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SITTHIPONG KANOKEWANJUMRUS : EFFECTS OF STANDARDIZED EXTRACT 

OF CENTELLA ASIATICA ECa 233 ON LEARNING AND MEMORY DEFICIT 
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Chlorpyrifos is an organophosphate insecticide with neurotoxicity. If exposure level is high 

enough, chlorpyrifos can cause death. It has been reported that persistent low dose exposure to 

chlorpyrifos generated reactive oxygen species and inhibited proliferation of neuronal cells which could 

attribute to neuronal dysfunction. Therefore, the present study aimed to investigate the effects of 

standardized Centella asiatica extract ECa 233 (ECa 233) on learning and memory deficit induced by 

low dose chlorpyrifos in male, 4- weeks old ICR mice. Acute toxicity test was carried out in 5 groups of 

10 mice each. Chlorpyrifos at the doses between 150-230 mg/kg was orally administered and the LD50 

of chlorpyrifos was found to be 175.65 (163.19-188.11) mg/kg. When chlorpyrifos 30 mg/kg (1/6 of LD50) 

was orally given once daily for 20 consecutive days, impairment of learning and memory, increased of 

MDA levels and neuronal cells death in CA1 and CA3 regions of hippocampus were observed. 

Apparently, they are significantly differ from control group. ECa 233 at the doses of 10 and 30 mg/kg 

could significantly improve chlorpyrifos-induced learning and memory deficit observed in both Morris 

water maze and Object recognition tests. Moreover, ECa 233 could significantly reduce cerebral MDA 

levels and decreased cells death in CA1 and CA3 regions of hippocampus in mice receiving 

chlorpyrifos, while neither ECa 233 nor chlorpyrifos could stimulate or depress locomotor activity in 

mice. In contrast administration of vitamin E (75 mg/kg) in combination with vitamin C (100 mg/kg) could 

not ameliorate learning and memory deficit whereas the increase of brain MDA as well as neuronal cells 

loss, caused by low dose chlorpyrifos, were significantly reduced. 

 The results obtained demonstrated that orally given ECa 233 could improve learning and 

memory deficit induced by low dose chlorypyrifos at least, partly through attenuation of free radicals 

subsequently protected hippocampus cells death. Some other mechanisms independent of 

antioxidative activity do exist and should be further investigate to establish complete profiles of 

underlying mechanisms of action of standardized extract ECa 233. 
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K��)�56�*)*��2c�&�����d��*!1)�e���0���1*����� _*&�L3��)(�L�+�'&�L3����
!.��2(����.��(`*".�3�� 8 �4a*�'0'�)�� 30 *���...................... $$$$$.. 
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�.��(���4�&�4a*�)�� 14 )2*.....................................................$$$ 
�3� Discrimination index ���1*����� +�3�'&�L3� ��01�2�&��!.��2(���
�.��(���4�&�4a*�)�� 20 )2*.....................................................$$$ 
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ACh  acetylcholine 

AChE  acetylcholinesterase 

AChEm  muscarinic acetylcholine receptor 

AChEn  nicotinic acetylcholine receptor  

ANOVA one-way analysis of variance 

ATCI  acetylthiocholine iodide 

ATSDR  Agency for Toxic Substances and Disease Registry 

BTCI  butyrylthiocholine iodide 

CMC  carboxymethylcellulose 

CNS  Central Nervous System 

CPF  chlorpyrifos 

CPF-oxon chlorpyfos oxon 

DI  discrimination index 

DTNB  5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) 

ECa 233 standardized extract of Centella asiatica ECa 233 

i.p.  intraperitoneal 

IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 

LD50  median lethal dose 

LSD  Fisher's Least Significant Difference  



K 

kg  kilogram 

M  Molar 

MDA  malondialdehyde 

mg  milligram 

min  minute 

MWM  Morris Water Maze 

Na2HPO4.2H2O di-sodium hydrogen orthophosphate dihydrate 

NaH2PO4.2H2O sodium dihydrogen orthophosphate 

No.  Number 

NRA  National Registration Authority 

o.d.  once daily 

OP  organophosphate 

ORT  Object Recognition Test 

pH  potential of Hydrogen ion 

p.o.  per os (oral administration) 

rpm  revolutions per minute 

sec  second 

S.E.M.  standard error of the means 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

TCP  3,5,6-trichloro-2-pyrinol 

µl  microlitre 

µm  micrometers 

µmol  micromolar 

vit C  vitamin C 

vit E  vitamin E 

WHO  World Health Organization 
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����� 1  
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�	�����	���
�	���	
���������	 

��������	 ���������������� ����������	��������������� ��� �����!�	�"� �
���	�����#$� ����% ��&������������	��������	���'(� )*� ����+���������,��#-	�������.,	��
�(��# �	������������ "��/��+���),�01+�,���"�*��2"3& ���")��� ,��� �#�����������"����%���
��/�/�)������������ ����3�"�+��� .,	�4!��"��!)����	�����������3� 
organophosphate ������	���'?�/�����-���"(����������#����	���"3&@�!���")��� ,��� 
(!���@ ")�+�"��, 2537) .,	�����!)������),�������,��#-	���������)�&��, ��	#-	#$�����HI 
acetylcholinesterase ��������!-"� ��+1�#���),&?$�����������--����,)�+�	���������,#-���
����������3���# �#- muscarinic &����--���"�� parasympathetic ����+��")��%#,+�#���!)���
&?$� �����+��� %�����"� �����	� ������ � +��,��������"�+,���P� ����#$����,� 	�������3��
�# �#- nicotinic �������"�� sympathetic ��� parasympathetic &����--���"���#�.�#�) 
� �#$����-�)� 2�3,�������+ ������	���"������������$� "��/�����+�/(��Q 	�������������$�
����3� ���������������#!���,� (")� �������)1 ��� 	3!� ����!R�*)S, 2537) �����������),
!)��������,��#-	���������&��,"(�,#����� ���  �������?������0��3-#� !- �� �����!)����
��),�������,��#-	��������#$� �����),�������,��#-����)�2���	T �	������������ H?��"���'
"��/����"3&@�!�,������#� .,		������������/�	#-	#$����"#��%���+I,���P��� ������)1��)-.�
�������-���# &���H��I���"����"�� 	#-	#$�&- ���� axonogenesis ����!)���,#-&��
��3(��)"��@�	��"�� �������),@� �-�!�������������	��(����% ���� �#�����"��+�3�+���),
.�%"���"��� (Dementia)�,� (Jett ���%2�, 2001; Schuh ���%2�, 2002; Fernando ���
%2�, 2005; Garcia ���%2�, 2005; Yang ���%2�, 2008; El-Hossary ���%2�, 2009) 

-# -� (Centella asiatica (L.) Urban) ����!��"3��!���),+�?������(��#�����)	�������
�	����!��+��	 .,	���0��3-#��������-# -������(������$���--# -��%�����,��"3��!� ����
"��!%32  �����P-%� ������ ���+�	�$��  ����+��3�%� �������������(������%�����,��"3��!�
���  	#�!- ����������/�)���������!����#���������/���������� �/����$��#� ���� �/��h�+�
�$������� � �/��,�#- ���"��+�#-"��!%32������� 	����&"@� ����-�!�������% �������
������	��(��#$� !- ��	#������?��� )�#	%���&������	 .,	����#���"� ��+1���	#�%������������

 



 

 

2 

���	��/��0��3-#���� �� �#$���$  ����"��+�3����������"3��!��% ������ �&��
"��"��%#1�������"�����R�*)S%���&���"(�+���� )*����������	3��	�����H#-H������ ��������	�
�/��0��3-#� ����#$� /(�����������#��� ���	#���#��%�)���������"3��!� ����������#������,��	
%32@�! (malpractice) /(��������#���������% �#�����������������   �!�������01+���$ 
%2�/(� )�#	 %2��@"#���"��I �3i�����2I+� )�	��#	 �?��,���� %),���������	"��"�#,
���j��-# -� ��H��� 233 ����%32�#��2��#�!?����"�%I %�� ����"��"�#,�������"����
�����-,� 	 madecassoside ��� asiaticoside H?������"��"��%#1��"#,"� � 1.5±0.5:1 ����
��)�2 triterpenoids ������� �� 80% �% �%��# �������P-�	������	 2 �m  (����)���I "�	hn� 
���%2�, 2549) �������?������ )�#	 !- �� "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �%32"-#�)
������� 	����&"@� ����-�!�������,���������	��(����% ������+�(��"I (Kam-eg ���
%2�, 2009) �?�����������"���������?���/�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ������#���
"@� ����-�!����&��������	��(����% �������'(��+���	 ����������,��#-	�������  

����������
���� 	��!"�# 

 �!����?���/�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ���@� �-�!����&��������	��(����
% �������'(��+���	 ���.,	%���I�!�)h�"&��,������+�(��"I 

����!$	� 	��!"�# 

 "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �R�*)S�n���#�+����,% ��3����&��@� �"���"��� 
���'(��+���	 ����+���),&?$��������,��#-%���I�!�)h�"&��,�����	��������������+�(��"I 

���%#&�����
	'�(	"�)'*���"	  	��!"�# (Expected Benefit and Application) 

�,�&��(���� )�	���"��I������",��+��+P�/�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ���
@� �"���"��������),�������,��#-	���������&��,�����	������������������	�� ����� H?��
��������"(�������	3��I������3�	I 
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 ������
!' 	��!"�# (Conceptual Framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

ECa 233 

Impairment of learning 
and memory 

Free radical  

Cell death in 
hippocampus region 

CPF-exposure 
(subclinical dose) 

? 

Assessed by 
MDA assay 

Assessed by 
Histology 

Assessed by 
MWM and ORT 

ChE inhibition  

Assessed by 
Biochemical method 



2.1 
����)E�!F�� (Chlorpyrifos

 %���I�!�)h�"����	��������)����	I"#��%���+I 
��3� organophosphate 
�)	����#��	����!��+��	 �������������")�*)@�!"(����������#,����#��(!������&����-� �
/�/�)������������ .,	�4!������#��(!�����! ����������,(,+����#, ���� +��� ����m��&P� 
+����!��$	���� ������� (World Health Organization [WHO]
!)�����#$���--���"���#�.�#�) �����--���"��"� ����� �#�����/�"�-���������R�*)S�����
	#-	#$�����HI acetylcholinesterase 
��),���%#��&�� acetylcholine
��)�2�� ������+���),�����!)����������
symptoms) �,���� %�����"� �����	� �$�����+� �$����
+�	�����-�� �������$����������������#!���,������"3, 
��),&?$��#$� "���'�&��"(�������	�,�������+�	�� "#/#" ���������������+�����!��/#�������
����� +�����),��������%���&��"���%���,)� �$�� ���������,� �������-������@�&��
"���%�����#,�������3�
���#	.�� (WHO, 2009) 

%���I�!�)h�"���������%�����-- 
Chemistry (IUPAC)  �� O,O
.���3� C9H11Cl3NO3PS
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry
Registration Authority [NRA], 2000; 

J	E��� 1

�����  2 

� �	�����	��!"�#��� ��#��*�� 

Chlorpyrifos) 

����	��������)����	I"#��%���+I (synthetic organic insecticides)
 �����"���''(�,(,H?�&��"(����$��	���!�� (non-systemic insecticides)

����#��	����!��+��	 �������������")�*)@�!"(����������#,����#��(!������&����-� �
/�/�)������������ .,	�4!������#��(!�����! ����������,(,+����#, ���� +��� ����m��&P� 

World Health Organization [WHO], 2009) %���I�!�)h�"
��#$���--���"���#�.�#�) �����--���"��"� ����� �#�����/�"�-���������R�*)S�����

acetylcholinesterase H?���+����������������	"��"������"��
acetylcholine -�)� 2���	���"���#�.�#�)���"�� ����,��#-%���I�!�)h�"

��)�2�� ������+���),�����!)�����������3��&�� acetylcholine ����)� 
�,���� %�����"� �����	� �$�����+� �$����	h(��� �+������� % �,#�.�+)�����

+�	�����-�� �������$����������������#!���,������"3, (Garcia ���%2�
��),&?$��#$� "���'�&��"(�������	�,�������+�	�� "#/#" ���������������+�����!��/#�������
����� +�����),��������%���&��"���%���,)� �$�� ���������,� �������-������@�&��
"���%�����#,�������3� organophosphate ����,#-�#����	&�������),!)� .,	��%I���

) %���I�!�)h�"'(��#,�+��	(�����,#- II +����% �����!)�������� 

���������%�����-- International Union of Pure and Applied 
O,O-diethyl-O-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphorothioate

PS �#,�	(�����3���3!#�*I&����, phosphorothioic ���� �.���3� 
Agency for Toxic Substances and Disease Registry [ATSDR], 1997;

[NRA], 2000; WHO, 2009)  .,	�"(��.%��"���� �",�,#�@�!

 

1 "(��.%��"��������%�&��%���I�!�)h�" (NRA, 2000)
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synthetic organic insecticides) ��
systemic insecticides) H?��

����#��	����!��+��	 �������������")�*)@�!"(����������#,����#��(!������&����-� �
/�/�)������������ .,	�4!������#��(!�����! ����������,(,+����#, ���� +��� ����m��&P� 

%���I�!�)h�" �% �����
��#$���--���"���#�.�#�) �����--���"��"� ����� �#�����/�"�-���������R�*)S�����

H?���+����������������	"��"������"�� acetylcholine ����+�
��"���#�.�#�)���"�� ����,��#-%���I�!�)h�"��

����)� (Cholinergic 
	h(��� �+������� % �,#�.�+)����� �����"�	 

���%2�, 2005) .,	!)����
��),&?$��#$� "���'�&��"(�������	�,�������+�	�� "#/#" ���������������+�����!��/#�������
����� +�����),��������%���&��"���%���,)� �$�� ���������,� �������-������@�&��

����,#-�#����	&�������),!)� .,	��%I���
+����% �����!)��������  

International Union of Pure and Applied 
pyridyl phosphorothioate ���"(��

���� �.���3� 350.6 
, 1997; The National 
�",�,#�@�!��� 1 

(NRA, 2000) 
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2.1.1 �� KL�
������	� 	#J	E (Chemical and physical properties)   

  %���I�!�)h�"����/�?�&���&P�������"� �����)�� ��3,+���+� ��� 41 � 43.5 
�����H��H�	" % �+������ 1.38 �./H3  .,	�%���������	���$�������	(���� 2 �./�. ��� 23 
�����H��H�	" ��� 1.39 �./�. ��� 25 �����H��H�	" %���I�!�)h�"����"������% �%��# ��
����� ������% �� ����#�"��3������ .���� .,	%��# �,���"@� �����������������,���� ���
'(���.,���HI�,���"@� ��������,������ ����#$�	#�"���''(���.,���HI�,���&?$�����  pH ���
�32+@()�!)�&?$� (NRA, 2000) 

2.1.2 ������!MN� 

  %���I�!�)h�"����- ���������	��������%���&���H#-H��� ����-����I�,�
+���+��	��), ���"� ��+1����-��)H?�����),&?$� ����),/�����)�)�)	����H)�,�#�����#- .,	
���#	����HI cytochrome P450 ��),���� chlorpyrifos-oxon (CPF-oxon) H?���������-����I
+�#� (ATSDR, 1997) ����% �����!)���� ��%���I�!�)h�"'?� 400 ���� (Nolan ���%2�, 
1984; Garcia ���%2�, 2005) .,	+�#������),������-��)H?���  �#$�%���I�!�)h�" ��� 
CPF-oxon ��'(�,(,H?�&��"(�����"����, ����&����"�"-�)� 2���$��	������� T &��������	 ��
����"��+�3+�?������������+���),!)�����,� (Mattsson ���%2�, 1996) ���'?��	������P�� 
"���#$ � "����'( ��� ��# ,!)��+� �,���	�� .,	 ��) ,��)�) �) 	� �� .,� ��H� "  ��� � � ���HI 
carboxylesterase ��� paraoxonase �����# ������)�)�)	� �,����-����I 3 ��), %�� 3,5,6-
trichloro-2-pyrinol (TCP), diethylphosphate ��� diethylthiophosphate H?���������-����I���
�% �����!)����	 ���'(�����#,������������	.,	����#-�#- glucuronide ��� sulfate �!���
&#-������������	����0""� � (Nolan ���%2�, 1984; Drevenkar ���%2�, 1993; Mattsson 
���%2�, 1996; Cometa ���%2�,  2007; Eaton ���%2�, 2008; Jiang ���%2�, 2010) 
�",�,#�@�!��� 2  



 

 

6 

 

J	E��� 2 ���- ����-��)H?&��%���I�!�)h�" (Iyer ���%2� 2008) 

���������- �������-��)H?,#����� ���  	#����	������ )�#	'?�% �
����!)�&�� CPF-oxon ������/��,��,#-&����(���*.�� ����+���,#-��3(��)"���!)���&?$� ���
����,#����� 	#�������������-����#, (Garcia ���%2�, 2005; Cometa ���%2�, 2007) 
������% �����!)�&��%���I�!�)h�" ��� CPF-oxon ���  	#����	������ )�#	'?�% �����
!)�&�� TCP �#�����/����������%���&��%���I�!�)h�"���$�� ,)��������� ���"���'
"��	��")��� ,����,����� TCP H?���% �����!)���� ��%���I�!�)h�"����2 2-3 ���� 
(Caroline ���%2�, 1994b)  

2.1.3  �)  	� !'E!K (Mechanism of Toxic action) 

  %���I�!�)h�"����������),!)����%���	�#-"������3� organophosphate �# 
���� T %�� ��	#-	#$����������&������HI acetylcholinesterase .,	�#-��� serine hydroxyl 
group -�)� 2 esteratic site &������HI ��),���� phosphorylated enzyme ����% �%��#  
���'(�"��	��#-������ free enzyme �,������ ����#$� ���"��������HI acetylcholinesterase 
&?$���+��#$� �����������	�� ���������2 2-3 "#�,�+I ,#��#$� +�����,��#-�������&!)� ��
����+�����HI acetylcholinesterase '(�	#-	#$�����������--'� � (irreversible process) 
���- ����,#����� ��$���	� �� �aging� ���� %�� ����%���I�!�)h�"�#-�#-����HI����),���� 
phosphorylated enzyme ���  �����)$�� ���� T "�������-��$��%��	T����	�$�����'(���.,���HI 
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.,	��),��)�)�)	� dealkylation &�� phosphorylated enzyme ��),����"�������-����% �%�
�# �!)�"(�&?$������"���'��#-����� free enzyme �,��������� �",�,#�@�!��� 3 

 

J	E��� 3 ���������),!)�&��%���I�!�)h�" (2#j)	� ��� !#�*3I, 2553)  

  ����������+�#��������),!)�������	#-	#$�����HI acetylcholinesterase 
,#����� & ���������  � 0�� 3- #��,� �"�)j��'?���������� ),!)�&��%��� I�!� )h�"��
"#� I�,��� �������,��#-����)�2���� T �	������������ �� "���'����+���),!)��,� .,	/���
�������	#-	#$����"#��%���+I,���P���, ������)1��)-.��������-���# &���H��I���"����
"�� (cell differentiation and proliferation), �-� �&- ���� axonogenesis ����+���--���
&�"��.�����@�	���H��I��),% �/),���) ����!)���,#-��3(��)"��@�	���H��I (Jett ���%2�, 
2001; Schuh ���%2�, 2002; Garcia ���%2�, 2005) "��/�����+���),% �-�!�������
% �������������	��(�&��"#� I�,��� ����+���),@� �% �����"��� H?������"��+�3+�?���������+�
��),.�%�#��H���I�,� .,	����,#����� ��$ ������,�"��/��+���),��������	�����&����,#-����HI 
acetylcholinesterase (Jiang ���%2�, 2010) 

2.1.4 �	 	�E!K 

  ������",�&�������),!)� �#�����/��������%#��&�� acetylcholine ��
��--���"���#�.�#�)���"�� �������+���),��3�������,����� T �#� �#$���$&?$��#-% ���P  ���
 )'����&������,��#-!)� H?��%���I�!�)h�""���'�&��"(�������	�,����	�#$�����)� "#/#" ������



+�	�� ���������%32"-#�)&��#�"���'����	�,�,����&#� .,	�����������!-#���),���
�������3���# �#-  muscarinic 
&?$� �����+��� +��,�+,���P� ������ � ���+# ��������� ������,� 	���
nicotinic �������"�� 
�����+# ��������P  % �,#�.�+)�"(� �������$�����3� ������� ��������#!���,� "� �/����
��--���"��"� �����������+���������� ���� �	 % �����"��� �,�(�	I+�	�� ����(�	I
% -%3��--����+�� �	�.�+)� 

J	E��� 4 ������",�&������,��#-

��������$	#�!-��	���
"#� �%���+I,���P��� ������)1��)-.��������-���# &���H��I���"����"�� 	#-	# $�
&- ���� axonogenesis 
���������	��( ����% ���� 
(Saulsbury ���%2� 2009)

+�	�� ���������%32"-#�)&��#�"���'����	�,�,����&#� .,	�����������!-#���),���
muscarinic   ����--���"�� parasympathetic ����+��")��%#,+�#���!)���

&?$� �����+��� +��,�+,���P� ������ � ���+# ��������� ������,� 	���
�������"�� parasympathetic ��� sympathetic �������������$���	 ����+���),

�����+# ��������P  % �,#�.�+)�"(� �������$�����3� ������� ��������#!���,� "� �/����
��--���"��"� �����������+���������� ���� �	 % �����"��� �,�(�	I+�	�� ����(�	I

+�� �	�.�+)� (Garcia ���%2�, 2005) �",�,#�@�!��� 4 

������",�&������,��#-%���I�!�)h�" (Klein, ���%2� 

��������$	#�!-��	��� ������,��#-%���I�!�)h�"&��,����
"#� �%���+I,���P��� ������)1��)-.��������-���# &���H��I���"����"�� 	#-	# $�

axonogenesis ����!)���,#-&����3(��)"��@�	��"�� ����),@� �-�!����
���������	��( ����% ����  �#�����"��+�3�+���),@� �"���"� �� 

2009) 
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+�	�� ���������%32"-#�)&��#�"���'����	�,�,����&#� .,	�����������!-#���),���
����+��")��%#,+�#���!)���

&?$� �����+��� +��,�+,���P� ������ � ���+# ��������� ������,� 	�������3���# �#- 
�������������$���	 ����+���),

�����+# ��������P  % �,#�.�+)�"(� �������$�����3� ������� ��������#!���,� "� �/����
��--���"��"� �����������+���������� ���� �	 % �����"��� �,�(�	I+�	�� ����(�	I

4  

 

���%2� 2008) 

&��,�����/�	#-	#$����
"#� �%���+I,���P��� ������)1��)-.��������-���# &���H��I���"����"�� 	#-	# $�

����!)���,#-&����3(��)"��@�	��"�� ����),@� �-�!����
"���"� �� (Dementia) �,� 
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2.2 Cholinesterase enzyme 

 Cholinesterase ������3�����HI����-�-��"��%#1��������	 .,	�+������+�#������
��.,���HI acetylcholine H?������"��"������"���������	 &����#-������	��(����% ���� .,	��
������	��!-����HI��$�	(� 2 ��), %�� 

1. Erythrocyte (true) cholinesterase +��� acetylcholinesterase .,	!-�����P,
����,�,�������$��	�����--���"�� �+������+�#��������.,���HI acetylcholine 

2. Butyrylcholinesterase +��� plasma pseudocholinesterase !-����!��"�
������$��	��������--���"�� �-�-���������.,���HI succinylcholine ���	#���
���-+����������#,�����������	 

����,��#-%���I�!�)h�"!- �� "���'���R�*)S	#-	#$����������&������HI�#$� 
acetylcholinesterase  ��� butyrylcholinesterase ��������,��#-"��!)� butyrylcholinesterase 
������,#�������% �� �������,��#-"��!)� ���� %�� ��,#-&������HI��$���,����P � �� 
acetylcholinesterase .,	�����,#-&�� acetylcholinesterase ���% �"#!#�*I�#-�#��2����
%�)�)���� �� (NRA, 2000; Askar ���%2�, 2010) 

2.3 
�	�"�	 (Memory) 

 % ���� ����% �"���'&��"��������,���&��(�����T ���"���'���	���#-��,� 
.,	���- ����,#����� ���������#	&��(�/����&������"�� ����# �#-% ��(�"?����� T &��
������	 ���� �#-@�!������� �#-�"�	����+(�#$��� +����#-% ��(�"?����� T ���������	 ���� �&� 
&� ������� ,#��#$� �����P-% �����,���+������	�#$� &?$��#-����������� �#�&��"��+��	
-�)� 2 �?�������+�"���'��P-% �����,�,� .,	�#� ����� % ����"���'�-���,� 3 ����@�
�+1� T ���+��������P-&��(� (Baddeley ���%2�, 2004) ,#���$ 

2.3.1 
�	�"�	"	  	�����T* (Sensory memory) ����% �"���'��������&��(����
"��/����&�����"����	�� ��"#$� T ���� ����� #�'3��� �-�"�	����-�)� 2���� H?��@�!�#$�
��%��	(�����2 250 )��) )���� ������+�	��@�	����	�� ����'?� 1  )���� .,	���
"#11�2@�!�+��&��������� +�������,�	)��"�	�������!(,&��%���-&��� ������,��!�	� 
2  )���� ������� .,	 sensory memory ��$��������--% ����&#$���������������P-&��(�� ���
��	�"#$� T ������'��	��,&��(��&��"(�% ������	�"#$������ ����	������P��������	����
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"��/���&��(��3��	����&��"(�% ������	�"#$� ��%#,������4!��&��(�����% �"������"��%#1
�����#$� ���- ����,#����� ���	� �� �selective attention� 

2.3.2 
�	�"�	��#���V� (short-term memory) +���������	� �� % ����"� ���)-#�)��� 
(Working memory) ����% ��������#-���� sensory memory .,	���+����������%�#�&��(�
�#� %�� ���"���'��P-&��(��,�����)�2�������#, ���� ������+�	��&.���#!�I '���������,
-#��?���P-� � �������+���),������,�����	�� ������� ����#$� % �����-- short-term 
memory 	#�"���''(��-� �+���'(������H��,����	 �������+���),������,��	���� ,��P  ���)
&��(�����	(�����	���$�����+�	��@�	����	�� ������2 18  )���� ���'����������H$�� +���
�-� �&��(�-��	 T (rehearsal process) &��(��#$��.���"�����'(�-#��?���% ������	�	� �,� 
% �����-- short-term memory �% �����	 &����#--�)� 2"��"� �+�#� %�� visual 
association area ���"��"� �+���-�)� 2 prefrontal cortex �#$� 2 &��� 

2.3.3 
�	�"�	��#�#	� (Long-term memory) ������	��(� ���"�)�011� ����),&?$�
�,��#$������ long-term memory �!�������% �������%���&���'� � ��������+�	���� ����
�	( ���"'�����2I�� ����,��?�'?�") ���# $���� �P�� ���"���'%����"-���2I���,��� ����
"���'���	�&��(��+����#$���#-��,� % ������	���$"���'��P-&��(��,�����)�2���������#, 
��������� �� long-term memory ����P-&��(�� �-�!�$�j��&��% �+�	���% �"��%#1
&��&��(� H?��������� short-term memory �����P-&��(����(��--�"�	�����"� ��+1� ���� ������
"���'�������  #��,����m��), &��������,� +���������"-���2I���� T ���,���������	 �#-�����
�,��	������	�� ������� .,	 long-term memory �����),&?$������ ����),�����������	�����
.%��"����&���H��I-�)� 2 synapse H?��!- terminal fibrils ���-�)� 2 synapse &���H��I
"���!)���&?$�  +������������	�����.%��"��������� �%� ����+�����"����.�����, RNA 
���"��"������"�������� �	 &����#-% �����!)���&?$��,� .,	�#� ��"���'�-�� Long-term 
memory �,����� 2 ����@� ,#���$ (�",�,#�@�!��� 5) 
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J	E��� 5 ����-������@�&��% ������	�	�  (Head�s blog@NHGS, 2010) 

2.3.3.1 Declarative memory (Explicit) 

% ��������@���$ ����% ���������),&?$�&2��"�) (conscious) �����
�"� +����% ��#$��� �!������	�&��(��+����#$���#-��*)-�	����%��!(, +�������&�	�-��	�	 ���
���/��,� "���'�-���,� 2 ����@�	��	 (Purves ���%2�, 2008) �,���� 

Semantic memory 

����% ��������	 �#-% ��(�!�$�j���#� �� +�������&����P���)�����	 �#-
"'�����2I�0��3-#� +���������% �+�	&��%�� "#1�#��2I ���� T  �+�3���2I�+�����$��'(�
-#��?���P-� ����� long-term memory ���	-���	��� ���������������	 ���� ��������+� �&��
��������	, �#������%��� 2���	 T +��� ���� #���"#�,�+I ������� .,	% ��������@���$���#	
"��"� � medial temporal lobes ����	������P�� semantic memory ����),��������	�����
�,�'������+���� (amnesia)  

Episodic memory 

����% �����������	 �#-������?�'?��������� ���� T �������	 �#-�� )�&��
�����, ���"-���2I	���+�#����� � #	�,P� (experience) .,	#��% �"#!#�*I�#-"'�����
���� �� ���� ���4��� #��#-��)11������m������  +��� �3-#�)�+�3�����),&?$����� 2 �m������  ������� 
.,	% ��������@���$���#	"��"� � medial temporal lobes � '?� hippocampus ��� 
parahippocampus  
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2.3.3.2 Non-declarative memory (Implicit) 

����% ��������% �"#!#�*I�#���+ ���")�� ���� (stimuli)  �#-���
��-"��� (response) �����),���������	��(� "���'��),&?$��,��	����#�.�#�) .,	���������	��
�����������%), (unconscious) % ������),��$#���),����������� +������H$��-��	T �����),&?$�
�	������ T #�������	 &����#-�#������,����)��� )� +������������&��������	 �!�����-"������
")��������-�# ,� 	 )*�����+��" ���� �����������)", �������,���� +��� ����+	�-�-�%�����+P��h
�,� �������  -��%�#$��?����	�% ��������@���$ �� procedural +��� muscle memory % ����
����@���$���#	"��"� � striatum, cerebellum ��� basal ganglia (Krupa, 2009) 

 

J	E 6 % �"#!#�*I��+ ���"� �&��"�����% ��������@����� T (TL's Journey of Life) 

2.4  ����� 	����
�	�"�	 (process of memory) 

���- ����&��% ���� ��)��#$��������#-&��(� ������#��'?�����#,��P-&��(� ��
�����-,� 	 4 &#$���� %�� encoding, consolidation, storage ��� retrieval .,	������#,��P-
&��(��, T ������/���% �����#$� 3 ����@� %�� sensory memory, short-term memory ��� 
long-term memory (Kandel ���%2�, 2000) �",�,#�@�!��� 7 
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J	E��� 7 ���- ����&��% ���� (Head�s blog@NHGS, 2010) 

2.4.1  	��������*��T� (Encoding) 

����������	��(�&��(��+�����#-��� sensory stimuli ��� ������%#,�����&��(����
"��� �!���-#��?������P-� ���% ������� .,	���&��(�������� ����� )�%���+I+����#,��P-
&��(��#$�  ���- ������$���	� �� �encoding strategies�  

2.4.2  	�"�' 	��*��T� (Consolidation) 

�������- ����������+������������#,�����������	�����&��(�+�#������� 
encoded ���  �!����+�&��(��% ��������-�	-���"���'��P-�,�	� ���&?$� ���	#�%��%��% �
�,) .,	����� ��"��"� � hippocampus ���-�)� 2.,	��-�"� �����	 &����#-���- ������$ 

2.4.3  	� a��� K	�*��T� (Storage)  

���+�����������+�����P-&��(��,�����)�2������#,  �!����+�&��(��#$�"���'��P-
� ��,���� ���!�����������	���#-�����,����%�#$� .,	&��(�����P-�,�,��!�	��, &?$��#-��	�� ��
&����� rehearsal 	)�����&��(�	)����P-�,�,� "��"� ��������	 &����#-���- ������$ %�� temporal 
lobes -�)� 2 diencephalon 

2.4.4  	���# �*��T� ��� (Retrieval) 

�������- �������	�&��(���#-%�� �!������&��(��+����#$������+���),���.	��I 
.,	���- �������	�&��(���#-%��������")�*)@�!�	����� ����"@�!� ,����#-&��(����$�+�
������	���#-�#$��% ������%�	��#� 
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2.5 J	��
�	�"�	�c��� (amnesia)  

 @� �% �����"��� ����@� �/),���)���,���% ���� .,	������������&��"��"� �
����	#��������) ���� ���% �/),���)���,���������@��� (aphasia) ��"(1�"�	�#�����������
�)� #�������� #� (apraxia) ��� ���% �/),���)�����-�)+���#,��� (executive dysfunction) 
"��+�3"� ��+1����������),�3-#�)�+�3����'	��I �������+���),�������-���������	���
�3����-�)� 2�����, ��),����),���$�� �#" herpes ��"��, @� � chronic alcoholism +����
% �/),���)���,������2I ������� .,	����� ����),���% �/),���)&��"��"� � medial 
temporal lobes -�)� 2 hippocampus �0��3-#��,������-��@� �% �����"����������      
2 ����@��+1� T %�� 

2.5.1 Retrograde amnesia  

����@� �% �����"��������),�������,��#-�������-��������+�������,��#-
-�,��P--�)� 2"�� ����+���),���"(1�"�	% ������� .,	�� ���	�� ��&���+�3���2I���
"(1�"�	���# $� ��������+�3���2I������),�+�3���� ���������'?�������),�+�3+��	 T �m 
% �����"�������@���$���% �-�!����&�����- ���� retrieval ���� %�� ��"���',?�
&��(�"� ������P-� ��� long-term memory �����,� .,	������- �������	��(�")���+� T 	#�,��	(� 
���� /(������),�3-#�)�+�3������&#-&���#��	��	��I ������,��#-�������-���������	����3���� 
�&�����"���'����+�3���2I&2���),�+�3�,���	 �� �������% �!	�	��!�	��, .,	�����
 ����������	"��"� � hippocampus ���/���������), retrograde amnesia 
(Sutherland ���%2�, 2001) 

2.5.2 Anterograde amnesia 

����@� �% �����"��������#��2����&���#- retrograde amnesia ���� %�� 
% �������� �������),�+�3��	#�%����),��	(�  ������% �-�!����&�����- ���� 
consolidation &��&��(��+� T ����,��#- �����������"���'�����	� short-term memory �+�
���	���� long-term memory �,� 	��# �	������� /(��Q 	��"���'��������!�	I�������# �,���	 
�� �����#����#-�!�	I%��,)�������	�� ��+��	�m ����	-�"��� ���,��#����#-�!�	I%�
�+����,� �� % �����"����#��2���$ #�����01+������"���� semantic ��� episodic 
memory �+� ��&2����������	��(��#����+� T (procedural memory) ���"�	�� (Race ���
Verfaellie, 2011) 



2.6 ����  (Centella asiatica

2.6.1 �� KL��	�Ed Ke	����

 -# -���������!R����"��I �� 
Umbelliferae ��������	���@����#��R� �� 
Herbal, Hydrocotyle ��������$	#����������')�� 
�+����#� ���� /#�� �� (
��-#���� (������), � ��.%� 
2546) �#,���������3����! �/#� �#��2��-�����-�,��	 �����������3��),�#-��� �-�
�#��2������(���+����(��� �"��/���(�	I���� 
���������.%��- ���������,��	��	 
&� +����&�	 ���� 2 !( (#��

J	E��� 8 -# -� (Centella

 "��"�#,���
�#����/�������!����+�� ������������3(��)"�� 
2552) ��������$ 	#�!-"��!%32&��
�����������	 ������ ���+�	�$�� �,�&� ��������"�	 -���3�% ���� -���3�"3&@�! -���3�+# �� 
��������!��	 ����	��� &#-����,�"�	 �,�����),+�������#��"- 
�����,� ("3@#% @)�	I, 2550)

asiatica) 

�� KL��	�Ed Ke	����  

-# -���������!R����"��I �� Centella asiatica (Linn.) Urban
��������	���@����#��R� �� Asiatic Pennywort, Indian Pennywort, Tiger 

��������$	#����������')�� ��������� �������!�$������������	�-# -������
(@�%���), /#�+��� (@�%�+���), ��&��,��� (����+���	�������"��

� ��.%� (4���)�����) ��� �����H������ (���������
�#,���������3����! �/#� �#��2��-�����-�,��	 �����������3��),�#-��� �-�

�#��2������(���+����(��� �"��/���(�	I���� 2-4 H. ,������������%���	�� ����,��
���������.%��- ���������,��	��	 3-6 ,�� ���-,���(��&�"�� ��&� /�&��,��P�"�

#��� ����I������, 2548) �",�,#�@�!��� 8   

Centella asiatica) (Trance plants natural products and incenses

"��"�#,����--# -��"��!%32����3�����"#��%���+I collagen 
�#����/�������!����+�� ������������3(��)"�� (��		� �3���� � ���

	#�!-"��!%32&���--# -�������	 �������"3��!�!�$�-��� ���� 
�����������	 ������ ���+�	�$�� �,�&� ��������"�	 -���3�% ���� -���3�"3&@�! -���3�+# �� 

�����!��	 ����	��� &#-����,�"�	 �,�����),+�������#��"- ������$����#�����"��+�3&��.�%
2550) 
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(Linn.) Urban �	(��� ��I 
Asiatic Pennywort, Indian Pennywort, Tiger 

��������� �������!�$������������	�-# -������
����+���	�������"��), 

���������) ("!� @(�)	��#��I, 
�#,���������3����! �/#� �#��2��-�����-�,��	 �����������3��),�#-��� �-�

,������������%���	�� ����,��
,�� ���-,���(��&�"�� ��&� /�&��,��P�"�

 

plants natural products and incenses, 2009) 

collagen "���/� 
��� , ��� ��1��.!*)S, 

�������"3��!�!�$�-��� ���� 
�����������	 ������ ���+�	�$�� �,�&� ��������"�	 -���3�% ���� -���3�"3&@�! -���3�+# �� 

������$����#�����"��+�3&��.�%
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 "��+�#- )*�&	�	!#�*3I�#$� ���������-# -�����!���&����� !-&?$��#� ��������3�
�4� ��%#��� ����)+����$�� (�!P1�@� ��#!	I���)1, 2542) &	�	!#�*3I.,	�����P, ������
������+���������	� �� ��+�� �0���� �#,�	��+��������������������� �������(���!�$�����4� 
����,��#-�"���!�"% � ����!�����&?$����	 ��(��,����,�m ("!� @(�)	��#��I, 2546) 

2.6.2 ��
���� ���	�
�� (Chemical components) 

  -# -������-,� 	"���%�+��	��),���"��%#1 %�� �"�� terpene acids �,���� 
asiatic acid, madecassic acid ��� glycosides ���� asiaticoside, madecassoside ���
"�������- phenolic �",�,#�@�!��� 9 ��������$	#������-��,� 	�$�� 90%, %��I.-���,�� 
7%, ���"���)����	I���� T ��� 2%  

 

J	E��� 9 .%��"��������%�&��"��"��%#1 asiaticoside, asiatic acid, madicassoside  ��� 
madecassic acid (Amazing nature, 1995)  

2.6.3 d�h!i�	�J��&�!�#	 

2.6.3.1 d�h!i�� K	�j�k� ��E	��	�	� 

   Cheng ��� Koo (2000) �����+�"��"�#,-# -�&��, 0.05, 0.1 ��� 
0.25 �./��. ���������+�(������'(��+���	 ����+���),�/�������!����+��,� 	��,��H��)� !- �� 
�/��&��,��P��� ����� 	�!)����� �&��+��,����,�����$��	���&��+�(��� ��������$	#�!- �� 
-# -�	#��� 	�,���������&������HI myeloperoxidase (MPO) ���,� 	 
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2.6.3.2 d�h!i�' 	��� �� 

Yun ���%2� (2008) !- �� /�&�� asiatic acid ��� asiaticoside ���
�	��,�����--# -���&��, 30, 60 ��� 120 �.%�.���I����H��I RAW 264.7 macrophages ���
'(�����3��,� 	 lipopolysaccharide (LPS) ���R�*)S��������#��"- .,	��	#-	#$�����+���)�2

&�� inducible nitric oxide synthase (iNOS), COX-2, TNF-α, IL-1β ��� IL-6 �,���,� ����+�
���/�)� nitric oxide (NO) ��� PG E2 �,�� 

2.6.3.3 d�h!i�*	�����T��!��� 

Gnanapragasam ���%2� (2004) !- �� �����+�"��"�#,-# -� 
&��, 200 �./��. ���������+�(��� ���R�*)S�� 	������3(��)"�� H?��"���'�� 	�n���#�
���'(������	&�����$��	���+# �� .,	�/����,��,#-&�� Creatine phosphokinase (CPK), 
Myocardial lipid peroxidases (LPO) ��� superoxide dismutase (SOD) 

2.6.3.4 d�h!i��	��j� 

Shukla ���%2� (1999) !- �������+�"�� asiaticoside ���"�#,���
�--# -� &��, 0.5, 1.0 ��� 10 �./��. ������ ��� 0.2% asiaticoside ��-�/) +�#� 
��+�(��� ����+� 0.4% asiaticoside ��-�/) +�#���+�(�����������-�+ �� !- �� �� 	���
�+��/��&��,��P��� ��������$	#�!- ��	#��R�*)S�� 	�!)�%����������% ��&P����&��
���$��	��� �#$�+�(���)���+�(��������-�+ �� 

2.6.3.5 d�h!i�*	�&cV���
����# (Antibacterial activity)  

 Oyedeji ��� Afolayan (2005) �?���R�*)S�������$��-%�����	&���$��#�
+����+	���-# -� /�����?���!- �� �$��#�+����+	���-# -���$�R�*)S�������$��-%�����	�#$�
���- � (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus.) �������- (Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei.)  

2.6.3.6 d�h!i�*	� 	���(�������M��� (Antiproliferant effects)  

 Sampson ���%2� (2001) �?���/�&��"��"�#,-# -����.�%"���P,
��)� H?������.�%�����),�������-���# &���H��I/) +�#�/),���) !- ��"��"�#,-# -�"���'�,
����-���# &���H��I/) +�#��#$� keratin �,���+��,�,��� 
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2.6.3.7 d�h!ik� 	�� �m��M�������	� ���j��(� 	���#��T*���
�	�"�	  

 Gupta ���%2� (2003) !- �� "��"�#,-# -��� 	�+����- ����
���	��(����% ����,�&?$���+�(�������,��#-"��"�#,-# -�&��, 200 )��)��#/�).���# ������ 
����� �� 14  #� ���!- ���� 	�,��,#-&�� malondialdehyde (MDA) ��"��&��+�(������
,� 	 ��������$	#�!- �� +�(������'(��+���	 ����+���),����#�����������	��(�-�!����,� 	���4�, 
pentylenetetrazole (PTZ) ���������#��,������������	��(����,�&?$� ����+�(����,��#-"��"�#,
-# -�&��, 300 �./��. ������  

Rao ���%2� (2007) !- �� +�(�������,��#-"��"�#,-# -�,� 	�$��&��, 
200 �./��. ������	�� �� 15  #� �� 	�!)�������	��(����% ���� ��������$	#��� 	�!)����
������&������HI acetylcholinesterase ��"��+�(-�)� 2 hippocampus 

Wattanathorn ���%2� (2008) �?���/�&��"��"�#,-# -���
��"�"#%�"3&@�!,�������	3��� �� 60 �m&?$��� ���� � 24 %� .,	�,��#-"��"�#,-# -� &��, 
250, 500 ��� 750 �./ #� ������	�� �� 2 �,��� ���% ����������������������)������
&?$� � �#$��������	��(����% �������,�&?$� 

 "��+�#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �,������?��� )�#	��
"#� I�,������'(��+���	 ����+���),@� �"��&�,����,.,	���/(�+��,����,�,��%.��)��#$�"��
&����--�#� %��  (T2VO) !- ���� 	�!)�������	��(����% ���� ����#$�	#��� 	�,��,#- 
malondialdehyde ��"���,��	�����#	"��%#1���"')�) (	3�� �#��)")�� ���%2�, 2551&)  

2.7 �	�� �'�	��$	�����  ��M�� 233 

����������01+����,���% ������ �&��"�����R�*)S��"3��!� ����+�����#�������,�
��),% ��������� �!���&�#,�01+���$ %2�/(� )�#	 %2��@"#���"��I �3i�����2I+� )�	��#	 �?�
�,���� %),���������	"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ����%32�#��2��#�!?����"�%I %�� 
����"��"�#,�������"���������-,� 	 madecassoside ��� asiaticoside H?������"��"��%#1��
"#,"� � 1.5±0.5:1 ������)�2 triterpenoids ������� �� 80% �% �%��# �������P-�	������	 
2 �m (����)���I "�	hn� ���%2�, 2549) �",�,#�@�!��� 10 
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J	E��� 10 "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 

2.7.1  	�eN K	d�h!i�	�J��&�!�#	����	�� �'�	��$	�����  ��M�� 233 

  Tanintaraard ���%2� (2009) �,��������?���.,	�����"��"�#,���j��
-# -� ��H��� 233 ���% ���� 0.05% ���+�(������'(��+���	 ����+������/����,���-�)� 2+�#�&��+�( 
!- �� �#��2��/����,&��+�(������% ��&P������&?$� ����#$� ��������)�% �+��&���#$�
+�#����!��� !- �� �#$�&��+�#����!����% �+����� ����3�% -%3�,��	�����#	"��%#1���
"')�) H?���",��+��+P� ��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �R�*)S�������"��&���/��,� 

  Wannarat ���%2� (2009) !- �� ������"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 
% ���� 0.05% -�)� 2+�#�&��+�(���'(��+���	 ����+������/��+�,� 	% ����� ���� 	�������
"���/��+��,���P &?$� 

  Kam-eg ���%2� (2009) !- �� ����+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ��
&��, 10 �./��. ������ #���"��%�#$������ �� 7  #� "���'�n���#����+������+�(��"I���
'( � �+��� 	 �� � �+� � �) ,��� ��� 	��(� �� ����+����������4�,  β-amyloid �&� ���� 
intracerebroventricular �,� 

  Ruengprasertkit ���%2� (2010) !- �� ��"�"#%�"3&@�!,� ������	3 18-65 
�m�����/���������),������3���� �����,��#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ����% ���� 
0.05%, 0.10% ��� 0.20% ������"��������+�	&���/��,�@�	�� 10  #� +�#������
"��"�#,,#�����  � �# $�	#��R�*) S������,������ , ���&��,&���/��������,��	����
���")�*)@�! 
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2.7.2  	�eN K	�	�E!K�!�#	 

/���� )�#	% �����!)��--�4�	-!�#� �����n��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 
233 �������!�	�%�#$��,�	 ���+�(��"I ��&��, 10 ��#/�).���# !- �� ������+�+�(��"I��	 
��������,"�-% �����!)��?�����$��#� .,	�+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ��&��, 
100 - 1,000 �./��. ���+�(����),����#��3� #� ����� �� 3 �,��� �P��!-% �/),���)&�� 
blood chemistry +���% �����!)����� T �������+�"#� I�,�����	�,������#� �",��+��+P� �� 
"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �% �����!)������� (	3�� �#��)")�� ��� %2�, 2551�) 
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����� 3 

�!h�'�	�!� 	��!"�# 

3.1 ������'��� 

+�(��"I "�	!#�*3I ICR �!�/(� ��	3 4 "#�,�+I ���� � 278 �#  ����(�	I"#� I�,���
�+�����) +� )�	��#	+),� ����	� �#�+ #,�%��j �������$	����%2��@"#���"��I 
�3i�����2I+� )�	��#	 �!�����������#-"@�! �����������,�������� �� 1 "#�,�+I @�	��
+������$	�"#� I�,�������% -%3�32+@()��� 25±1 �����H��H�	" % -%3�"�" �������, 
12:12 �#� .���� #� ���--��-�	���������+��"������$	������!��"�)����� #",3������
����&�$�����	���"���, .,	�,��#-��+��"����P��(�����$��"���,�����) ���+# &�� )�#	�,�/������
��3#�)&��%2�������% -%3,(��������$	����������"#� I�,��� �!��������� )�	���"��I 
%2��@"#���"��I �3i�����2I+� )�	��#	 ��&��� 11-33-013 

3.2 �	�
�� 

• Standardized Extract of Centella asiatica ECa 233 

• Olive oil (Sabroso®, Spain) 

• Triton X-100 (Sigma, USA) 

• Acetic acid (BHD, England) 

• Butanal (Ajax Finechem, Australia) 

• Pyridine (Ajax Finechem, Australia) 

• Pentobarbital (Nacalai tesque, Japan) 

• Normal saline solution (GHP, Thailand) 

• Sodium hydroxide pellets (BDH, England) 

• Thiobarbituric acid (TBAR) (Sigma, USA) 

• Chlorpyrifos Pestanal (CPF) (Sigma, USA) 

• Acetylthiocholine iodide (ATCI) (Sigma, USA) 

• Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Sigma, USA) 

• Carboxymethylcellulose (CMC) (Sigma, USA) 

• 1, 1, 3, 3-Tetraethoxy-propane (Malondialdehyde) (MDA) (Sigma, USA) 
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• Butyrylthiocholine iodide crystalline (BTCI) (Sigma, USA) 

• 5,5′-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (Sigma, USA) 

• Sodium dihydrogen orthophosphate (NaH2PO4.2H2O) (Ajax Finechem, Australia) 

• Di-sodium hydrogen orthophosphate dihydrate (Na2HPO4.2H2O) (Asia Pacific, 
Australia) 

• Diethyl ether (Fisher sciencetific, England) 

• L-Ascorbic acid (Sigma, USA) 

• α-Tocopherol (Sigma, USA) 

• Cresyl violet (Sigma, USA) 

3.3 ���'������� �L� 

• Tips 

• Tubes  

• Stop watches (Seiko) 

• Beaker  

• Glass cylinder  

• Automatic pipettes 

• Feeding tubes 

• Needles 

• Forceps 

• Scissors 

• Syringes  

• Digital camera 

• Multichannel pipette 

• Microplate 96 wells plate 

• Stainless steel spoon 

• Eppendorf plastic tubes 

• Volumetric flask 
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3.4 
�c����c� 

• Automatic mixer (Vortex, USA) 

• Homogenizer (Glas-Col, Terre Haute, USA) 

• Centrifugater (Sorvll, GLC-2B, USA) 

• Spectrophotometer (Shimadzu, UV1201, Japan) 

• Microplate reader  

• Locomotor activity set (UGO Basile, Comerico, Italy) 

• pH meter (Beckman, UK) 

• Water bath  

• Cryostat (Leica, Germany) 

• Refrigerators 

• Morris water maze set 

3.5 �!h� 	��!"�# 

3.5.1  	����#��	��'��� 

 "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ��#��2�����/������	,�������"� 
�����-,� 	 madecassoside ��� asiaticoside H?������"��"��%#1��"#,"� � 1.5±0.5:1 ����
��)�2 triterpenoids ������� �� 80% ����	����"������	�+������� .,	���"������	 
0.5% carboxymethycellulose (CMC) �����$�����"�		� H?��+�(��"I���,��#-"��"�#,��
��)��� 5 �./��. "� �%���I�!�)h�"����	����"������	�+������� .,	����$��#���������
�# �������	 ����+�����)��� 2 �./��. "��+�#- )��)�H� ��� �� H?������"������R�*)S 
antioxidant ������� positive control ������	����"������	�+������� .,	���"������	 
0.5% CMC �����$�����"�		�����+�����)��� 5 �./��. 

3.5.2  	��	 Median lethal dose (LD50) ���
����)E�!F�� 

���+�%�� LD50 ���+�(��"I���� � 50 �#  �-��������� 5 ��3� T �� 10 �#  
���+�,&��,�������+�+�(��"I��	 ���� � 5 &��, .,	�+����������+�(��"I�!�	�%�#$��,�	  
�),�������!)�������� �+�(�����	����	�� �� 14  #� %��� 2%�� LD50 .,	 )*�&�� Miller 
��� Tainter (1944) ������� ������	&��+�(��"I���������3�   
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3.5.3  	���(� ��(�������'��� 

"#� I�,�����'(��-��������� 6 ��3�T �� 38 �#  �������3����,��#-"���,"�-
.,	����n�� #��� 2  %�#$� ���� (8.00 �.) ��� �	P� (16.00 �.)  ������	�� �� 20  #� ,#���$  
  ��(���� 1 : +�(��"I����,��#-�$�� 2 �./��. ������  #��� 1 %�#$� ��� 0.5% CMC 5 �./��. 
������  #��� 2 %�#$� ���� �	P� 
  ��(���� 2 : +�(��"I����,��#-�$��#����� 2 �./��. ������  #��� 1 %�#$� ��� 0.5% CMC 
5 �./��. ������  #��� 2 %�#$� ���� �	P� 
  ��(���� 3 : +�(��"I����,��#-%���I�!�)h�"&��, 30 �./��. ������  #��� 1 %�#$� ��� 0.5% 
CMC 5 �./��. ������  #��� 2 %�#$� ���� �	P� 
  ��(���� 4 : +�(��"I����,��#-%���I�!�)h�"&��, 30 �./��. ������  #��� 1 %�#$� ���"��
"�#,���j��-# -#� ��H��� 233 &��, 10 �./��. ������  #��� 2 %�#$� ���� �	P� 
  ��(���� 5 : +�(��"I����,��#-%���I�!�)h�"&��, 30 �./��. ������  #��� 1 %�#$� ���"��
"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 30 �./��. ������  #��� 2 %�#$� ���� �	P� 

 ��(���� 6 : +�(��"I����,��#-%���I�!�)h�"&��, 30 �./��. ������  #��� 1 %�#$�,  )��)��� 
&��, 75 �./��. ������  #��� 1 %�#$� ������� ��� )��)�H� &��, 100 �./��. ������  #��� 
1 %�#$� ����	P� (Ambali ���%2� 2010) 

3.5.4  	��� ��� 	��'��� (experimental design) 

3.5.4.1  	��'��� Locomotor activity ��� Morris Water Maze  

+�(��"I�������3����,��#-"���,"�-������,����+�,� � ������	�� �� 
20  #� .,	��������)�!R�)���������	��(����% ���� ���+�(��"I��,"�- locomotor 
activity �!����?���/�&��"���,"�-���!R�)�������%������+ &��+�(��"I .,	��,����)����
�� #���� 13 @�	+�#�����,��#-"���,"�- ����#$��?������,"�-!R�)���������	��(����
% ���� .,	 )*� Morris water maze �� #���� 15 '?� 20 @�	+�#�����,��#-"���,"�- �����"�P�
")$�����,"�-,���!R�)��� +�(��"I��'(�4�,,� 	 pentobarbital sodium &��, 60 �./��. 
�&������������� (i.p.) �!�����P-����,���+# ��,� 	 )*� cardiac puncture ���������� � )�%���+I
���,����� �%�  (Biochemical analysis) .,	��� #,��,#-���������&������HI 
cholinesterase ����#$������� sacrificed �����P-���$��	���"�� 3 "� � %�� hippocampus, 
prefrontal cortex ��� cerebral cortex .,	-�)� 2 hippocampus ��� prefrontal cortex 
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������� �+���,#-���������&������HI acetylcholinesterase "� � cerebral cortex �����
�,"�- lipid peroxidation �",�,#�@�!��� 11 

3.5.4.2  	��'��� Object recognition test ���"�� 	#�!J	
e	���� 

 ����,"�-��$�-��������� 2 &#$���� %�� @�	+�#�����,��#-"���,"�-
 #���� 14 ��� 20 ����+�(��"I�,��#-"���,"�-����	�� ������,����+�,� � ���+�(��"I�
�,"�- Object recognition test �����"�P�")$�����,"�-���,���!R�)��� ������ decapitate 
�����P-"�� �!���,(�����	&���H��I���"��-�)� 2 CA1 ��� CA3 ��"��"� � 
hippocampus �",�,#�@�!��� 11 

 

 

J	E��� 11 �/�/#�����,"�- 

 	��'��� Object recognition test ���"�� 	#�!J	
e	���� 

 

 	��'��� Morris Water Maze ��� Locomotor activity 
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3.5.5  	��'����	�Ed�! ��� (Behavioral test) 

3.5.5.1  	��'��� Locomotor activity 

  Locomotor activity test ��������?���!R�)�������%������+ &��+�(
��"I �!�������)�/�&��"���,"�-�����--���"��"� ��������% -%3����%������+  ���������
���"#� I�,������,"�-!R�)������������ .,	����3���2I������	� �� locomotor activity cage 
(UGO Basile 7430, Comerico, Italy) H?����#��2����������&��,	�  35 H. � ��� 23 H. 
���"(� 20 H. !�$�����������"�����"&��,�"��/���(�	I���� 3 .  ������ ��� .,	�����
����+����#� 11 . �",�,#�@�!��� 12 �������,"�-@�	��+������% -%3�"� �������"�	�
�-� � .,	�+�"���,"�- 15 ���� ���������������"�� ��� locomotor activity cage "#�������
�����	����� ����#-���� �%�#$�&������,)�&��+�(��"I����� �� 30 ���� .,	������� �%�#$�&��
����,)���3�% -%3�������j�����������	-���	-�#-��3�����+�"���,"�- (Gupta ���%2�, 
2003) �",�,#�@�!��� 12 

 

J	E��� 12 �3���2I Locomotor activity cage 
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3.5.5.2  	��'���
�	�"�	��� 	���#��T*'*�#�!h� Object Recognition 

 Object recognition test ��������,"�-% ��������	 �#-�����)-#�)��� 
(working memory) &��+�(��"I ������?�����$���,"�-% ����@�	+�#�����,��#-"���,"�-
%�- 14 ��� 20  #� .,	�-������,"�-������� 4 ��	� �",�,#�@�!��� 13 (Dere ���%2�, 
2007; Jorge, 2006) ,#���$ 

1. Habituation phase ������� Object recognition test 1  #� (Day 13 
+��� Day 19) ���+�(��"I���#-"@�!�+���),% ��%	�)��#-�3���2I������������,"�- �!����,
% ��%��	, .,	�+�"��� � #�'3@�	�������"���+���	"�,��&��, 60x40x50 H. % -%3�32+@()��� 
25 ± 1 �����H��H�	" ������	�� �� 5 ���� .,	������� #�'3   

2. Sample phase @�	+�#�����,��#-"���,"�-%�- 14 +��� 20  #� 
���+�(��"I��,"�- Object Recognition Test .,	�+�+�(��"I"��� � #�'3"��")������+����#� 
(A/A) ����� �� 5 ���� -#��?�� �����+�(��"I��������"��� � #�'3������)$� �����"�P�")$����
�,"�- �+����% �"���,�3���2I,� 	��������I 

3. Delay phase !#�+�(������	�� �� 15 ���� 
4. Test phase ��	���$���+�(��"I�"��� � #�'3"��")�������������#� 

(A/B)  ������	�� �� 5 ���� "#����!R�)���&��+�(���-#��?�� �����+�(��"I��������"��� �
 #�'3������)$� �!�������%��� 2+�%�� Discrimination index (DI)  

              Discrimination index (DI)    =      TimeB - TimeA                            
                        (TimeB + TimeA) 

 

��	#���  
1. ���"��� � #�'3 +�	'?� ������+�(��"I����(�, #�'3����	�+������ #�'3����)� 2 H. 
2.  #�'3����������% ���#��2�"��� ���&��,�����%�	��#� �����)�� 
3. �#��2�&�� #�'3������#� ��� +��� #�'3���+�(��"I"���'�#,����,� 
4. ����,)� ���- +����#��-� #�'3 ���#-����� �������������"��� � #�'3 
5. ���� � Sample phase "#� I�,������������	�� �������"��� ������ #�'3�����	

� �� 3  )���� ����� � Test phase �����	� �� 1  )���� �?������� ���#$���%��� 2
%�� Discrimination index (Rosa ���%2�, 2005) 



3.5.5.3  	��'���
�	�"�	��� 	���#��T*'*�#�!h� 

  
���	��(��-- spatial memory 
�"��/���(�	I���� 120 H
�H��H�	" @�	�������!#�
��,#-/) �$�� 1 H. �-�������$���������"��"� �����T�#�  ������!#�-�)� 2�?������"� ��,"� �+�?�� 
(�	(�%�������,����,���
�),�	(� H?���(�@�!�#$����	(�����+����,)���,����,��� +�(�����#	����+���&��@�!�����
�,�������+���&������!#�H?���	(�����$��
�������-,� 	����,"�- 

1. Training phase 

�	(�@�	������-���3�$�� �!�������+������ ��
�����3�"��%�������?���!R�)���,���% �������������	��(� .,	�������	+�(��"I����
-���3�$�� ����#-� �����+�(��"I���� �����������!#�����$�� .,	���+�,� ������)� 
��- ����������,��� 4 
"���'	���	(�-�����!#��,�
������,�������� ���'�����%�-�#$� 
�������,��� 

2. Trial phase 

%�- 15  #� (Day 15) ���+�(��"I� ��	�$��������-���3�$�� �#-� �����+�(��"I���� �������+�
����!#� (Escape latency
,����)�����,"�-������	�� �� 

J	E��� 13  )*�����,"�- Object Recognition

 	��'���
�	�"�	��� 	���#��T*'*�#�!h� Morris Water Maze 

 Morris Water Maze �����3���2I������������,"�-% ����������
spatial memory (D�Hooge ��� De Dey, 2001) .,	

H. -���3�$�������,#-% ��?� 13 H. % -%3�32+@()��� 
����!#�����$�� (hidden platform) "�,�� &��,�"��/���(�	I���� 
�-�������$���������"��"� �����T�#�  ������!#�-�)� 2�?������"� ��,"� �+�?�� 

�	(�%�������,����,���) ����,#����� �#$��	(���+������-�)� 2��-T�����#$�"�,�����(�@�!
�),�	(� H?���(�@�!�#$����	(�����+����,)���,����,��� +�(�����#	����+���&��@�!�����

���!#�H?���	(�����$�� (Jorge, 2006) �",�,#�@�!��� 14 
�������-,� 	����,"�- 3 ��	� ,#���$ 

Training phase ������)��+�"���,"�- 1  #� ���+�(��"I
�!�������+������ ��+�(��"I����01+������ ��	�$�� 

�����3�"��%�������?���!R�)���,���% �������������	��(� .,	�������	+�(��"I����
����#-� �����+�(��"I���� �����������!#�����$�� .,	���+�,� ������)� 

4 %�#$� ���3,����,����+�,� � �����%�#$�+����#������ ��
����!#��,������ �� 10  )���� �	������	 1 %�#$��� 4 %�#$� �?����+�(�# �#$�����

���'�����%�-�#$� 4 %�#$����  +�(��"���'+�����!#��,� �+�%#,+�(�# �#$����

Trial phase �����+�"���,"�-���+�(��"I������,����+�,� ����������3�
���+�(��"I� ��	�$��������-���3�$�� �#-� �����+�(��"I���� �������+�

Escape latency) ����������	�#$� 4 3 .,	�+�� ��3��
������	�� �� 5  #� (Day 15-19)  
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Object Recognition 

Morris Water Maze  

���,"�-% ����������
.,	�������-���3�$������

% -%3�32+@()��� 25 ± 1 ����
&��,�"��/���(�	I���� 8 H. �	(������ ��

�-�������$���������"��"� �����T�#�  ������!#�-�)� 2�?������"� ��,"� �+�?�� 
����,#����� �#$��	(���+������-�)� 2��-T�����#$�"�,�����(�@�!

�),�	(� H?���(�@�!�#$����	(�����+����,)���,����,��� +�(�����#	����+���&��@�!�����
 "��+�#-����,"�-��$

+�(��"I�����+�+�����!#����
����� ��	�$�� ���������+P� ���

�����3�"��%�������?���!R�)���,���% �������������	��(� .,	�������	+�(��"I��������
����#-� �����+�(��"I���� �����������!#�����$�� .,	���+�,� ������)� 1 �������

�����%�#$�+����#������ �� 30  )���� '��+�(
%�#$� �?����+�(�# �#$�����
�,� �+�%#,+�(�# �#$����

�����+�"���,"�-���+�(��"I������,����+�,� ����������3�
���+�(��"I� ��	�$��������-���3�$�� �#-� �����+�(��"I���� �������+�

3 .,	�+�� ��3������)� 1 ���� .,	
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3. Probe trial phase @�	+�#�����+�"�����+�(��"I%�- 20  #� (Day 20) ���+�(
��"I� ��	�$��������-���3�$�� ����������!#� .,	���������	3�,3+�?�� �!�	�3�,�	  �#-� ��
���+�(��"I���� �� ��	�$���� Quadrant ��� 1 H?����������+�����������!#��,)�	(� 

 

 

 

 

 

 

 

J	E��� 14 �--������.�,� Morris Water Maze 

3.5.6  	����"�!
�	���	�&��
�� (Biochemical analysis) 

3.5.6.1  	����"��'��'����)M��%
�����������  (Ellman, 1961) 

1. �	�
�� 

• 0.1M phosphate buffer pH 7.4 : ����	.,	�#�� Na2HPO4 9.6114 �. 
��� NaH2PO4 7.1764 �. ��#-��)���,� 	�$����#���+�%�- 1000 �. 

• 0.1 mM DTNB : ����	.,	�#�� DTNB 39.63 �. ��#-��)���,� 	 
0.1 M phosphate buffer pH 7.4 �+�%�- 100 �. 

• 3 mM ATCI : ����	.,	�#�� ATCI 86.77 �. ��#-��)���,� 	 0.1 M 
phosphate buffer pH 7.4 �+�%�- 100 �. 

• 3 mM BTCI : ����	.,	�#�� BTCI 96.50 �. ��#-��)���,� 	 0.1 M 
phosphate buffer pH 7.4 �+�%�- 100 �. 

• 1% triton-X : ����	.,	��) triron-X ��)��� 1.5 �. ���� 0.1 M 
phosphate buffer pH 7.4 ��)��� 148.5 �. 
 

 

Trial phase  Probe trial phase  
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2. ���  	� 

  ��������?�����,#-���������&������HI cholinesterase .,	���#	
����HI acetylcholinesterase (AChE) ��� butyrylcholinesterase (BChE) �����# ����3���+�
��),��)�)�)	���.,���H�"&�� acetylthiocholine iodide (ATCI) ��� butyrylthiocholine iodide 
(BTCI)  H?������ substrate �������HI,#�����  �����,#- ��� ��),"�� thiocholine H?���������

��)�)�)	��#- 5,5′-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ����),����"�������-"��+����&�� 
5-thio-2-nitro-benzoic acid ���"���' #,%�����,(,�����"��,����% �	� %���� 405 ��.���� 
.,	�-����� #,��,#-���������&������HI������� 3 ����,��� ,#���$ 

 

 

 

 

 

• ���"��'��'����)M�� acetylcholinesterase k����� 

.,	���������$�"��"� � hippocampus ��� prefrontal cortex ����
�+��������$��,�	 �#� (homogenized) ,� 	 1% Triton-X 100 �������	�� 0.1M phosphate 
buffer pH 7.4 ���#���"� � 1:50 ����� centrifuge ��� 17000 rpm ����� �� 6 ���� ����32+@() 
25 �����H��H�	" ���"� � supernatant ��������,� 	 0.1M phosphate buffer pH 7.4 ��
�#���"� � 1:10 ����#$������ #,��,#-���������&������HI .,	����#$� supernatant ��)��� 

20 µl �"����� 96 well plate ��� ��) 1mM DTNB 100 µl/well ��� 3mM ATCI 50 µl/well 
����� #,%�����,(,�����"����%����� microplate reader ���% �	� %���� 405 ��.����  #,�3� 
30  )���� ����� �� 10 ���� -#��?�%����������	��������,(,�����"�������� �!��������+��#���
���������&������HI 

 

              �#������������&������HI  =  %����������	��������,(,�����"�/����                   
                                         ��)�2.����� ()��)��#) x 13,600 

 
 

ATCI + H2O                       Thiocholine iodide + Acetic acid 

Thiocholine iodide + DTNB                       5-Thio-2-nitrobenzoate 

 BTCI + H2O                         Thiocholine iodide + Acetic acid 

 Thiocholine iodide + DTNB                        5-Thio-2-nitrobenzoate 

BChE 

AChE 
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• ���"��'��'����)M�� acetylcholinesterase k��a'�c�'�'� 

 

+�#������P-����,-�)� 2+# ��+�������H��	 (left ventricle) �+������ 
centrifuge ��� 17,000 rpm ����� �� 6 ���� ��� 25 �����H��H�	" ������+���),����	��#$�&���P,
����,�,����!��"� ���"� �&���P,����,�,������,� 	 0.9% normal saline 3 %�#$� �����#-
��)���,� 	�$����#���+������#-��)����,)�!�������+��P,����,�,���� ����#$������������,� 	 
0.1M phosphate buffer pH 7.4 ���#���"� � 1:50 �������� #,��,#-���������&������HI .,	

,(,"������	�������	�,���)��� 20 µl �"����� 96 well plate ��� ��) 1mM DTNB 100 µl/well 

��� 3mM ATCI 50 µl/well ����#$��?������ #,��������	�����%�����,(,�����"����%����� 
microplate reader ���% �	� %���� 405 ��.����  #,�3� 30  )���� ����� �� 10 ���� -#��?�%��
��������	��������,(,�����"�������� �!��������+��#������������&������HI 

• ���"��'��'����)M�� butyrylcholinesterase k�E�	��	 

���!��"���������,� 	 0.1M phosphate buffer pH 7.4 ���#���"� � 
1:50 �������� #,��,#-���������&������HI butyrylcholinesterase H?��� )*�����,���
�����,�	 �#-&�� 3.10.1.2 ������!��"�����������P,����,�,� ��� BTCI ��������� ATCI 

3.5.6.2  	���' lipid peroxidation 
 

1. �	�
�� 
 

• 0.1M phosphate buffer pH 7.4 : ����	.,	�#�� Na2HPO4 9.6114 �.
��� NaH2PO4 7.1764 �. ��#-��)���,� 	�$����#���+�%�- 1000 �. 

• 0.81% TBAR : ����	.,	�#�� TBAR 405 �. ��#-��)���,� 	 0.1 M 
phosphate buffer pH 7.4 �+�%�- 50 �. 

• 8.1% SDS : ����	.,	�#�� SDS 4.05 ��# ��#-��)���,� 	 0.1 M 
phosphate buffer pH 7.4 �+�%�- 50 �. 

• 20% acetic acid : ��� 100% acetic acid ��)��� 10 �. ��)����
�$����#����)��� 40 �. ��#- pH �+����� 3.5 ,� 	 HCl +��� NaOH 

• 15 : 1 butenaol : pyridine : ��� butanal ��)��� 300 �. ��)��
�� pyridine ��)��� 20 �.  

 



2.

����,�����$���#	+�#�
����/�)�/������)�)�)	� 
"@� ����������, �,�"�������-����"��,� 
"� � cerebral cortex �����P-� ����(� 
(pH 7.4) 0.1 M ����)�2 
homogenized ����#$�������0���+ ��	� 
�#$� supernatant ��)��� 
1.5 �. pH 3.5, 0.8% thiobarbituric acid 1.5 
�. ����#$������������32+@() 
�32+@()+��� ��� ����/"���� 
�$����#�� 1 �. �&	���+��&���#�.,	����%����� 
����� �� 10 ���� ����#$�
spectrophotometer (Gupta 

 

 

J	E��� 15 �����),"�������-&�� 

3.5.7  	�eN K	�	�'*	�

�����������)����� ��H��I���"����"��-�)� 2
����#,�) $���� $�"�������/��-����� 	��,(�H��I���"��
staining technique +�#��"�P�")$�����,"�-���,���!R�)��� 
pentobarbital &��, 60 
"����� ����+��&P�.,	����$���&P��+�� 
section) % �+�� 10 

Malondialdehyde            

+    2 

. �!h� 	��'��� 

����,�����$���#	+�#���� #,��)�2 malondialdehyde 
����/�)�/������)�)�)	� lipid peroxidation ���"���'�����)�)�)	��#- thiobarbituric acid 
"@� ����������, �,�"�������-����"��,� (�",�,#�@�!��� 15) "��+�#- )*�����,��� 

�����P-� ����(� -80 �����H��H�	" ��"����� ice-cold phosphate buffer 
����)�2 10 ����&��"��+�( (1:10 �$��+�#������)���

����#$�������0���+ ��	� (centrifuge) �+���),����	��#$�  #,��)�2 
��� 0.1 �. ���)"������	���� T H?�������-,� 	 

thiobarbituric acid 1.5 �. ��� 8.1%  sodium dodecyl sulphate 0.2 
����32+@() 100 �����H��H�	" ����� �� 60 

��� ����/"���� n-butanol/pyridine ���#���"� � 15:1 
�&	���+��&���#�.,	����%����� vortex ����#$�������0���+ ��	����

�#$� supernatant � #,%��,(,�����"���� 532 ��
spectrophotometer (Gupta ���%2�, 2003)  

 

 
 

�����),"�������-&�� malondialdehyde �����)�)�)	� lipid peroxidation

 	�eN K	�	�'*	�"�� 	#�!J	
e	����  

�����������)����� ��H��I���"����"��-�)� 2
����/��-����� 	��,(�H��I���"�������� )� .,	��� 
+�#��"�P�")$�����,"�-���,���!R�)��� "�-+�(��"I.,	���4�, 
60 �./��. �&������������� (i.p.) ������ decapitat

"����� ����+��&P�.,	����$���&P��+�� (dry ice) ����#$��#,"������ & �� 
10 µm �����,#-&�� hippocampus .,	��)�����#,���� & ��+���

      Thiobarbituric acid                        MDA-TBA Adduct

+    2  
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malondialdehyde (MDA) H?��
thiobarbituric acid ��

"��+�#- )*�����,��� ���"��+�(
cold phosphate buffer 

�$��+�#������)���) ��� ���� 
 #,��)�2 MDA .,	���

�����-,� 	 20% acetic acid 
sodium dodecyl sulphate 0.2 

60 ���� �) $�� ��+��	P����
15:1 ��)��� 5 �. ���

���% ���P  4000 rpm 
��.����.,	����%����� 

lipid peroxidation                                                                         

�����������)����� ��H��I���"����"��-�)� 2 hippocampus .,	
.,	��� cresyl violet 

"�-+�(��"I.,	���4�, 
decapitate �!����	�

����#$��#,"������ & �� (coronal 
.,	��)�����#,���� & ��+���

TBA Adduct 



����3, bregma 3.14 
�3������I (microscopic observation) 
hippocampus .,	���+�,!�$����-�)� 2 
+# ���"� ����	&��"��"� � 
�H��I���"�� ����#$�����'��	�(� 
(Farkas ���%2�, 2006; He 

J	E��� 16 -�)� 2 CA 1 

3.6  	��!
�	����*��T� 

�����P--#��?����� -� &��(�
�%��������j��&��%���4���	
�!�������	-���	-% ����������+ �����3�����,��#-�$�������3�����,��#-�$��#����� 
way analysis of variance (
�,��������3�% -%3 .,	��� 
��������	�����#	"��%#1���"')�)�����,#-�#	"��%#1 

bregma 3.14 . ����#$�	��"�,� 	 1% cresyl violet 
(microscopic observation) �!���,(�H��I���-�)� 2 CA1 ��� 

.,	���+�,!�$����-�)� 2 CA1 ��� CA3 &��"��+�(�+�����#� .,	���"� �
+# ���"� ����	&��"��"� � dentate gyrus �����,#- �����# ���+�,!��

����#$�����'��	�(� (x400) ����#-���� ��H��I���!� $��� � 
2006; He ���%2�, 2008) �",�,#�@�!��� 16  

 

CA 1 ��� CA 3 &��"��"� � hippocampus ���������������)����� �
�H��I���"�������� )� (survival neurons)   

 	��!
�	����*��T� (Data analysis) 

�����P--#��?����� -� &��(� .,	�",�/�����?�������%���4���	 
&��%���4���	 (mean ± S.E.M.)  )�%���+I&��(�.,	��� unpaired student�s 

	-% ����������+ �����3�����,��#-�$�������3�����,��#-�$��#����� 
analysis of variance (One-way ANOVA) �!�������	-���	-% ����������+ �����3�

.,	��� Fisher�s least significant difference (LSD)
��������	�����#	"��%#1���"')�)�����,#-�#	"��%#1 P < 0.05 
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1% cresyl violet �����"���,� 	�����
��� CA3 &��"��"� � 

&��"��+�(�+�����#� .,	���"� �
�����# ���+�,!������������#-

����#-���� ��H��I���!� $��� � 0.084 2 

 

���������������)����� �

,	�",�/�����?�������%���4���	 ± %��% �%��,
unpaired student�s t-test 

	-% ����������+ �����3�����,��#-�$�������3�����,��#-�$��#����� ������ One-
�!�������	-���	-% ����������+ �����3�

Fisher�s least significant difference (LSD) !)���2�%��% �
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����� 4 

j� 	��'��� 

4.1 
(	 Median lethal dose (LD50) ���
����)E�!F�� 

���+�%�� Median lethal dose (LD50) �������+���)�2&��"��!)�����+��&�����!�	�
%�#$��,�	 ��� ����+�"#� I�,�����	��%�?��+�?�� (50%) &��"#� I�,����������#$�+, .,	���+�,
&��,&��%���I�!�)h�"������������,��� %�� 150 - 230 �./��. �$��+�#��#  ���/����
�,���!- �� �����+�%���I�!�)h�" .,	����n�����������+�(��"I (n = 10)  #��� 1 %�#$� 
�����n��),�������������	�� �� 14  #� !- �� %���I�!�)h�"����+�+�(��"I �$�����+� 
�$����	h(��� ��#$��0""� ����	(� ����������$�������� H?���������������",�'?�����,��#-
%���I�!�)h�"��)�&��, .,	�%�� LD50 �����#- 175.65 (163.19-188.11) �./��. �$��+�#��#  
,� 	 )*�&�� Miller ��� Tainter (1944) �",�,#�@�!��� 17 

 

LD50 (95% confidence limits) = 176.65 (163.19 y 188.11) mg/kg body weight 

J	E��� 17 ���h�",�% �"#!#�*I��+ ����#��������	 (Mortality) 
�#-&��, (log) &��%���I�!�)h�"�����./��. �$��+�#��#  

 

y = 14.50x - 27.55
R² = 0.902

0

1

2

3

4

5

6

7

8

2.15 2.2 2.25 2.3 2.35 2.4

M
or
ta
lity
 (p
ro
bit
 u
nit
s)

Log Dose

 



 

 

35 

4.2 j� 	��'����	�'*	�Ed�! ��� 

4.2.1  	��'���Ed�! ��� 	�
�c���)�������T�	�� (Locomotor activity) 

  Locomotor activity ��������,"�-�!����?��� ��"���,"�-���+�(��"I�,��#-�#$�
�/�������������&����--���"��"� ��������% -%3����%������+ +����� .,	�������,���
@�	+�#�����,��#-"���,"�-������	�� �� 13  #� H?���,�/�����,��� ,#���$ 

4.2.1.1 j�����V�	����� � �(�Ed�! ��� 	�
�c���)�������T�	�� 

   ���/�����,��� +�(��3�% -%3 %�� ��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) ���
�$��#����� (��3���� 2) ����� �%�#$�����%������+ �4���	���� �� �� 0-5, 6-10, 11-15, 16-20, 
21-25 ��� 26-30 ���� �%�������#-  347 ± 5.53,  255 ± 6.60, 204 ± 6.82, 168 ± 7.00, 155 ± 4.84, 
147 ± 14.62 %�#$� ��� 334 ± 20.70, 270 ± 12.19, 222 ± 18.56, 187 ± 25.73, 194 ± 21.51, 
152 ± 15.58 %�#$� �����,#- .,	��!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)��+ �����3�
�,"�-�#$�"�� ���3��� �� ��&������,"�- (P > 0.05, unpaired student�s t-test) �",�,#�
@�!��� 17 �������,(/�� &������ �%�#$�����%������+ �4���	&����3���� 1 �����3���� 2 ��
��	�� �� 30 ���� !- �� �%�������#- 1276 ± 14.91 ��� 1358 ± 14.35 %�#$� �����,#- H?����
!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)��+ �����3��,"�-�#$�"�������#� (P > 0.05, 
unpaired student�s t-test) �",�,#�@�!��� 18 

4.2.1.2 j�����	�� �'�	��$	�����  ��M�� 233 ���
����)E�!F���(�
Ed�! ��� 	�
�c���)�������T�	�� 

   +�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) ��3�����,��#-%���I�!�)h�"
�� �#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) 30 �./��. (��3���� 5) 
����� �#- )��)�H�+ )��)��� (��3���� 6) ����� �%�#$�����%������+ �4���	���� �� �� 0-5, 6-10, 
11-15, 16-20, 21-25 ��� 26-30 ���� .,	��!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)���3�
�� �� ��&������,"�-��������	-���	-�#-��3�% -%3 (P > 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 
LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 18 �������,(/�� &������ �%�#$�����%������+ �4���	����
��	�� �� 30 ���� ����3���� 3-6 !- �� �%�������#-  1221 ± 11.96, 1019 ± 17.99, 1230 ± 22.90 
��� 1249 ± 14.48 %�#$� �����,#- H?����!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)����
����	-���	-�#-��3�% -%3�����#� (P > 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) 
�",�,#�@�!��� 19 
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  ���/�����,��� �",��+��+P� �� &��,&��%���I�!�)h�" ���"��"�#,
���j��-# -�  ��H��� 233 ������������,���%�#$���$ ���/������--���"��"� ���������/����
!R�)�������%������+ &��+�(��"I .,	�4!��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ��������!)�
&��, ���������+�!R�)�������%������+ &��+�(��"I�����	������� �?��������	��	#�/��!���
�",��+��+P� �� "���#$�"������������������,����#$� ���/�����-�������,"�-���,������
���	��(����% ���� 

 

 

 

 
J	E��� 18 ���� �%�#$�����%������+ �4���	��� 5 ���� &��+�(��"I����3�% -%3�����3�����,��#-
"���,"�-��),���� T .,	&��(��",��	(����(�%���4���	 ± %��% �%��,�%��������j��&��
%���4���	 (mean ± S.E.M.) (n = 4) ������+�,��,#-% �"��%#1��� P < 0.05 , One-way ANOVA  
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J	E��� 19 /�� ���� �%�#$�����%������+ �4���	&��+�(��"I����3�% -%3�����3�����,��#-
"���,"�-��),���� T ������	�� �� 30 ���� .,	&��(��",��	( ����(�%���4�� �	 ± %��
% �%��,�%��������j��&��%���4���	 (mean ± S.E.M.) (n = 4) ������+�,��,#-% �"��%#1
��� P < 0.05 , One-way ANOVA  
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4.2.2 j� 	��'��� 	���#��T*���
�	�"�	'*�#�!h� Object Recognition 

 Object recognition test ��������,"�-% ������	�"#$� (short-term memory) 
+���% ��������	 �#-�����)-#�)��� (working memory) &��+�(��"I ������?�����$���,"�-
% ����@�	+�#�����,��#-"��%�- 14 ��� 20  #� H?���,�/�����,��� ,#���$ 

4.2.2.1 j� 	��'����c��)'*����	��'���
�� 14 ��� 

 ���/�����,��� !- �� +�(�3���3����+�% �"���������� �������
"��� � #�'3�+���� �� #�'3���� .,	+�(��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) �����3�����,��#-�$��#����� 
(��3���� 2) H? ��������3�% -%3������,�'(��+���	 ����+���),@� �-�!����&��������	��(����
% ����,� 	%���I�!�)h�" �%�� Discrimination index (DI) �����#- 0.58 ± 0.04 ��� 0.50 ± 0.07 
�����,#- H?����!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)��+ �����3��,"�-�#$�"�� 
(P > 0.05, unpaired student�s t-test) ���������������	-���	-�#-+�(��3���� 3 ����,��#-%���I�!�)h�" 
�!�	��	����,�	  H?���%�� DI �����#- 0.06 ± 0.09 !- �� +�(��3���� 3 �% �"���'��������	��(����
�,��� #�'3�+��,�� .,	!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)��������	-���	-�#-��3���� 2   
H?������+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) 30 �./��. (��3���� 5) 
��� )��)������H� (��3���� 6) "���'�� 	�!)�������	��(����% �����+��#-+�(��"I�,� .,	!-
% ���������	�����#	"��%#1���"')�)��������	-���	-�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 
��������$	#�!-� ������,��#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 30 �./��. �+�/����,�� ��
��3���� 6 ��������	�����#	"��%#1���"')�) (P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD post 
hoc test) "��+�#-%�� DI &��+�(��3���� 4 %�� 0.36 ± 0.06 ��3���� 5 %�� 0.50 ± 0.04 �����3���� 6 
%�� 0.28 ± 0.08 �����,#- �",�,#�@�!��� 20 
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J	E��� 20 %�� Discrimination index &��+�(��"I�������3� @�	+�#�����,��#-"���,"�-���
�������� �� 14  #� .,	&��(��",��	(����(�&��%���4���	 ± %��% �%��,�%��������j��&��
%���4���	 (mean ± S.E.M.) (n = 4) ������+�,��,#-% �"��%#1���  

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	
LSD post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#  �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 

$   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"+ )��)���+ )��)�H� 
(��3���� 6) 

 

 

-0.10

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

A

Di
sc
rim

ina
tio
n 
ind
ex

$

∗ 

 ��(� 

 1          2          3           4          5           6 

∗ 

# 
 

# 
 # 

 



 

 

40 

4.2.2.2 j� 	��'����c��)'*����	��'���
�� 20 ��� 

   ���/�����,���!- �� +�(��3�% -%3%�� ��3�����,��#-�$�� (��3����1) 
�����3�����,��#-�$��#����� (��3����2) �%�� DI �����#- 0.38 ± 0.06 ��� 0.36 ± 0.04 �����,#- 
H?�����% ���������	�����#	"��%#1���"')�) (P > 0.05, unpaired student�s t-test) "��+�#-+�(
��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) �����3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#- )��)������H� 
(��3���� 6) ��� .��&��%�� DI �,��������� #���� 14 H?��������������3���� 2 �	�����#	"��%#1 
H?������+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) ��� 30 �./��. 
(��3���� 5) !- �� �%�� DI �������	�����������,) ���������������	-���	- !- �� �+�/�����
% ���������#��	�����#	"��%#1���"')�)��������	-���	-�#-��3���� 3 ��� 6   (P < 0.05, One-way 
ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) "��+�#-%�� DI ��3���� 3 %�� -0.08 ± 0.08 ��3���� 4 %�� 0.32 
± 0.05 ��3���� 5 %�� 0.39 ± 0.04 �����3���� 6 %�� -0.04 ± 0.07 �����,#- �",�,#�@�!��� 21 

  ���/�����,��� �",��+��+P� �� ����,��#-%���I�!�)h�" "���'����+�
+�(��"I��),@� �-�!�������������	��(����% ���� ����"���'��� #�'3�,)����%	"��� ��,� ���
����� ��	)��/����� 	)������+�������	��(�-�!������&?$� �� �����,��#-����)�2 T ���	�P�� H?�����
�+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 "���'�� 	����+����,% ��3����&��@� �-�!����
���������	��(����% �����,�  
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J	E��� 21 %�� Discrimination index &��+�(��"I�������3� @�	+�#�����,��#-"���,"�-���
�������� �� 20  #� .,	&��(��",��	(����(�&��%���4���	 ± %��% �%��,�%��������j��&��
%���4���	 (mean ± S.E.M.) (n = 4) .,	���+�,��,#-% �"��%#1��� 

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	
LSD post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#  �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 

$   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"+ )��)���+ )��)�H� 
(��3���� 6) 
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4.2.3 j� 	��'��� 	���#��T*���
�	�"�	'*�#�!h� Morris Water Maze 

 ������)��+�"���,"�- 1  #� ���+�(��"I����������	��(����% ���� .,	�+� ��	
�$��@�	������-���3�$�������"��/����(�	I���� 120 H. -���3�$�������,#-% ��?� 13 H. % -%3
�32+@()��� 25 ± 1 �����H��H�	" @�	�������!#�����$�� (hidden platform) "�,�� &��,
�"��/���(�	I���� 8 H. �	(������ ����,#-/) �$�� 1 H. ������	�� �� 1  #� .,	����#$�+, 4 �3, �����
�,����+�,� � �!�������+�+�(��"I��),������	��(�����,�������+�������#$�&������!#�����$�� ���/����
�,��� !- �� +�(��3���� 1-6 ���	�� ���4���	�����%��+�����!#�����$�� (escape latency) �����#-  
47.25 ± 1.66, 47.60 ± 1.68, 45.91 ± 1.94, 45.31 ± 1.58, 46.09 ± 1.63 ��� 47.19 ± 1.51  )���� 
�����,#- .,	��!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�) (P > 0.05, One-way ANOVA ��
,� 	 LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 22 �",��+��+P� �� ������)��+�"���,"�-+�(��"I������# 
�% �"���'��������	��(�����,�������+��������%��+�����!#�����$���,�����������#�  

"��+�#-����,"�- Morris Water Maze �� #���� 15-19 @�	+�#�����,��#-"��
�,"�- (Day15-19) !- �� ����� ��/����� +�(�3���3����	�� ���4���	�����%��+�����!#����
�$�� (escape latency ) �,�� .,	+�(��3�% -%3 %�� ��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) ����$��#�
���� (��3���� 2) �%�� escape latency �� #���� 15-19 ����������#��	�����#	"��%#1���"')�)
���3��� �� �� "��+�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) �����3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#-
 )��)������H� �%�� escape latency ������������3���� 2 �	�����#	"��%#1 H?������+�"��"�#,
���j��-# -� ��H��� 233 &��, 30 �./��. �$��+�#��#  �%�� escape latency ����������
��3���� 3 �����3�����,��#-�� �#- )��)�H��#- )��)��� (��3���� 6) �#$���� #���� 16 �	�����#	"��%#1
���"')�) "� ���3�����,��#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. �$��+�#��#  �%�� 
escape latency ���������������3���� 3 ��� 6 �� #���� 19 �����#$� (P  < 0.05, One-way 
ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 23  

�������,�����$ ��$�+��+P� ������,��#-"��"�#,���j��-# -�  ��H��� 233 
���,����,����#$� "���'�� 	�,@� �-�!�������������	��(����% �����,� .,	����+���
&��, 30 �./��. �$��+�#��# �+�/�����,������,�� ��&��, 10 �./��. �$��+�#��#  �",� �� ���
�,��#-"�#,���j��-# -�  ��H��� 233 ��&��,����!)���&?$� ������+�������	��(����% ����,�&?$� 

"��+�#-����,"�- Morris Water Maze �� � probe trial phase �� #���� 20 
@�	+�#�����,��#-"���,"�- �!����������	��	#�/� �� ������	��(����% ����&��+�(��"I ��),���
% �"���'������,�������+����,� ���,���),���������+P�����!#�����$�� ���������,��� .,	
����	+�(��"I��������-���3�$�� H?���������!#�����$����� ����#-� �����+�(��"I���� ������� ��	
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�	(���-�)� 2 quadrant ��� 1 (Time spent in quadrant 1) H?������-�)� 2��������!#�����$���	(��,) 
���/�����,��� !- �� +�(��3���� 1 (19.10 ± 1.54  )����) �����3���� 2 (22.80 ± 1.44  )����) ���
� ������� ��	�� quadrant 1 �,�����������#� "')�) (P > 0.05, unpaired student�s t-test) 
"��+�#-��3���� 3 (12.55 ± 1.49  )����) ���� ������� ��	��-�)� 2,#����� ������������3���� 2 
�	�����#	"��%#1 H?������+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 30 �./��. (��3���� 5) 
(22.55 ± 1.72  )����) ���� ������� ��	-�)� 2,#����� ��� ����3���� 3 �����3���� 6 (16.70 ± 
1.35  )����) .,	!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�) ( P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 
LSD post hoc test) "��+�#-��3���� 4 ���� ������� ��	-�)� 2��������!#�����$���	(��,) 20.85 ± 2.13 
 )���� .,	!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-��3���� 3  �����!-% �
���������������	-���	-�#-��3���� 6 ( P > 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) 
�",�,#�@�!��� 24 

 
 

 
 
 

 
J	E��� 22 %���4���	&�� escape latency &��+�(��"I�������3� ������)��+�"���,"�- 1  #� 
�!�������+�+�(��"I��),������	��(�����,�������+�������#$�&������!#�����$�� .,	&��(��",��	(����(�
&��%���4���	 ± %��% �%��,�%��������j��&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 20) ������+�,
��,#-% �"��%#1��� P < 0.05 , One-way ANOVA  
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J	E��� 23 ���h�",���	�� ���4���	&�� escape latency &��+�(��"I�������3� @�	+�#�
����,��#-"���,"�-������	�� �� 15-19  #� .,	����,"�-,� 	 Morris Water Maze /�
����,����",��	(����(�%���4���	±%��% �%��,�%��������j��&��%���4���	  (mean ± 
S.E.M.) (n = 20) .,	���+�,��,#-% �"��%#1��� 

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	
LSD post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#  �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 

$   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"+ )��)���+ )��)�H� 
(��3���� 6) 
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J	E��� 24 ��	�� �����+�(��"I�������� ��	�� quadrant ��� 1 H?������-�)� 2��������!#�����$��
�,)�	(� @�	+�#�����,��#-"���,"�-������	�� �� 20  #� .,	/�����,����",��	(����(�
%���4���	±%��% �%��,�%��������j��&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 20) .,	���+�,��,#-
% �"��%#1��� 

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	
LSD post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#  �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 

$   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"+ )��)���+ )��)�H� 
(��3���� 6) 
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4.3 j� 	��'����	�'*	�&��
�� (Biochemistry) 

4.3.1 j� 	��'���d�h!i����	�� �'�	��$	�����  ��M�� 233 �(���!�	L MDA  

  ����,�����$���#	+�#���� #,��)�2 MDA H?������/�)�/������)�)�)	� lipid 
peroxidation ���"���'�����)�)�)	��#- thiobarbituric acid ��"@� ����������, �,�"�������-����
"��,� ���/�����,��� +�(��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) �����3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) �

��,#-&�� MDA ��"�������#- 124.29 ± 9.58 ��� 128.65 ± 9.95 µmol/g tissue  �����,#- 
H?�����% ���������	�����#	"��%#1&����3��,"�-�#$�"�� (P > 0.05, unpaired student�s t-test) 
���������������	-���	-�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) !- �� ��3���� 3 �����,#- 
MDA "(�&?$���������	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-��3���� 2 H?������+�"��"�#,
���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) 30 �./��. (��3���� 5) ���  )��)�H�
����� (��3���� 6) "���'�,��,#- MDA ��"�� �,�������������3���� 3 �	�����#	"��%#1���
"')�) (P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) .,	��,#- MDA &����3���� 3 %�� 
165.61 ± 15.79 ��3���� 4 %�� 107.59 ± 13.74 ��3���� 5 %�� 97.43 ± 11.83 ��� ��3���� 6 %�� 118.01 

± 5.79 µmol/g tissue �����,#- �",�,#�@�!��� 25 
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J	E��� 25 /�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �����,#- MDA ��"��+�(��"I��3����� T 
.,	/�����,����",��	(����(�%���4���	±%��% �%��,�%��������j��&��%���4���	  (mean ± 
S.E.M.) (n = 10) .,	���+�,��,#-% �"��%#1��� 

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) p < 0.001, One-way ANOVA ��,� 	 
LSD post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 
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4.3.2 j� 	����"��'��'�� 	���	�	���� Cholinesterase activity k��c�' 

@�	+�#�������+�(��"I�,��#-"���,"�-%�- 20  #� ����������P-����,-�)� 2
+# ��+�������H��	&��+�(��"I �������� centrifuge ��� 17000rpm ��� 6 ���� ����32+@() 25 
�����H��H�	" �!����	�"� �!��"�����P,����,�,��������#� .,	����#$�!��"�����P,
����,�,� ���� � # ,��,#-����� ����&�� ����HI  butyrylcholinesterase ��� 
acetylcholinesterase �����,#- H?���,�/�����,��� ,#���$ 

4.3.2.1 j� 	���	�	���� Cholinesterase activity k�E�	��	 

���/�����,��� !- �� ��3�% -%3 %�� +�(��3�����,��#-�$�� (��3���� 
1) ����$��#����� (��3���� 2) �%�����������&������HI butyrylcholinesterase �����#- 

144.01 ± 37.71 ��� 186.74 ± 30.27 µmole hydrolyzed/min/mg of protein �����,#- H?��
��!-% ���������	�����#	"��%#1���"')�)&����3��,"�-�#$�"�� (P > 0.05, unpaired 
student�s t-test) "��+�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) ��3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#-
"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) 30 �./��. (��3���� 5) ���
�� �#- )��)�H�+ )��)��� (��3���� 6) �%�����������&������HI butyrylcholinesterase �����#- 
45.31 ± 5.42, 30.67 ± 5.98, 74.82 ± 7.89 ��� 93.66 ± 17.71 µmole hydrolyzed/min/mg 
of protein �����,#- .,	�3���3��%������� ����3���� 2 ��������	�����#	"��%#1���"')�)      
(P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 26 

4.3.2.2 j� 	���	�	���� Cholinesterase activity k��a'�c�'�'� 

���/�����,��� !- �� ��3�% -%3 %�� +�(��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) 
����$��#����� (��3���� 2) �%�����������&������HI acetylcholinesterase �����#- 22.31 ± 
5.90 ��� 13.96 ± 2.15 µmole hydrolyzed/min/mg of protein �����,#- H?����!-% �
��������	�����#	"��%#1���"')�)&����3��,"�-�#$�"�� (P > 0.05, unpaired student�s t-
test) "��+�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) ��3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#-"��"�#,
���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) 30 �./��. (��3���� 5) ����� �#-
 )��)�H�+ )��)��� (��3���� 6) �%�����������&������HI acetylcholinesterase �����#- 2.06 ± 
0.10, 1.45 ± 0.26, 4.93 ± 0.69 ��� 6.14 ± 0.90 µmole hydrolyzed/min/mg of protein 
�����,#- .,	�3���3��%������� ����3���� 2 ��������	�����#	"��%#1���"')�) (P < 0.05, One-
way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 27 
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J	E��� 26 /�&��%���I�!�)h�"�����,#-���������&������HI butyrylcholinesterase ��!��"�
&��+�(��"I��3����� T .,	/�����,����",��	(����(�%���4���	 ± %��% �%��,�%��������j��
&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 5) ������+�,��,#-% �"��%#1���  P < 0.05 , One-way 
ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test .,	����	-���	-�#-��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 
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J	E��� 27 /�&��%���I�!�)h�"�����,#-���������&������HI acetylcholinesterase ���P,����,
�,�&��+�(��"I��3����� T .,	/�����,����",��	(����(�%���4���	±%��% �%��,�%��������j��
&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 5) ������+�,��,#-% �"��%#1���  P < 0.05 , One-way 
ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test .,	����	-���	-�#-��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 
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4.3.3 j� 	����"��'��'�� 	���	�	���� Cholinesterase activity k����� 

�����"�P�")$�����,���+�(��"I�������3���'(� sacrificed �����P-���$��	���"��
"� � hippocampus ��� prefrontal cortex �!���������� �+���,#-����HI acetylcholinesterase 
H?���,�/�����,��� ,#���$  

4.3.3.1 j� 	���	�	���� Cholinesterase activity k� hippocampus 

���/�����,��� !- �� ��3�% -%3 %�� +�(��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) 
����$��#����� (��3���� 2) �%�����������&������HI acetylcholinesterase �����#- 430.24 ± 

74.38 ��� 554.59 ± 80.32 µmole hydrolyzed/min/mg of protein �����,#- H?����!-% �
��������	�����#	"��%#1���"')�)&����3��,"�-�#$�"�� (P > 0.05, unpaired student�s t-test) 
"��+�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) ��3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#-"��"�#,
���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 �./��. (��3���� 4) 30 �./��. (��3���� 5) ����� �#-
 )��)�H�+ )��)��� (��3���� 6)  �%�����������&������HI acetylcholinesterase �����#- 114.99 
± 27.88, 197.44 ± 43.68, 154.57 ± 8.43 ��� 90.74 ± 4.35 µmole hydrolyzed/min/mg of 
protein �����,#- .,	�3���3��%������� ����3���� 2 ��������	�����#	"��%#1���"')�) (P < 0.05, 
One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 28 

4.3.3.2 j� 	���	�	���� Cholinesterase activity k� prefrontal cortex 

���/�����,��� !- �� ��3�% -%3 %�� +�(��3�����,��#-�$�� (��3���� 1) 
����$��#����� (��3���� 2) �%�����������&������HI acetylcholinesterase �����#- 1444.81 

± 202.57 ��� 75.41 ± 100.33 µmole hydrolyzed/min/mg of protein �����,#- H?����!-
% ���������	�����#	"��%#1���"')�)&����3��,"�-�#$�"�� (P > 0.05, unpaired student�s 
t-test) "��+�#-��3�����,��#- CPF (��3���� 3) CPF+ECa10 (��3���� 4) CPF+ECa30 (��3���� 5) ��� 
CPF+vit C+vit E (��3���� 6) �%�����������&������HI acetylcholinesterase �����#- 274.20 ± 
41.99, 290.64 ± 73.90, 242.10 ± 19.56 ��� 211.42 ± 17.08 µmole hydrolyzed/min/mg of 
protein �����,#- .,	�3���3��%������� ����3����  2 ��������	�����#	"��%#1���"')�)              
(P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test) �",�,#�@�!��� 29 
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J	E��� 28 /�&��%���I�!�)h�"�����,#-���������&������HI acetylcholinesterase ��"��
"� � hippocampus &��+�(��"I��3����� T .,	/�����,����",��	(����(�%���4���	±%��
% �%��,�%��������j��&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 5) ������+�,��,#-
% �"��%#1��� P < 0.05 , One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test .,	����	-���	-�#-
��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 
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J	E��� 29 /�&��%���I�!�)h�"�����,#-���������&������HI acetylcholinesterase ��"��
"� � prefrontal cortex &��+�(��"I��3����� T .,	/�����,����",��	(����(�%���4���	±%��
% �%��,�%��������j��&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 5) ������+�,��,#-
% �"��%#1��� P < 0.05 , One-way ANOVA ��,� 	 LSD post hoc test .,	����	-���	-�#-
��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 
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4.4 j� 	�eN K	�	�'*	�"�� 	#�!J	
e	���� 

4.4.1 j�����	�� �'�	��$	�����  ��M�� 233 �(�"�	���M�������	�k���T
�	�����)'*���
����)E�!F�������	 14 ��� 

 /�����,���!- �� +�(��3�% -%3����,��#-�$�� (��3���� 1) ����� ��H��I���"�����
-�)� 2 CA1 ��� CA3 &��"��"� � hippocampus �#$�"��&��� �����#- 247.00 ± 5.11 ��� 
215.13 ± 5.11 �H��I �����,#- ��&2�������� ��H��I���"��,#����� ���!-��+�(��3�% -%3���
�,��#-�$��#����� (��3���� 2) �����#- 239.20 ± 6.78 ��� 224.40 ± 12.93 �H��I �����,#- .,	
���� ��H��I����#-�,��#$� 4 -�)� 2 ���% ���������	�����#	"��%#1���"')�)����	����,  

  "��+�#-����?���/�&��"���,"�-����#��������	&���H��I���"�����
-�)� 2 CA1 ��� CA3 &��"��"� � hippocampus �#$�"��&�����+�(��"I !- �� +�(��3����
�,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) ����� ��H��I���"����-�)� 2 CA1 ��� CA3 &��"��"� � 
hippocampus �#$�"��&����,���	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-��3���� 2 .,	���� �
�H��I���"����+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"���-�)� 2 CA1 ��� CA3 �+����!�	� 165.27 ± 9.56 
��� 170.73 ± 1.69 �H��I �����,#- �����?���R�*)S&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 
&��, 10 �./��. �$��+�#��#  (��3����4) ��� 30 �./��. �$��+�#��#  (��3���� 5) �����3�����,��#-
%���I�!�)h�"�� �#- )��)�H�&��, 100 �./��. �$��+�#��#  ��� )��)���&��, 75 �./��.
�$��+�#��#  (��3���� 6) !- �� +�(��3�����,��#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �#$�"��&��, ���
��3�����,��#- )��)������H� ����� ��H��I���"��-�)� 2 CA1 ��� �����!-����3�����,��#-
%���I�!�)h�"�!�	��	����,�	  �	�����#	"��%#1���"')�) ��&2������ ���?�����-�)� 2 CA3 
��3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �#$� ������� ��H��I���"��
�!)�&?$��	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"�!�	��	����,�	  
���+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#- )��)������H� ��!-����!)����� �&���H��I���"�����
�	����, "��+�#-���� �&���H��I���"�����-�)� 2 CA1 ��+�(��3���� 4 %�� 187.07 ± 4.93 ��3���� 5 
%�� 220.40 ± 5.78 �����3���� 6 %�� 203.20 ± 6.23 �H��I �����,#- "��+�#-���� �&���H��I
���"���� CA3 ��3����  4 %�� 202.60 ± 3.45 ��3���� 5 %�� 213.67 ± 9.67 �����3���� 6 %�� 
184.07 ± 7.79 �H��I �����,#- /�����,����",�� ���@�!��� 30-31 
 
 
 



 

 

55 

 
CA1 CA3 

�*	�M*	# �*	���	 �*	�M*	# �*	���	 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

J	E��� 30 @�!'��	���������3������I (����#�&	�	 400 ����) �",��#��2�&���H��I���"��
-�)� 2 CA1 ��� CA3 �#$�"��&���&��"��"� � hippocampus ��+�(��"I��3����� T @�	+�#�
����,��#-"���,"�-������	�� �� 14  #� bar = 50 µm 
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J	E��� 31 /�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ������� ��H��I���"�� -�)� 2 CA1 (A) 
��� CA3 (B) �#$�"��&���&��"��"� � hippocampus��+�(��"I��3����� T @�	+�#�����,��#-"��
�,"�-������	�� �� 14  #� .,	/�����,����",��	(����(�%���4���	±%��% �%��,�%�����
���j��&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 5) .,	���+�,��,#-% �"��%#1��� 

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 
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4.4.2 j�����	�� �'�	��$	�����  ��M�� 233 �(�"�	���M�������	�k���T
�	�����)'*���
����)E�!F�������	 20 ��� 

 /�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ������� ��H��I���"����+�(��"I
����,��#-%���I�!�)h�" ����� �� 20  #� ��"�,%�����#-/��������,��#-%���I�!�)h�"����� �� 
14  #� ,#�����,����� ����  ���� %�� ���� ��H��I���"��-�)� 2 CA1 ��� CA3 ��"��"� � 
hippocampus �#$�"��&��� ��+�(��3�% -%3����,��#-�$�� (��3���� 1) �����#- 260.93 ± 5.23 ��� 
226.53 ± 5.51 �H��I ��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) �����#- 231.27 ± 4.89 ��� 222.73 
± 6.26 �H��I �����,#- .,	/�,#����� ��$���% ���������	�����#	"��%#1���"')�)����	���
�, �����?���/�&��%���I�!�)h�"������� ��H��I���"�����-�)� 2��$ !- �� %���I�!�)h�"�/�
����+����� ��H��I���"���,���	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-���� ��H��I
���"����"��+�(��3���� 2�#$� 4 -�)� 2,#����� &������ .,	���� ��H��I���"����"��
-�)� 2 CA1 ��� CA3 ����3�����,��#-%���I�!�)h�" �%�������#- 176.66 ± 2.73 ��� 171.93 ± 5.15 
�H��I �����,#- 

 "��+�#-/�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ���+�(��"I����,��#-%���I�!�)
h�"����� �� 20  #��#$� !- �� ����+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �#$�&��, 10 ��� 30 
�./��. �$��+�#��#  ����+����� ��H��I���"����"��-�)� 2 CA1 ��� CA3 &�� hippocampus 
�!)�&?$��	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) .,	
���� ��H��I���"����+�(��"I��3�����,��#-%���I�!�)h�"�� �#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 
233 &��, 10 ��� 30 �./��. �$��+�#��#  ��� CA1 ��� CA3 &��"��"� � hippocampus 
�����#- 213.07 ± 1.58, 203.73 ± 5.34 ��� 218.00 ± 2.56, 219.87 ± 5.59 �H��I �����,#- 
�	������P�� ��������	-���	-/�&�� )��)�H��#- )��)�������+��� �#-%���I�!�)h�" (��3���� 6) ���
-�)� 2 CA1 ��� CA3 �#-+�(��"I��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) !- �� ��3���� 6 ��H��I
���"����� CA1 �����#$��������� ���� ����3���� 3 �	�����#	"��%#1���"')�) .,	���� ��H��I
���"����+�(��"I��3���� 6 -�)� 2 CA1 �%�������#- 191.06 ± 4.01 ��&2�������� ��H��I
���"�����-�)� 2 CA3 H?���%�������#- 186.07 ± 3.28 �H��I ��!-% ���������	�����#	"��%#1
���"')�)����	����, "��+�#-/�����,����",�� ���@�!��� 32-33  
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CA1 CA3 

�*	�M*	# �*	���	 �*	�M*	# �*	���	 

 

J	E��� 32 @�!'��	���������3������I (����#�&	�	 400 ����) �",��#��2�&���H��I���"��
-�)� 2 CA1 ��� CA3 �#$�"��&���&��"��"� � hippocampus &���& � ��+�(��"I��3����� T 
@�	+�#�����,��#-"���,"�-������	�� �� 20  #� bar = 50 µm 
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J	E��� 33 /�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ������� ��H��I���"�� -�)� 2 CA1 (A) 
��� CA3 (B) �#$�"��&���&��"��"� � hippocampus��+�(��"I��3����� T @�	+�#�����,��#-"��
�,"�-������	�� �� 20  #� .,	/�����,����",��	(����(�%���4���	±%��% �%��,�%�����
���j��&��%���4���	  (mean ± S.E.M.) (n = 5) .,	���+�,��,#-% �"��%#1��� 

∗   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-�$��#����� (��3���� 2) 

#   �% ���������	�����#	"��%#1���"')�) P < 0.05, One-way ANOVA ��,� 	 LSD 
post hoc test ��������	-���	-�#-+�(��3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 
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����� 5 

�J!��	#�������j� 	��'��� 

��� )�#	��$ ��������?���/�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ���@� �-�!����
&��������	��(����% ���������),�������+���	 ���,� 	%���I�!�)h�"��&��,���� ���������
����?������/���� !- �� ����,��#-%���I�!�)h�"��)�2����������	�� ����� ������+���),���
"������3(��)"���!)���&?$�@�	���H��I .,	�4!�� superoxide anion (O2-) H?��"��/�����+��
���������&���H��I/),���) .,	���/�	#-	#$����"#��%���+I,���P���, ������)1��)-.�������
�-���# &���H��I���"����"�� (cell differentiation and proliferation), �-� ����- ���� 
axonogenesis ����+���--���&�"��.�����@�	���H��I��),% �/),���) ����!)���,#-��3(�
�)"��@�	���H��I (Jett ���%2�, 2001; Schuh ���%2�, 2002; Garcia ���%2�, 2005) 
����+��H��I���"����),�����	�-- apoptosis (Abou-Donia M., 2005) H?���������"��+�3+�?��
�������+���),@� �-�!����&��������	��(����% ���� .,	�����?�����"#� I�,��� ����� �������
��),/������������	#-	#$����������&������HI ATPase H?����������HI�������	 �#-���- ����
&�"���)��%����&���H��I  (Caroline ���%2�, 1994a; Mehta ���%2�, 2009)  

������?�����$��������)�!R�)���������	��(����% ������"#� I�,��� (behavioral 
model) ,� 	 )*� Morris Water Maze test ��� Object Recognition Test "��+�#-����,"�- 
Morris Water Maze ��������,"�-!R�)���������	��(����% ��������	 �#-"'����� (spatial 
memory) &��"#� Ih0���� (rodent) ����% �"#!#�*I�#-���������&���H��I"��"� � 
hippocampus (Buccafusco, 2009; Sharma, 2009) ���"���'��������	3��I����#-���
�,"�-������	��(����% ������"#� I�,�������% �/),���)����	 �#-��--���"�� ���� +�(
�,������'(��+���	 ����+���),.�% Alzheimer +���+�(�������+���),@� �"���"���������'(��3,�#$�
�"��.�+)���������$	�"�� (stroke) ������� (D�Hooge ��� Deyn, 2001) "��+�#-����,"�- 
Object Recognition ��������,"�-% ������	�"#$� (short-term memory) +���% ����
����	 �#-�����)-#�)��� (working memory) (Buccafusco, 2009) .,	���#	% �"���'�����
�,��� #�'3")��&����+ ��� #�'3���� (familiar object) ��� #�'3�+� (novel object) H?��.,	���)
�#��2��)"#	��*�����)&��+�(��"I ���+�% �"������"��� � #�'3�+���� �� #�'3���� 
(Raber ��� Benice, 2006; Gaskin ���%2�, 2003) ��������$�����,"�- locomotor 
activity test ��������?���!R�)�������%������+ &��+�(��"I �!�������)�/�&��"���,"�-
�����--���"��"� ��������% -%3����%������+  H?��&��,&��%���I�!�)h�"������������,���
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% ��&��,��������!�	�!�������+���	 ����+�+�(��"I��),@� �-�!����&��������	��(����% �����,� 
������/�����3��+���	#-	#$����������&����--���"��"� ����� ���/��������?���
!R�)���&��"#� I�,��� ����#$��������/������	�������,#-&������HI cholinesterase 
+�������),����� cholinergic symptom 

��� )�#	��$ "#� I�,���'(��+���	 ����+���),@� �-�!����&��������	��(����% ����.,	
���%���I�!�)h�"��&��,���� .,	�����+�(��"I����������,"�- ����������% �� ��������),
!)���� ��+�(�������2 4.5 ���� (Cometa ���%2�, 2007) ���/�����,"�-% �����
!)�&��%���I�!�)h�"!- �� �%�� LD50 �����#- 175.65 (163.19-188.11) �./��. �$��+�#��#  H?��
�����%�	��#-��� WHO �,���	���� �����+�����$ %�� 100 � 150 �./��. �$��+�#��#  ,#��#$� �?����+�,
&��,&��%���I�!�)h�"������������������,"�-/����������	��(����% �������� 30 �./��. 
�$��+�#��#  +��� 1/6 &��%�� LD50 �!��������+�������	������	�������,��#-%���I�!�)h�"��&��,"(� 
������	��������+�����$ ��%���I�!�)h�" ��&��,,#�����  ����&��,�������+���),���-�!����
&��������	��(����% �����,�.,	������+�"#� I�,�����	 (sublethal dose) �������),����� 
cholinergic symptom (Terry ���%2� 2002) 

 "��+�#-����?���/�&��%���I�!�)h�"���@� �-�!����&��������	��(����% ���� 
.,	����+�"��,#����� ��&��, 30 �./��.�$��+�#��#  ������ #���%�#$� ������	�� �� 20  #� 
(��3���� 3) !- �� +�(��"I�������	��(����% �����,�� "(1�"�	% �"���'�#$�% �����-- 
non-spatial ��� spatial .,	����,"�-,� 	 )*� Object Recognition ��� Morris Water 
Maze �����,#- .,	% �-�!����,#����� "#!#�*I�#-��	�� ������,��#-"�� H?�����+P��,����
����,"�- Object Recognition Test ����	-���	-��+ ��� #���� 14 ��� 20 @�	+�#����
�,��#-%���I�!�)h�" ���+P��,� ��%�� discrimination index ��� .������,�� H?���+�/������)����
�,�	 �#-����,"�-,� 	 )*� Morris Water Maze ������� � 3  #����&������,"�- %��  #���� 15-17 
@�	+�#�����,��#-"���,"�- %�� escape latency ��� .������,�� ���+�#�����#$���#-�
�� .���!)�"(�&?$� ���������� probe trial @�	+�#�����,��#-"���,"�- 20  #� !- �� +�(��"I���
� ������� ��	�$���� quadrant ��������!#�����$���	(��,)�!�	� 12.55  )���� H?�����	� ����3�
% -%3 (��3���� 1 ��� 2) �	�����#	"��%#1���"')�) (�",�,#�@�!��� 24) �",��+��+P� ������,��#-
%���I�!�)h�"&��,���� T �	������������"���'����+���),@� �-�!����&��������	��(����% ����
�,� H?���% �"#!#�*I�#-��	�� �����+�(��"I�,��#-"��  
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 "��+�#-/�&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ���@� �-�!����&��������	��(����
% �����#$� !- �� �����+�"��"�#,,#����� ��&��, 10 ��� 30 �./��. �$��+�#��#  (��3���� 4 
��� 5) !- �� "���'����+�+�(��"I�������	��(����% �������,�&?$� .,	,(���%�� discrimination 
index ������ ����3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) ��������	�����#	"��%#1���"')�) �#$���
 #���� 14 ��� 20 @�	+�#�����,��#-"���,"�- .,	����,"�-,� 	 )*� Object Recognition 
��������$	#��%�� escape latency ������	� ����3���� 3 �	�����#	"��%#1���"')�) �#$���� #���� 15 
.,	����,"�-,� 	 )*� Morris Water Maze �",��+��+P� �� ����,��#-"��"�#,���j��-# -� 
��H��� 233 "���'�� 	�n���#�@� �-�!����&��������	��(����% ���������),�������+���	 ���.,	
%���I�!�)h�"�,� ����,"�-,#����� "�,%�����#-����?������/���� .,	�����+�"��"�#,���j��
-# -� ��H��� 233 ���+�(��"I &��, 10 ��� 30 �./��. �$��+�#��#  �������+�#�������'(��+���	 ���
�+���),@� �-�!����&��������	��(����% ���� .,	���4�, β-amyloid peptide 25-35 (Aβ25-35) �&��
"(����� �����"��&��+�(��"I (Kam-eg ���%2�, 2009) ������	�� �� 22  #� +�������+�"��"�#,
���j��-# -� ��H��� 233 &��, 30 �./��. �$��+�#��#  +�#�����������¢,�#$�+��,����,%�.��),
�#� %�� ��+�(��"I (T2VO) ������	�� �� 17  #� (	3�*!� "3& )�#	, 2553) !- �� "��"�#,���j��
-# -� ��H��� 233 "���'�� 	����&@� �-�!����&��������	��(����% ����&��+�(��"I�,� ����
����	-���	-�#-+�(��3�% -%3 .,	 )*�����,"�- Morris Water Maze  

"��+�#-����?���/�&����3(��)"��@�	��"�� ��������$��	���"��"� � cerebral 
cortex &��+�(��"I .,	���#	+�#���� #,��)�2 MDA H?������/�/�)�"3,���	�����)�)�)	� lipid 
peroxidation �����),�����������)�)�)	���+ �����3(��)"���#-/�#��H��I ���/�����,��� 
!- �� ����,��#-%���I�!�)h�"&��, 30 �./��. �$��+�#��#  ������  #��� 1 %�#$� ������	�� �� 
20  #� ������+��@� � oxidative stress �!)�"(�� ����3�����T .,	!-% ���������	����
�#	"��%#1���"')�) (@�!��� 25) /�,#����� %�, ���������),���������%���I�!�)h�"�R�*)S�,
��,#-&�� superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase ��� glutathione-S-
transferase H?����������HI�������	 &����#-�������#,��3(��)"�� ����+����)�2&����3(��)"��
�!)���&?$�@�	���H��I �����+�3�+���),��������	&���&#� .����� ��� ,���P��� H?������
��%I�����-&���H��I "��/��+���),���	#$-	#$�������������������)1��)-.�&���H��I���"��
���) (Bas ��� Kalender, 2011) ��������$	#�!-R�*)S�����	#-	#$����������&������HI 
ATPase ���� T �,���� ���� Na/K-, Ca-, ��� Mg-ATPase "��/��+������������	��)�������T 
@�	���H��I��),% �/),���)  ����+���),���+�#��&��"��"������"�����/),���)�� .,	�/��#-
"���,��#$� 3 -�)� 2 %�� fore-brain, mid-brain ��� hind-brain (Mehta ���%2�, 2005) H?��
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"�,%�����#-����?������/���� �� ����+�%���I�!�)h�" .,	���4�,�&���������$� 
(intramuscular) ������	�� �� 1 �,��� "���'����+���),��������	�������,#-&����3(��)"��

��),���� T %�� hydrogen peroxide (H2O2) nitrate (NO3
−) ��� nitrite (NO2

−) ������� �����),
���"�"��3(��)"��@�	��"���,��#$� 3 -�)� 2�����,�	 �#� ��������$	#�"���'!-���
"�"&����3(��)"�����-�)� 2�#- ������$��	������� T �,� ������+���),% �����!)� ����-� �
�������������H��I���)�,� (Mehta ���%2�, 2009) H?������+�"��"�#,���j��-# -� ��H��� 
233 &��, 10 ��� 30 �./��. (��3���� 4 ��� 5) !- �� "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �
R�*)S�,��,#-��3(��)"��@�	��"�� �,��	�����#	"��%#1���"')�) ��������	-���	-�#-��3����
�,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) .,	�����),���������"��"�#,-# -��#$��R�*)S	#-	#$����������
&�� caspase 9 H?����������HI����-�-�����������3���+��H��I��),�����	�-- apoptosis 
/���������	#-	#$����������&�� proapoptotic proteins ���� p53, Bax ��� Bad ������� 
(Omar ���%2� 2011) ��������$	#�!- ��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 	#�"���'�,
��,#-��3(��)"���,�,�� ����3�����,��#-�� �#- )��)�H���� )��)��� (��3���� 6) H?�������),������
��� )��)�H� �%32"-#�)���������	�$���,�,� ����+�����,��3(��)"��@�	��"����),&?$��,����	 
�����������"���'/��� Blood Brain Barrier (BBB) �,�  ����+����")�*)@�!������,��3(�
�)"����,��������% ������� /�,#����� "�,%�����#-����?������,���!	�*)�3���	 )@�%��"��I
&�����$��	���"��"� � hippocampus -�)� 2 CA1 ��� CA3 H?������-�)� 2����% �����	 &����#-
% ���� .,	���	��"����$��	���"��,� 	 1% cresyl violet  ��!-�����	&���H��I����3�����,��#-
"��"�#,���j��-#�-� ��H��� 233 (��3���� 4 ��� 5) ���	� ����3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3���� 3) 
�",��+��+P� �� "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �R�*)S�����������3(��)"�� ����� 	���n��
�����	&���H��I���"��"� � hippocampus �,� H?���������?���/�&��"��"�#,���j��
-# -� ��H��� 233 ������������&���H��I���"���#$� !- �� "��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �
R�*)S�!)� neurite outgrowth &���H��I nuroblastoma /������ AKT ��� MEK pathway H?��
���� survival pathway ����� 	�!)�% �	� ����������&��&�� dendrite �+��#-�H��I
���"��(��!��2  �&�����, 2554) H?��"�,%�����#-����?���&�� Gadahad ���%2� (2008) 
�����+�"��"�#,-# -� 6 �./��. ������	�� �� 6 "#�,�+I���+�(��� "���'�� 	�!)�% �	� 
����������&��&�� dendrite �+��#-�H��I���"��-�)� 2 CA3 &��"��"� � hippocampus �,� 

"��+�#-����,"�-!R�)�������%������+ &��+�(��"I (locomotor activity) ������
�,��� �����+�%���I�!�)h�" 30 �./��. �$��+�#��#  (��3���� 3) !- �� !R�)�������%������+ 
&��+�(��"I ��������������3�% -%3�	�����#	"��%#1���"')�) (@�!��� 19) "��+�#-% �����
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!)�&��%���I�!�)h�" !- �������!)������),&?$������������ nicotinic �,��� �� muscarinic 
���� %�� ��!-������������$��������+��������#!�� (")� �������)1 ��� 	3!� ����!R�*)S, 
2537) �������+��!R�)�������%������+ ����,�� "� ��+1���!-�����,#����� @�	+�#����
�,��#-%���I�!�)h�"����2 2-3  #�  �",��+��+P� ��%���I�!�)h�"�R�*)S�����	#-	#$���--
���"��"� ����� ����+�!R�)�������%������+ &��"#� I�,����,�� &2��������?�����%�#$���$
��!-/�,#�����  �#$���$������������&��,������������,���%�� 30 �./��. �$��+�#��#  +��� 1/6 
LD50 ����&��,���� ��'?���,#-������R�*)S�����	#-	#$���--���"��"� ����� ��������+�
�� �#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 &��, 10 ��� 30 �./��. �$��+�#��#  �P��!-% �
�����	��������,���!R�)�������%������+ &��+�(��"I�����#� (Kam-eg ���%2�, 2009; 

	3�*!� "3& )�#	, 2553) ��������$	#������?���'?�/�&��"��"�#,-# -�,� 	�$�� (aqueous 
extract  of Centella asiatica) ���!R�)�������%������+  .,	�+���&��, 150 ��� 300 �./��.
�$��+�#��#  ������ #���%�#$� @�	+�#�����+���	 ����+���),���-�!����&��������	��(����
% ���� .,	���4�, colchicine �&������ �����"��&��+�(���@� !- �� "��"�#,-# -�,� 	�$��
������+���),% �/),���)���!R�)�������%������+ &��+�(���@� (Kumar, 2009) �",��+��+P�
 �� ����,��#-%���I�!�)h�"�,��	  T ������,���%�#$���$ ����&��,�������+���),���-�!����&�����
���	��(����% ���� .,	��"��/����!R�)�������%������+ &��+�(��"I����	����, ����#$����
�,��#-�� �#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �P��!-% �/),���)&������%������+ &��+�(
��"I�����#� 

 ����� � #,��,#-����HI cholinesterase ��������0��#	+�?������% �"��%#1 ���������
����������-�#�,����  ��%���I�!�)h�"����	�����������3� organophosphate �������������),
!)������	#-	#$��#$�����HI butyrylcholinesterase ��� acetylcholinesterase .,	�4!�� 
butyrylcholinesterase ���!-��!��"��#$� ����,#�������% �� �������,��#-"��!)�����3� 
organophosphate �����	����� ���� %�� �����,#-&������HI�,�������	���� ,��P  �����,��#-
"��!)� .,	�4!������,��#-�--�4�	-!�#� "� � acetylcholinesterase ���!-��"������P,
����,�,� ���% �"#!#�*I�#-�#��2���������%�)�)��������,��#-�--���$��#���� �� 
(")� �������)1 ��� 	3!� ����!R�*)S, 2537; Turabi ���%2�, 2007) H?�����/�����,�������
�� � #,��, #-���������&�� ����H I butyrylcholinesterase ��!��"� ��� 
acetylcholinesterase ��"������P,����,�,� ����3�����,��#-%���I�!�)h�" (��3 ���� 3-6) 
!- �� ��,#-���������&������HI�#$�"����),�,�� .,	�+�/������������	�����#	"��%#1���
"')�) ��������	-���	-�#-��3�% -%3 (��3���� 1 ��� 2) H?��/�����,������������	������/(� )�#	
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%�,+ #�� �  ������+�%���I�!�)h�"&��, 30 �./��. �$��+�#��#  ��������+���),��������	�����
��,#-���������&������HI �������������$ ��������������� �!)"#	%�����)&������HI�#$�"����), 
�#$���!��"�����P,����,�,��#$�� ����� '?��� �������,#-���������&������HI,#�����  
�,�����%�����) 50% ������������+���),�����/),���)����	����, (")� �������)1 ��� 	3!� 
����!R�*)S, 2537) ����#$���������n�,(��������,��	�� ������,��#-%���I�!�)h�"�P��!-����� 
cholinergic symptom &��+�(��"I ���� �������$�������� �$����	�� ��#$��3��������,� 
+����% �/),���)&����--����,)�+�	�� ������� H?������������",����-��-��'?�����,��#-
%���I�!�)h�"��)�&��,���"��/�������	#-	#$����������&������HI cholinesterase 

 �������?��� )�#	��$ �",��+��+P� �� ����,��#-%���I�!�)h�"����)�2���� T �	���
��������� ������+����,#-&�� malondialdehyde @�	��"�� �!)�&?$� ����������"��+�3+�?��������
�+���),@� �-�!����&��������	��(����% ���� H?������,��#-"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 
% -%(����#-����,��#-%���I�!�)h�"�#$� "���'�� 	����&@� �-�!����&��������	��(����
% ������+�(��"I�,� .,	%�, ������"� �+�?���������),/�������,��,#-��3(��)"�� �������
"��+�3����+���),�����	&���H��I"��"� � hippocampus �� �#-�������� T ���������	 &����#-
����������H)�,�#� ,#��#$� % ������?����!)���)���+�����������R�*)S�����������	 &�������,#-
.���3� �!����+����-'?�����������R�*)S���"-(�2I&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �!���
!#£������	��#���.�%+���/�)�@#2�I�"�)��+���+��#-/(��Q 	@� �"���"�������� 

�*������� 

1. ����?���R�*)S������3(��)"��&����3�����,��#- )��)�H������ (��3���� 6)  % ������?���
�--�	���3���+ �����3�����,��#- )��)�H� ��� �� ��������� �� )��)��#$�"����),�%32"-#�)���
��	@�!�����������#� ���� %��  )��)�������	���&#��,�,� &2���� )��)�H�����	�$���,�,� H?��
 )��)��� �����/��� blood brain barrier �&�����R�*)S�,��3(��)"��@�	��"���,�,�� �� 

2. �������?������ #,��,#-��3(��)"����"��,� 	��)�)�)	� lipid peroxidation ���  
����?���������R�*)S&��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 ������������&������HI 
superoxide dismutase (SOD) ��� glutathione peroxidase (GPx) H?����������HI�����������
����#,��3(��)"�� �!�������+����- ��"��"�#,���j��-# -� ��H��� 233 �#$��R�*)S������!)�
��)�2����HI,#����� ��"��+����� 
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��		� �3���� � ��� , ��� ��1��.!*)S. ¤¥ �m " �"3��!�"�,P�!����!�#�����"3,�¦ 
"	�-�����3���. !)!I%�#$���� 1. ��3���!+��%�: ��)h��)�I*, 2552 

2#j)	� ��� !#�*3I. Cholinergic drugs [������I]. 2553. �+�������: http://www.med.cmu.ac.th/ 
dept/pharmaco/Pharmacology/Lession02/aboutus.htm[2554, �3��% 16] 

!���@ ")�+�"��. !)�&��	����������/(�������")��� ,���. !)!I%�#$���� 4. ��3���!+��%�: 
�3i�����2I+� )�	��#	, 2537. 

�!P1�@� ��#!	I���)1. ���)�#$  "3��!��#- #£�*����	. !)!I%�#$���� 2. ��3���!+��%�: 
"'�-#�����!�	I�/���	 ������!�	I ����� �"�*��2"3&, 2542. 

#��� ����I������. /�&��-# -�������"���/���+�(&� .  )�	��)!�*I��)11�+�-#2�)�, 
"�&� )���@"#� )�	� %2��@"#���"��I �3i�����2I+� )�	��#	. 2548. 

	3�� �#��)")��, -31	�%I �#��)")�� ��� ���!� �� �!#£�I. ��	��� � ����?���% �����!)�
�4�	-!�#����% �����!)��?�����$��#�&��"��"�#,���j��-# -��  ����	������ )�#	
4-#-"-(�2I������% �����!)��4�	-!�#����% �����!)��?�����$��#�&��"��"�#,
���j��-# -� %2��@"#���"��I �3i�����2I+� )�	��#	���"'�-#� )�#	"3��!� 
�� )�	���"��I����!�	I, 2551. 

	3�� �#��)")��, -31	�%I �#��)")�� ��� �3��!� "-31 ��I. ��	��� � ����?���R�*)S�����"��
�/����/����������	��(����% ����&��"��"�#,���j��-# -���.�,�&��
"#� I�,���� ����	������ )�#	4-#-"-(�2I����������?���R�*)S�����"���/����/�
���������	��(����% ����&��"��"�#,���j��-# -� %2��@"#���"��I �3i�����2I
+� )�	��#	, 2551 
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