citocinas inflamatórias, stresse oxidativo, 
hipoxia e algumas endotoxinas (3). A ampla gama de 
funções mediadas pelo NO ocorre principalmente atra-
vés de uma via dependente de cGMP, levando a vaso-
dilatação, neurotransmissão, inibição da agregação pla-
quetária e relaxamento do músculo liso. Uma segunda 
via independente de cGMP é a reação do NO com oxi-
génio molecular, espécies reativas de oxigénio (ROS), 
tióis e metais de transição. O NO também pode modifi-
car diretamente proteínas sem intervenção de enzimas 
por nitração ou nitrosilação (1,3). A S-nitrosilação de 
grupos tiol de resíduos de cisteína é uma modificação 
reversível que está envolvida em vários processos de 
sinalização celular, que regulam a função de várias pro-
teínas intracelulares (1,3). 
Os dadores de NO, como a nitroglicerina, foram apro-
vados para uso clínico para o tratamento de doenças 
cardiovasculares. Recentemente, foi sugerida uma po-
tencial aplicação destes compostos na terapêutica do 
cancro (4). Em relação ao cancro, o NO é conhecido 
por ter um efeito dicotómico, com efeitos pró ou anti-
tumorais, dependendo da sua concentração, microam-
biente e tipo de célula (2,3). Com baixas concentra-
ções de NO (< 100 nM), existe uma associação com o 
aumento dos processos angiogénicos e proliferativos, 
bem como com a resistência à apoptose. Por outro lado, 
altas concentrações de NO (> 500 nM) estão associa-
das ao aumento da citotoxicidade e da apoptose (1-3). 
Os mecanismos antitumorais do NO incluem a indução 
da proteína p53 (5), degradação proteossomal de molé-
culas anti-apoptóticas, libertação do citocromo C com 
aumento da permeabilidade mitocondrial, libertação 
do complexo Smac / DIABLO e nitrosilação direta dos 
fatores de transcrição NF-kB, SNAIL e YY1 (3,6). O 
papel do NO na terapêutica de cancro está relacionado 
com hipoxia e hiponitroxia. A hipoxia é uma das carac-
terísticas padrão dos tumores sólidos, levando a hipo-
nitroxia pela inibição da síntese de NO. A hiponitroxia 
aumenta a hipoxia pela falta de fluxo sanguíneo modi-
ficado por NO, num ciclo mútuo que pode promover a 
progressão tumoral (3). Portanto, os níveis de O2 e NO 
podem ser alvos terapêuticos para o cancro.
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(1). This class of RSNO-like compounds is generally 
unstable, but some compounds such as S-nitroso-N-
acetylpenicillamine (SNAP) and S-nitrosoglutathione 
(GSNO) are more chemically stable and have docu-
mented antitumor activity in various cancer cell lines, 
such as in the HeLa line (cervical cancer), EMT-6 (mu-
rine mammary cancer) and colon cancer cells, with in-
duction of apoptosis and cell cycle arrest, even in the 
presence of hypoxia (1).
The aim of this study was to evaluate the anti-tumor 
potential of two compounds with proven ability to do-
nate NO to thiols, including cysteine and glutathione, 
by transnitrosylation reactions (7), compound L1 (1-ni-
troso-1-methyl-3-benzoylguanidine) and compound L2 
(1-nitroso-1-methyl-3-tolylsulfonylguanidine), shown 
in Figure 1.

Vários tipos de dadores de NO foram já sintetizados. 
Entre eles, foram estudados os S-nitrosotióis (fórmula 
geral RSNO) pelas suas propriedades antineoplásicas 
(1). Esta classe de compostos do tipo RSNO é geral-
mente instável, mas alguns compostos como S-nitroso-
-N-acetilpenicilamina (SNAP) e S-nitrosoglutatina 
(GSNO) são mais quimicamente estáveis ​​e têm ativi-
dade antitumoral documentada em várias linhas celula-
res de cancro, como na linha HeLA (cancro cervical), 
EMT-6 (cancro de mama múrinico) e células de cancro 
do cólon, com indução de apoptose e paragem do ciclo 
celular, mesmo na presença de hipoxia (1).
O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial 
antitumoral de dois compostos com capacidade com-
provada de doar NO para tiois, incluindo a cisteína e a 
glutationa, através de reações de transnitrosação (7), o 
composto L1 (1-nitroso-1-metil-3-benzoilguanidina) e 
o composto L2 (1-nitroso-1-metil-3-tolilsulfonilguani-
dina), mostrados na Figura 1.

 L1 L2

Figure 1/Figura 1 – Chemical structures of compounds L1 (1-nitroso-1-methyl-
3-benzoylguanidine) and L2 (1-nitroso-1-methyl-3-tolylsulfonylguanidine). 

Estruturas químicas dos compostos L1 (1-nitroso-1-metil-3-benzoilguanidina) e 
L2 (1-nitroso-1-metil-3-tolilsulfonilguanidina).

Materials and methods

Chemicals

Dulbecco´s Modified Eagle’s Medium (DMEM), foetal 
bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin solution, 
trypsin, crystal violet (CV), and doxorubicin (dox) were 
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 
Dimethylsulphoxide (DMSO), ethanol, and acetic acid 
were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). L1 
and L2 were synthesised as described by Ribeiro et al. 
(7).

Cell culture

The human breast cancer cell line MDA-MB-231 was 
obtained from ATCC (HTB- 26). Cells were cultured 
in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 

Materiais e Métodos

Materiais

Meio de cultura Dulbecco´s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM), soro bovino fetal (FBS), solução de penici-
lina-estreptomicina, tripsina, violeta de cristal (CV) e 
doxorrubicina foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St 
Louis, MO, USA). Dimetilsulfóxido (DMSO), etanol 
e ácido acético foram comprados à Merck (Darmstadt, 
Germany). Os compostos L1 e L2 foram sintetizados 
de acordo com o descrito em Ribeiro et al. (7). 

Cultura celular

A linha celular MDA-MB-231 foi obtida através da ATCC 
(HTB-26). As células foram cultivadas em meio DMEM 
suplementado com soro bovino fetal a 10%, 100 U/mL de 
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100 U/mL penicillin, and 0.1 mg/mL streptomycin (8). 
The cultures were maintained at 37 °C, under a humid-
ified atmosphere containing 5% CO2 in air.

Crystal violet staining assay

Cell viability was evaluated by the crystal violet (CV) 
staining assay. Approximately 6000 cells in 190 μL of 
culture medium per well were plated in 96-well plates 
and incubated for 24 hours. Cell were then exposed to 
compounds L1 and L2 (10, 25 and 50 μM) for 48 hours. 
The CV assay was carried out according to a previously 
described protocol (9). DMSO 5% (v/v) and the recog-
nized anticancer drug doxorubicin (Dox, 10 μM) were 
used as positive controls. Two independent experiments 
were performed, each comprised of four replicate cul-
tures. 

Results

The obtained results show that compounds L1 and L2 
did not induce significant cytotoxicity in the breast can-
cer cell line MDA-MB-231, in the range of concentra-
tions tested and for the tested 48 hour incubation peri-
od. As can be seen in Figure 2A, only minor reductions 
in cell viability were found in cultures treated with L1 
or L2. Conversely, the positive controls exhibited sig-
nificant cytotoxicity for the same incubation period. 
DMSO 5% (v/v) decreased the cell viability to 24% 
(Figure 2B). The anticancer drug Dox, at 10 μM, de-
creased cell viability to 29% (Figure 2B).

penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina (8). As culturas 
celulares foram mantidas a uma temperatura de 37 °C, sob 
uma atmosfera húmida contendo 5% de CO2 no ar.

Ensaio de coloração com violeta de cristal

A avaliação da viabilidade celular foi realizada pelo 
ensaio de coloração com violeta de cristal. Para o efei-
to, aproximadamente 6000 células foram semeadas por 
poço, num volume de 190 µL de meio de cultura, em 
placas de 96 poços e foram incubadas durante 24 h. De 
seguida as células foram expostas aos compostos L1 e 
L2 (10, 25 e 50 µM) durante 48 h. O ensaio CV foi le-
vado a cabo de acordo com um protocolo anteriormente 
descrito (9). Foram utilizados como controlos positivos 
5% (v/v) e o reconhecido fármaco antitumoral doxorru-
bicina (Dox, 10 µM). Para este estudo, foram realizadas 
duas experiências independentes, contendo cada uma 
quatro culturas em replicado.  

Resultados

Os resultados obtidos mostram que os compostos L1 e 
L2 não induziram citotoxicidade significativa na linha 
celular de cancro de mama MDA-MB-231, na gama de 
concentrações testadas e por um período de incubação 
de 48 h. Como se pode observar na Figura 2A, apenas 
se registaram pequenas reduções na viabilidade celular 
nas culturas tratadas com L1 ou L2. Contrariamente, os 
controlos positivos utilizados exibiram citotoxicidade 
significativa no mesmo tempo de incubação. O trata-
mento com DMSO 5% (v/v) reduziu a viabilidade celu-
lar para 24% (Figura 2B). O fármaco antitumoral Dox, 
a uma concentração de 10 μM, diminuiu a viabilidade 
celular para 29% (Figura 2B).
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Figure 2/Figura 2 – Effect of compounds L1 and L2 (A), DMSO and doxorubicin (B) on the 
viability of MDA-MB-231 breast cancer cells (48 h incubation), as evaluated by the crystal 

violet assay. Results are expressed as mean ± SD from two independent experiments.
Efeito dos compostos L1 e L2 (A), DMSO e doxorrubicina (B) na viabilidade da linha celular de 
cancro da mama MDA-MB-231 (48 h de incubação), avaliado pelo ensaio de violeta de cristal. 
Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão de duas experiências independentes. 
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Discussion

The potential anticancer effect of compounds L1 and 
L2 was evaluated in MDA-MB-231 cells, a human cell 
line representative of aggressive breast cancer. The re-
sults obtained herein suggest that L1 and L2 are de-
void of considerable anticancer activity against these 
cells. However, for a more complete screening of the 
anticancer properties of L1 and L2 compounds, their 
cytotoxicity should be studied in additional cell mod-
els, representative of other cancer types since the levels 
of NO present vary between different cancers. A more 
extensive study of the incubation times with the com-
pounds should also be performed to allow the detection 
of eventual mechanisms of delayed cell death. Further 
in vitro studies for the evaluation of the type of cell 
death and cell cycle may also provide information on 
the mechanisms involved in the biological effect of this 
type of compounds.
There are several pre-clinical and clinical studies re-
porting a synergistic effect between NO-donor com-
pounds and the conventional therapies for cancer. NO 
donors serve as sensitizing agents against radio or che-
moresistant cells, lowering their hypoxia levels by reg-
ulating HIF-1α expression, and consequently increas-
ing tumor oxygenation, which allows a greater efficacy 
in radiotherapy and chemotherapy for ROS generation 
with cytotoxic effects (3). A study by Matthews et al 
(10), demonstrates this premise, where the relation-
ship between tumor hypoxia, endogenous NO levels 
and chemosensitivity of human and murine cell lines 
was verified. In that study two cell lines were used, the 
MDA-MB-231 line of human breast cancer and the 
B16F10 line of murine melanoma, with exposure to 
different levels of O2 and incubation with NO inhibi-
tors in the presence of doxorubicin or 5-fluorouracil, 
it being observed that under conditions of hypoxia and 
low levels of NO, resistance to chemotherapeutic drugs 
increased, translating into a greater survival of tumor 
cell lines. However with the addition of NO donors this 
effect was reversed even in the presence of small doses 
(10). Other in vitro studies on prostate cancer cell lines 
and a three-dimensional model of breast cancer relate 
the effect of NO donors on the level of hypoxia and 
chemosensitivity (11-13). An alternative mechanism of 
NO donors in combination with antitumor agents was 
reported by Chegaev et al (14), where it was observed 
that NO donors prevented the activation of proteins as-
sociated with drug resistance, such as the P-glycopro-
tein, in the HT29 colorectal cancer cell line resistant 
to doxorubicin (14). Considering the possible effect of 
NO-donors as therapy sensitizers, the combination of 

Discussão

O potencial efeito antitumoral dos compostos L1 e L2 
foi avaliado em células MDA-MB-231, uma linha celu-
lar humana representativa de cancro de mama agressi-
vo. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que L1 
e L2 são desprovidos de atividade citotóxica conside-
rável contra essas células. No entanto, para um rastreio 
mais completo das propriedades antitumorais dos com-
postos L1 e L2, a sua citotoxicidade deverá também ser 
estudada noutros modelos celulares, representativos de 
outros tipos de cancro, uma vez que os níveis de NO 
variam nos diferentes tipos de cancro. Um estudo mais 
extenso dos tempos de incubação com os compostos 
também deve ser realizado para permitir a detecção de 
eventuais mecanismos de morte celular tardia. Outros 
estudos in vitro para a avaliação do tipo de morte celu-
lar e do ciclo celular também poderão fornecer informa-
ções sobre os mecanismos envolvidos nos efeitos bioló-
gicos deste tipo de compostos. Existem vários estudos 
pré-clínicos e clínicos que relatam um efeito sinérgico 
entre os compostos dadores de NO e as terapêuticas on-
cológicas. Os dadores de NO funcionam como agentes 
sensibilizantes em células rádio- ou quimiorresistentes, 
diminuindo os níveis de hipoxia através da regulação 
da expressão de HIF-1 e, consequentemente, aumentan-
do a oxigenação do tumor, o que permite uma maior 
eficácia da radioterapia e quimioterapia pela geração 
de ROS associada a efeitos citotóxicos (3). Um estudo 
de Matthews et al (10) demonstra esta premissa, onde 
a relação entre hipoxia tumoral, níveis endógenos de 
NO e quimiossensibilidade de linhas celulares humanas 
e murínicas foi verificada. Nesse estudo utilizaram-se 
duas linhas celulares, a linha MDA-MB-231 de can-
cro de mama humano e a linha de melanoma murínico 
B16F10, com exposição a diferentes níveis de O2 e in-
cubação com inibidores de NO na presença de doxor-
rubicina ou 5-fluorouracilo. Observou-se que, sob con-
dições de hipoxia e baixos níveis de NO, a resistência 
a fármacos quimioterápicos aumentou, traduzindo-se 
numa maior sobrevivência das linhas celulares tumo-
rais. No entanto, com a adição de dadores de NO, mes-
mo em pequenas doses, este efeito foi revertido (10). 
Outros estudos in vitro em linhas celulares de cancro 
da próstata e num modelo tridimensional de cancro de 
mama descrevem o efeito dos dadores de NO ao nível 
da hipoxia e quimiossensibilidade (11-13). Um meca-
nismo alternativo de dadores de NO em combinação 
com agentes antitumorais foi relatado por Chegaev et 
al (14), onde se observou que os dadores de NO impe-
diram a ativação de proteínas associadas à resistência 
a fármacos, como a glicoproteína-P, na linha celular 
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L1 and L2 with chemotherapy or radiotherapy should 
be also considered in future studies.
NO donors may also influence cell invasiveness, as 
can be seen in a study by Postovit et al. (15). Using 
the MDA-MB-231 cell line, these authors found low 
doses of NO donors inhibited the hypoxia-mediated 
increase in cell invasion (15). The same research group 
performed an in vivo study with a murine model of 
melanoma, demonstrating that NO donors reverse the 
proliferation increase in metastatic nodules, even under 
conditions of hypoxia (16). The study of the impact of 
L1 and L2 in cell migration and invasion may also shed 
light on the potential usefulness of these compounds in 
cancer therapy.
Despite the well-documented potential usefulness of 
NO donors in cancer therapy, L1 and L2 did not exhibit 
relevant cytotoxic effects under the conditions tested. 
Taking into account the relation between the effects 
of NO-donors and hypoxia, in vitro studies in hypoxic 
conditions should also be carried out. In addition, other 
mechanisms beyond cell viability should be explored 
to duly assess the therapeutic potential of these com-
pounds. 
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HT29 de cancro colo-retal resistente à doxorrubicina 
(14). Considerando o possível efeito dos dadores de 
NO como sensibilizadores, a combinação de L1 e L2 
com quimioterapia ou radioterapia também deverá ser 
considerada em estudos futuros.
Os dadores de NO também podem influenciar a invasão 
celular, como pode ser visto num estudo de Postovit et 
al (15). Usando a linha celular MDA-MB-231, esses 
autores descobriram que baixas doses de dadores de 
NO inibem o aumento da invasão celular mediado 
pela hipoxia (15). O mesmo grupo de investigação 
realizou um estudo in vivo com um modelo murínico 
de melanoma, demonstrando que os dadores de NO 
revertem o aumento da proliferação em nódulos 
metastáticos, mesmo sob condições de hipoxia (16). O 
estudo do impacto de L1 e L2 na migração e invasão 
celulares também contribuirá para elucidar a potencial 
utilidade desses compostos na terapêutica do cancro.
Apesar da bem documentada potencial utilidade dos 
dadores de NO na terapêutica do cancro, L1 e L2 não 
apresentaram efeitos citotóxicos relevantes nas condi-
ções testadas. Tendo em conta a relação entre os efeitos 
dos dadores de NO e a hipoxia, estudos in vitro em con-
dições hipoxicas também deverão ser realizados. Além 
disso, outros mecanismos além da viabilidade celular 
deverão ser explorados para avaliar devidamente o po-
tencial terapêutico destes compostos.
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