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SUMMARY. Herein, we aimed to determine whether indirubin-3’-monoxime (I3M), the active component
of Danggui-Long-Hui-Wan, induces apoptosis and paraptosis by activating the p53-p21-reactive oxygen
species (ROS) axis. In this study, we found that I3M significantly decreased the cell viability of Hep3B
hepatocellular carcinoma (HCC) cells; pretreatment with a pan-caspase inhibitor partially prevented
I3M-induced cytotoxicity. Small ER- and mitochondria-derived vesicles, hallmarks of paraptosis, were vis-
ible in I3M-treated cells. Transient knockdown of p53 using specific siRNA inhibited I3M-induced cyto-
toxicity by downregulating p21 expression, suggesting that p53 plays a crucial role in I3M-induced cyto-
toxicity via p21 expression. Treatment with I3M enhanced ROS production, and pretreatment with ROS
scavengers significantly inhibited I3M-induced cytotoxicity. Furthermore, transient knockdown of p21
downregulated I3M-induced ROS production and subsequent cytotoxicity, indicating that I3M triggers
cytotoxicity via p21-mediated ROS production. This study revealed that I3M simultaneously induces
apoptosis and paraptosis in Hep3B HCC cells by activating the p53-p21-ROS axis, suggesting the potential
of I3M as an anticancer drug.

RESUMEN. Nuestro objetivo fue determinar si la indirrubina-3’-monoxima (I3M), el componente activo de
Danggui-Long-Hui-Wan, induce la apoptosis y la paraptosis mediante la activación del eje de especies de oxíge-
no reactivas (ROS) p53-p21. En este estudio, encontramos que I3M disminuyó significativamente la viabilidad
celular de las células del carcinoma hepatocelular (HCC) Hep3B; el pretratamiento con un inhibidor de pan-cas-
pasa previno parcialmente la citotoxicidad inducida por I3M. Pequeñas vesículas derivadas de ER y mitocon-
drias, características de la paraptosis, fueron visibles en las células tratadas con I3M. La caída transitoria de p53
usando ARNip específico inhibió la citotoxicidad inducida por I3M regulando negativamente la expresión de
p21, lo que sugiere que p53 juega un papel crucial en la citotoxicidad inducida por I3M a través de la expresión
de p21. El tratamiento con I3M mejoró la producción de ROS y el pretratamiento con captadores de ROS inhibió
significativamente la citotoxicidad inducida por I3M. Además, la caída transitoria de p21 redujo la producción de
ROS inducida por I3M y la subsiguiente citotoxicidad, lo que indica que I3M desencadena la citotoxicidad a tra-
vés de la producción de ROS mediada por p21. Este estudio reveló que I3M induce simultáneamente apoptosis y
paraptosis en células HCC Hep3B activando el eje p53-p21-ROS, lo que sugiere el potencial de I3M como fár-
maco contra el cáncer.
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