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Resumo 
 

Foram estudados os efeitos da natação contínua e intervalada combinada 

à suplementação com glicosyl-hesperidina (G-hesperidina) sobre os 

biomarcadores bioquímicos e estresse oxidativo em ratos. Os animais (n 

= 60) foram aleatoriamente divididos em s eis grupos, como segue: 

controles negativos (C) e positivo (CH) para a suplementação com G -

hesperidina; e natação contínua ou intervalada, sem (CS e IS, 

respectivamente) ou com G-hesperidina (CSH e ISH, respectivamente). A 

G-hesperidina foi administrada por método de gavagem durante quatro 

semanas (100 mg/kg de massa corporal) juntamente com os ex ercícios. A 

natação contínua foi  realizada durante 50 min com uma carga de 5 a 8% 

da massa corporal da primeira à quarta semana, e a natação intervalada 

foi realizada durante 50 min, com 1 min de natação seguido por 2 min de 

repouso, com uma carga de 10% a  15, 20 e 25% do peso corporal  que foi 

aumentada da primeira à quarta semana. Foi observado um declínio 

contínuo da glicose sérica em todos os grupos em relação ao controle 

negativo, como se segue: C (100%)> CH (97%)> CS (94%)> CSH (91%, 

p <0,05)> IS (87%, p <0,05)> ISH (80%, p <0,05). Além disso, a natação 

contínua ou intermitente associada à G-hesperidina resultou em menor 

colesterol total ( -16%, p <0,05), LDL-C (-50%, p <0,05) e triglicerídeos 

(-19%, p <0,05), e aumentou o HDL-C (48%, p <0,05). Além disso, a G-

hesperidina aumentou a capacidade antioxidante nos animais tratados 

com natação contínua (183%, p <0,05) e reduziu a peroxidação lipídica 

na natação intervalada ( -45%, p <0,05). Em conclusão, a suplementação 

com G-hesperidina, isolada ou em combinação com a natação contínua 

ou intervalada, melhorou o perfil bioquímico e os biomarcadores 

antioxidantes no soro sanguíneo dos ratos, sugerindo que a utilização de 

flavanonas pode aumentar os benefícios à saúde promovi dos pelos 

exercícios.  

Palavras-chave: glicosil-hesperidina, flavonóides cítricos, natação, 

biomarcadores séricos, antioxidantes, ratos.  
 

 



 
 

Abstract 
 

We investigated the effects of continuous and interval swimming with 

glicosyl-hesperidin (G-hesperidin) supplementation on the biochemical 

and oxidative biomarkers in rats. The animals (n=60) were randomly 

divided into six groups as follows: negative (C) and positive controls 

(CH) for G-hesperidin supplementation; and continuous or interval 

swimming without (CS and IS, respectively) or with G -hesperidin 

supplementation (CSH and ISH, respectively). G -hesperidin was given 

by gavage for four weeks (100 mg/kg body mass) together with the 

exercises. Continuous swimming was performed for 50 min with a load 

from 5 to 8% of body weight from the first to f ourth week, and interval 

swimming training was performed for 50 min with 1 min of swimming 

followed by 2 min of resting carrying a load from 10% to 15, 20 and 25% 

from the first to fourth week. A continuous decline of serum glucose was 

found with a combined effect of G-hesperidin and swimming as follows: 

C (100%) > CH (97%) > CS (94%) > CSH (91%; p<0.05) > IS (87%; 

p<0.05) > ISH (80%; p<0.05). Moreover, continuous or intermittent 

swimming with G-hesperidin supplementation resulted in lower total 

cholesterol  (-16%; p<0.05),  LDL-C (-50%; p<0.05) and triglyceride 

levels (-19%; p<0.05),  as well as higher HDL-C levels (48%; p<0.05). 

Furthermore, G-hesperidin enhanced the antioxidant capacity with 

continuous swimming (183%; p<0.05) and lowered l ipid peroxidation 

with interval swimming ( -45%; p<0.05).  In conclusion, G-hesperidin 

supplementation alone or in combination with swimming exercise 

protocols, including both continuous and interval swimming, improved 

the biochemical profile and antioxidant biomarkers of the rats, thereby 

suggesting that the use of flavanones may enhance the health benefits 

promoted by these exercises.  

Keywords:  glucosyl-hesperidin,  ci trus flavonoids,  swimming, blood 

serum biomarkers, antioxidant,  rats.  
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1. Introdução 

 

A combinação entre uma dieta saudável e o treinamento físico tem 

sido amplamente recomendada com objetivo de reduzir os fator es de 

risco para doenças crônico  degenerativas. Fatores como o controle da 

glicemia plasmática,  do perfi l lipídico, da pressão arteri al e manutenção 

do peso corporal tem sido associados com a ingestão equilibrada e com a 

prática regular de exercícios físicos (INSTITUTE OF MEDICINE FOOD 

AND NUTRITION, 2005, PHYSICAL ACTIVITY A ND PUBLIC 

HEALTH, 2007, AMERICAN COLLEGE SPORT MEDICINE 2009).  

Estudos anteriores têm evidenciado que compostos bioativos, como 

os flavonoides encontrados nas frutas cítricas, apresentam propriedades 

antinflamatória, hipolipipemiante, hipoglicêmica e antioxidante, e que 

podem contribuir na redução do risco de doenças  crônicas. Entre eles,  

podemos citar a hesperidina e naringina, que tem sido estudados in vivo  

e in vitro .  Entretanto, por possuirem baixa solubilidade foi  desenvolvida 

uma forma sintética da hesperidina, denominada glicosil hesperidina (G -

hesperidina), que apresenta alta solubilidade e biodisponibilidade, e ,  

portanto,  é adequado para estudos in vivo  (HIJIYA et al ., 1991, 

WILCOX, et  al .,  2001, GARG et al . ,  2001,  YAMADA et al. ,  2006, 

JUNG U. J et al. ,  2006, YAMAMOTO et al. ,  2008).  

Nos alimentos, a hesperidina é encontrada na forma glicosilada, e 

sua conversão a hesperitina,  forma aglicona, ocorre no lúmen intestinal  

por ação da enzima � -glicosidase de bactérias. Posteriormente, nos 

enterócitos a hesperitina sofre conjugação com glicuronídeos e sulfatos,  
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sendo transportada via circulação entero -hepática ao fígado, local onde 

ocorre a transformação em metabólitos ativos (NIELSEN  et al. ,  2005 ,  

PRETONELLA et al. ,  2008).    

Na literatura atual  vários estudos tem avaliado o impacto de 

diferentes tipos de protoco los de treinamento físico frente ao controle da 

obesidade e  indicadores bioquímicos relacionados à prevenção de 

doenças crônicas. Tem sido estudadas variáveis como o modalidade, o 

volume e a intensidade do exercício, que podem interferir na magnitude 

dos resultados obtidos  (KRAUS et al ,  2002, CHEIK N. et  al . ,  2006, 

GUERRA et al. 2007,  SENE-FIORESE et al .,  2008, BEXFIELD et 

al. ,2009, BOTEZELLI et al. ,  2011, HUANG et al.,  2011,  FRAJACOMO 

et al. ,  2012, SANAL, ARDIC E KIRAC 2012 ).  

Todavia, o treinamento f ísico quando praticado de forma 

prolongada e extenuante pode aumentar o estresse oxidativo levando a 

processos inflamatórios e danos musculares (URSO E CLARKSON 2006 

e POWERS, NELSON E HUDSON, 2011). Outros estudos tem 

evidenciado que a suplementação com a lguns tipos de flavonóides,  

incluindo os cítricos, podem ter efeitos antioxidantes e atenuadores de 

marcadores do estresse oxidativo perante o exercício físico em modelo 

experimental (KATO et al. ,  2000, MINATO et al. ,  2003, MIYAKE et al. ,  

2003, MORILLAS-RUIZ et al.,  2006, MURASE, et  al. ,2008,  

HALEAGRAHARA et al .,2009,  YU et al. ,  2010 ).   

Assim, existe grande interesse no estudo da suplementação com 

compostos bioativos, cuja associação com o treinamento físico possam 

melhorar o controle do perfil bioquímico, o estresse oxidativo e o 
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proprio desempenho físico (SZMITKO E VERMA 2005, MURASE et 

al. ,2006a ,  MURASE et al  2006b ,  VELAYUTHAM, BABU E LIU 2008, 

CHOI et al. ,  2010, SMITH et al. ,  2010, SOARES FILHO, CASTRO E 

STAHLSCHMIDT, 2011).  

O composto G-hesperidina apresenta uma gama de atividades 

biológicas que podem contribuir de forma significativa para o controle 

das lipoproteínas circulantes,  além de apresentarem propriedades 

antioxidantes. Entretanto , pouco se sabe sobre sua associação com o 

treinamento físico,  e, por isso é possível que este composto combinado 

com o exercício possa promover maior eficácia no controle de perfi l 

bioquímico e atenuar marcadores do  estresse oxidativo.  

Baseados nas informações da literatura recente, no presente estudo 

foi analisada a interação da G-hesperidina com exercícios contínuo e 

intervalado em ratos submetidos a natação, buscando -se testar as 

seguintes hipóteses:  (1) melhora das variáveis bioquímicas no soro 

sangüíneo dos animais, e (2) a redução da taxa de estresse oxidati vo 

causado pelo exercício.  
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2. Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito da suplementação com glicosil hesperidina 

combinada com protocolos de treinamento físico contínuo e intervalado 

sobre perfil  bioquímico e oxidativo em modelo experimental .  
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CAPÍTULO 1 
 

  



16 
 

1. Hesperidina e glicosil hesperidina: estrutura, absorção e 

metabolismo 

 

Estudos anteriores têm evidenciado que as frutas cítricas contêm 

compostos biologicamente ativos que desempenham funções anti -

inflamatórias, antioxidantes, hipolipidêmicas, hipoglicêmicas e 

anticarcinogênicas em modelos in vivo  e in vitro .  Tais efeitos têm sido 

atribuídos à vitamina C, aos carotenoides e às flavanonas, como a 

naringina e hesperidina (KUROWSKA et al.,  2000; KUROWSKA E 

MANTHEY, 2004; GORISTEIN et  al.,2007; VINUEZA, FARIA E 

CESAR 2008; TITTAL et al .,  2009;  JAIN  E  PARMAR, 2011; 

AKIYAMA et al . ,  2010).  

A hesperidina é um tipo de flavonoide cítrico, classificado como 

uma flavanona glicosídica, cuja estrutura química é constituída pela 

hesperitina (forma aglicona) ligada aos açúcares glicose e ramnose na 

posição 7 (YAMADA, et al.,  2006). Está pre sente naturalmente em frutas 

cítricas, principalmente no suco de laranja, e sua concentração pode 

variar de acordo com o solo,  clima, variedade da fruta e t ipo de suco 

(MANTHEY et al. ,  2001). Apesar de ser reconhecida a importância 

biológica dos flavonóides cítricos,  ainda não existe uma recomendação 

para sua ingestão (KNEKT et al .,  2002).  

São atribuídas múltiplas atividades biológicas a hesperidina, tais 

como anti -inflamatória,  antiviral, hipoglicêmica, hipolipidêmica, 

antitumoral, antioxidante e outras ( BENAVENTE-GARCIA e 

CASTILLO, 1997; BERKARDA et al.,  1998; GARG et al. ,  2001; 
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MATSUMOTO et al. ,  2004, BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 

2008). Contudo, apesar de apresentar muitos efeitos benéficos, a 

hesperidina é pouco solúvel em água (<0,01%), revelando baixa  

biodisponibilidade para o organismo.  

Em 1991, Hijiya et al .,  patentearam uma forma sintética da 

hesperidina, denominada glicosil hesperidina (G -hesperidina), obtida por 

transglicosilação com ciclodextrina glicoranotranferase da bactéria 

Bacillus stearothermophilus.  A G-hesperidina sintética é dez mil vezes 

mais solúvel que a hesperidina de ocorrencia natural, e apresenta as 

mesmas atividades biológicas e metabolismo que a forma natural 

(YAMADA et al.,  2006). A estrutura química da hesperidina, G -

hesperidina e hesperitina podem ser visualizadas na  figura 1.  

 

 

Figura 1.  Estrutura química da G-Hesperidina, hesperidina e hesperit ina  

(YAMADA et al. ,  2006).   
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O mecanismo de absorção, metabolismo e ação dos flavonoides 

cítricos no organismo ainda não estão totalmente esclarecidos, entretanto 

estudos demonstram, de forma geral , a absorção dos flavonoides ocorre 

no intestino delgado na presença de enzimas intestinais  e por molécula 

de açúcar ligada ao composto ,  envolvendo transportadores de glicose 

dependentes de sódio 1 (SGLT 1)  (ERLUND, 2004, YAMADA et al .,  

2006).  

Estudos indicam que após a ingestão, a hesperidina é hidrolisada 

pela microflora intestinal e absorvida no cólon em sua forma aglicona 

(hesperitina) sendo que as principais enzimas envolvidas na hidrólise são 

as hidrolases (florisina hidrolase lactase (LPH) e glicosidases ( α-

glicosidades, glicosidade citosólica (CBG) (MANACH et al. ,  2003, 

ERLUND, 2004). Posteriormente, na parede intestinal, a hesperitina 

sofre reações de conjugação, tais como glicuronidação e metilação 

(MANACH et al .,  1998; SPENCER et al. ,  1999), forma na qual é 

conduzida pelo sistema-porta dos enterócitos ao fígado, onde sofrerá 

outras reações, como metilação, sulfatação e glicuronidação, f ormando 

uma variedade de metabóli tos (SCALBERT et al. ,  2002, MATSUMOTO 

et al. ,  2004).   

É importante ressaltar que uma parte da hesperidina absorvida é 

convertida em hesperitina, entretanto a outra parte da hesperidina que 

não sofre deglicosilação é parcialmente conjugada, e imediatamente 

liberada da circulação e excretada sob a forma de metabólitos na urina 

sem que haja reabsorção renal tubular (MATSUMOTO et al. ,  2004; 

YAMADA et al. ,  2006,). Finalmente,  os metabólitos (hesperitina -
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glicuronídeos e sulfoglico ronídeos) podem ser excretados pela bile ou 

conduzidos aos tecidos periféricos pelo sistema sanguíneo, onde poderá 

desempenhar as at ividades funcionais no organismo, amplamente 

descritas na literatura (HEIM et al. ,  2002).  

Um estudo pioneiro realizado por Yamada et al. (2006) comparou -

se a absorção e a excreção urinária da G -hesperidina em relação à 

hesperidina em ratos. Os resultados mostraram que G -hesperidina 

apresenta o mesmo perfil  de metabóli tos excretados na urina que a 

hesperidina, e que a G-hesperidina é mais eficientemente absorvida, 

devido à sua alta solubilidade. Os autores sugerem ainda que quando 

oralmente administrada a G-hesperidina é inicialmente hidrolisada pelas 

enzimas α-glicosidases no intestino delgado, onde ocorre a l iberação da 

hesperidina e subsequentemente é hidrolisada a hesperitina pelas  β- 

glicosidases por bactérias intestinais.    
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1.2  Efeitos isolados da hesperidina no perfil bioquímico e 

oxidativo 

 

O aumento da produção hepática de glicose e a diminuição da 

síntese de glicogênio contribuem para a hiperglicemia no diabetes tipo 2.  

A hesperidina, por sua vez, parece promover o controle da glicose 

plasmática através da modulação das enzimas glicoquinase  e glicose 6-

fosfatase (JUNG et al . ,  2006). O fígado exerce uma importante função  de 

produção de energia  através da gliconeogênese,  a hesperidina altera a 

expressão dos genes que codificam as enzimas reguladoras na quebra da 

glicose e gliconeogênese hepática, no qual pequenas modificações nestes 

genes podem melhorar o controle da homeostase da glicose plasmática 

(LIU et  al.,  2006).  

 A hiperglicemia provoca um aumento do estresse oxidativo 

ocasionando a destruição de células pancreáticas, enquanto a hesperidina 

promove efeito antioxidante neutralizando o dano oxidativo em animais 

diabéticos.  Isto efeito parece recuperar as ilhotas pan creáticas,  

reativando a liberação de insulina e diminuindo os níveis de glicose 

plasmáticas, além de alterar o conteúdo de glicogênio nos tecidos 

diabéticos (JUNG et al. ,  2004, AKIYAMA et al . ,2010).   

Vários estudos tem descrito os mecanismos hipoglicêmico s da 

hesperidina (JUNG et al.  2006,  LIU et al .,  2008,  AKIYAMA et al.,  

2010).   Em um estudo com suplementação de hesperidina em modelo 

experimental foi  demonstrado aumento significativo na quantidade de 
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glicotransportadores (GLUT 2 e GLUT4) que facilitam a entrada de  

glicose na célula juntamente com a insulina . De acordo com o autor, este 

mecanismo parece ter uma importante contribuição na diminuição da 

glicose plasmática induzida pelo flavonóide (JUNG et al.,2006). Outro 

achado importante na ação da hesp eridina sobre a glicose plasmática 

seria sua interferência no aumento da expressão gênica da adiponectina,  

uma proteína metabolicamente ativa secretada pelos adipócitos que 

auxilia na regulação da glicose e diminuição dos lipídes plasmáticos 

(LIU et  al.,  2008).   

Há considerável interesse na investigação da hesperidina e seus 

metabólitos como reguladores do metabolismo do colesterol,  tendo 

particular importância na terapêutica para o tratamento de dislipidemias 

(KIM et al.,  2003). A hesperidina age de forma  eficiente na diminuição e  

absorção intestinal do colesterol e aumento de sua excreção fecal de 

esteróis contribuindo para sua eliminação (SELVARAJ E PUGALENDI, 

2012).   

A ação da hesperidina na  diminuição do colesterol  sérico e 

hepático está relacionada com a ação inibitória da hesperit ina sobre a 

HMG-CoA redutase e colesterol aciltransferase que fazem a esterificação 

e absorção do colesterol em nível  hepático, levando a menor oferta 

intracelular de colesterol (BOK et al .1999, WILCOX et al.  2001, 

NIELSEN et al. 2002, RADER et al . 2009).  Por outro lado, a diminuição 

do LDL pode também estar associada aumento da expressão do gene que 

codifica o receptor de LDL estimulado pela hesperitina. De acordo com o 

estudo, 200 mmol/L de hesperitina aumenta os nívels do  mRNA do 
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receptor de LDL de 3,6 a 4,7 vezes em relação ao controle não tratado 

(MORIN et al. ,  2008).  

Alguns estudos demonstraram os benefícios da suplementação de 

flavononas cítricas para reduzir os danos de dietas ricas em gorduras 

hipercalóricas e hiperl ipídicas, indicando que a hesperidina promove 

efeitos hipolipemiantes desejáveis (MIWA et al.  2005, GORINSTEIN et  

al.  2007, VINUEZA, FARIA E CESAR, 2008).  Os efeitos protetores da 

hesperidina na hipercolesterolemia e esteatose hepática foram 

examinados em ratos tratados com dieta rica em colesterol. Houve 

redução das concentrações séricas de colesterol total, da síntese e 

absorção de colesterol, e as concentrações de colesterol nas fezes foram 

maiores nos ratos suplementados com  hesperidina (WANG et al. ,  2 011).  

Outro aspecto importante evidenciado em estudos com a 

suplementação de hesperidina são seus efeitos antioxidantes sendo seus 

principais mecanismos a capacidade de remoção de radicais livres, a 

redução da transferência de elétrons e superóxidos e o au mento de 

enzimas antioxidantes (GARG et al. ,  2001). O estresse oxidativo é um 

desequilíbrio entre a atividade antioxidante e a produção de espécies 

reativas de oxigênio do organismo, sendo que uma das suas principais 

consequências é a peroxidação lipídica.  Esta provoca diversas alterações 

nas organelas celulares, diminuindo a sinalização da membrana e 

aumentando a formação de subprodutos como o malonaldeído, podendo 

induzir a processos inflamatórios e a apoptose celular,  que estão 

associados ao surgimento de doenças imunológicas, inflamatórias e 
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degenerativas,  além de participar do processo do envelhecimento 

(KAWAGUCHI,  MATSUMOTO, KUMAZAWA 2011).  

A capacidade antioxidante dos flavonoides está diretamente 

relacionada à sua estrutura química, e no caso da hesperidina a presença 

de um grupo hidroxila na posição 3 do anel B de sua estrutura  pode ser 

responsável pela capacidade de remoção de radicais gerados a partir de 

peroxidação e íons de hidrogênio. Esta estrutura é capaz de proteger as 

células sendo portanto um agente preventivo promissor contra as 

patologias relacionadas aos radicais livres. Por esta razão, há interesse 

atualmente em investigar a hesperidina em divers as situações 

experimentais (WILMSEN, SPADA e SALVADOR, 2005).  

O estresse oxidativo promove alterações no tecido endotelial  

diminuindo a disponibilidade de óxido nítrico promovendo eventos 

hipertensivos. A suplementação de glicosil hesperidina parece melhorar a 

produção de óxido nítrico responsável pela dilatação arterial  e aumento 

de enzimas antioxidantes. Esses resultados sugerem que a hesperidina 

apresente atividade hipotensiva e de proteção ao tecido vascular em 

animais hipertensivos (YAMAMOTO et al .,   2008, Y AMAMOTO, 

SUZUKI E HASE 2008, RIZZA et al.,  2011). Outro estudo mostrou que , 

em cultura de células e em animais , a hesperidina aumentou as enzimas 

antioxidantes, como catalase e superóxido dismutase, responsáveis pela 

redução dos radicais livres e aumento d a capacidade antioxidante 

(WELMSEN et al.,  2005).  
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2. Treinamento físico e perfil bioquímico  

 

Inúmeros relatos científicos atuais, utilizando modelo experimental e 

humano  vem sendo realizados  com  diferentes tipos de protocolos de  

treinamento físico tanto contínuo quanto  intervalado e  suas respostas  

frente ao controle da obesidade e  indicadores bioquímicos,  porém  

variáveis como o modalidade, volume e intensidade do exercício físico 

interferem na magnitude dos resultados ( KRAUS et al,  2002, CHEIK et 

al. ,  2006, GUERRA et al.,  2007, BOTEZELLI et al. ,  2011, HUANG et 

al. ,  2011,  SANAL, ARDIC E KIRAC 2012)  

O exercício contínuo pode ser caracterizado pela  não interrupção de 

movimentos  e  longa duração, util iza predominantemente os ácidos 

graxos como fonte de energia. Nos minutos iniciais de exercício, ocorre 

liberação de hormônios catecolamínicos aumentando a atividade da 

enzima lípase hormônio sensível via AMP cíclico ind uzindo ao processo 

de lipólise e aumento da capacidade oxidativa. A lipólise resulta na 

mobilização de triglicerídeos dos tecidos intramuscular e adiposo, que 

são convertidos a ácidos graxos livres e glicerol, fornecendo energia 

para o trabalho muscular. Os ácidos graxos livres são transportados pela 

albumina ao tecido muscular, e o glicerol é conduzido para fígado onde 

será util izado como precursor da gliconeogênese (JEPPESEN E KIENS, 

2012).  

Um dos principais fatores de risco para o surgimento de doenças 

cardiovasculares são as dislipidemias podendo ser consequência da 

inatividade física e consumo inadequado de alimento contendo níveis 
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elevados de colesterol,  portanto a prática regular de exercício físico 

principalmente de caráter contínuo e aeróbio é consi derado uma 

estratégia fundamental  na prevenção e tratamento destas doenças,  por 

melhorar os níveis de aptidão física, aumento  da capacidade oxidativa, 

diminuir o volume do adipócito, controlar a glicemia e promover a 

modulação de lipoproteínas plasmáticas (DURSTINE et al.,2002, 

GUERRA et al.,  2007).  

De um modo geral,  o treinamento intermitente ou intervalado se 

baseia no modelo da realização de esforço físico com sucessivos 

períodos de exercício, alternados com períodos de pausas vantajosas ou 

regenerativas, sobretudo, também pode ser caracterizado por utilizar a 

glicose como fonte de energia predominante (LUCAS, DENADAI E 

GRECO 2009).   

O treinamento intermitente é mais efetivo no controle da glicemia 

devido a sua maior ação do transporte da glicose para o  músculo em 

atividade e aumento significativo da enzima proteína quinase que está 

ligada ao  aumento do número de  glicotransportador  GLUT -4 sugerindo 

sua eficiência no controle do metabolismo da glicose (FUJII et al.,  2007,  

FUJIMOTO et al.,  2010).  

 Durante o trabalho intenso ocorre a redução de glicogênio muscular, 

contudo os ácidos graxos torna -se o principal combustível no período de 

recuperação ocasionado pelo aumento do consumo de oxigênio, além do 

mais ocorre o aumento da síntese de albumina plasmát ica, podendo 

contribuir para o transporte de lipídes em roedores diminuindo as 

subfrações plasmáticas de colesterol, contribuem para controle do perfil  
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lipídico (SENE-FIORESE et al.,  2008, BEXFIELD et al. ,  2009, 

BOTEZELLI et al. ,   2011, FRAJACOMO et al. ,  2 012).  
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3. Treinamento Físico e suplementação com flavonoides 

frente ao perfil bioquímico 

 

O treinamento físico e a dieta equilibrada rica em frutas e hortaliças 

consequentemente composta por flavonoides,  têm sido amplamente 

investigados com objetivo de diminuir fatores de risco de doenças 

cardiovasculares e promover o saúde  em humanos (AMERICAN 

COLLEGE SPORT MEDICINE 2009, EGERT E RIMBACH 2011).   

Ainda que tal  recomendação seja divulgada na literatura ci entífica de 

forma exaustiva, existe escassez de estudos sobre o treinamento físico e 

sua combinação com a suplementação de flavonoides cítricos como a 

hesperidina. Entretanto, demais subclasses de flavonoides combinados 

com treinamento físico vem sendo pes quisados para verificar seus efeitos 

em variáveis bioquímicas e metabólicas (SZMITKO E VERMA 2005, 

MURASE et al.,  2006a, MURASE et al 2006b, VELAYUTHAM, BABU E 

LIU 2008, CHOI et  al. ,  2010, SMITH et al. ,  2010, SOARES FILHO, 

CASTRO E STAHLSCHMIDT 2011).  

As catequinas são os principais compostos polifenólicos encontrados 

principalmente no chá verde, exercem atividades biofuncionais incluindo 

a ação hipolipemiante através de diversos mecanismos, tais como; 

inibição de enzimas-chave envolvidas na biossíntese do colesterol no 

fígado, regulação hepática de receptores do LDL e redução da absorção 

de lipídes intestinais melhorando assim o perfil l ipídico, tais ações 

similares com a  hesperidina (VELAYUTHAM, BABU E LIU 2008).  
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A combinação de extrato de chá verde e tre inamento físico foram 

testados em modelo experimental com objetivo de verificar seus efeitos 

na estimulação da oxidação de lipídes durante exercício contínuo em 

esteira rolante em período experimental  de 10 semanas em sessões de 

esforço até a exaustão. Ocorreu diminuição nos parâmetros bioquímicos 

como triglicérides e glicose, aumento da concentração de glicogênio 

muscular e da enzima malonil -coA responsável pela atividade oxidativa,  

diminuição significativa nos níveis de lactato e melhora em 30% da 

capacidade de consumo de oxigênio nos animais suplementados com o 

flavonoide, estes resultados sugerem que esta melhora do desempenho 

foi mediada pelo aumento da disponibilidade metabólica de ácidos 

graxos durante o exercício desencadeada  pela suplementação crôn ica de 

catequinas (MURASE et al.,  2006).  

Foram estudados os efeitos da suplementação em longo prazo de 

catequinas enriquecidas na ração e combinada com treinamento físico 

aquático durante 15 semanas em sessões de exercício com duração de 30 

minutos e periodicidade de três vezes por semana em animais 

alimentados com dieta obesogênica. A combinação do protocolo de 

natação associada ao flavonoide causou diminuição da gordura visceral , 

promoveu controle de lipídes plasmáticos, e aumento da oxidação 

lipídica, reduzindo assim os efeitos da dieta hiperlipídica (MURASE et 

al. ,  2006b).  

O café contém diversos compostos flavonoides como demais classes 

das catequinas (epigalocatequina e epicatequinas 3 -galatos), além disso, 

em sua composição contém cafeína que é amplamente aceita pelo seu 
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efeito  lipolítico e termogênico no qual também vem sendo usado como 

suplemento associado ao exercício regular diante do perfi l lipídico 

plasmático e perda de pesos em mulheres (SMITH et al.,  2010).  

O consumo moderado de vinho tinto tem mostrado uma relação 

inversa com o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, por conter 

compostos polifenóis como catequinas e kempeferol que apresentam 

atividades antioxidantes somados aos efeitos do  álcool que atua na 

síntese de colesterol hepáti co e aumento da atividade da l ipoproteína 

lipase elevando a formação de HDL em humanos (SZMITKO E VERMA 

2005). Em pesquisa experimental foram verificados os efeitos de 10 

semanas de suplementação com vinho tinto contendo 12% álcool 

combinada com treinamento físico e seus efeitos nos níveis séricos de 

HDL.  Durante 5 vezes por semana os animais receberam quantidades de 

3,7 ml/kg de vinho por  gavagem intragástrica juntamente  com protocolo 

contínuo em  esteira rolante com intensidade moderada entre  40 a 70%  

da capacidade máxima de esforço, com aumento progressivo da duração, 

iniciando com  20 perdurando  até 60 minutos de treinamento. O grupo 

treinado e suplementados com vinho aumentou significativamente os 

níveis de HDL séricos, considerando que  esta assoc iação pode ter 

efeitos benéficos para o sistema cardiovascular (SOARES FILHO, 

CASTRO E STAHLSCHMIDT 2011).  

A combinação do  treinamento físico e a  suplementação com 

flavonoides  parecem promover efeitos benéficos no controle do perfil  

bioquímico, contudo,  as variáveis do treinamento e os diferentes tipos de 

flavonoides interferem diretamente na eficácia destas estratégias.  
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4. Treinamento físico, estresse oxidativo e suplementação com 

flavonoides 

 

Muito embora o treinamento físico seja importante estratégia não 

farmacológica e preventiva para doenças crônicas degenerativas, a 

prática extenuante e prolongada de esforço físico promove elevado 

aumento da difusão de oxigênio pelas células promovendo o aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio que não compensadas por 

mecanismos de defesa antioxidantes do organismo e  aumento da 

produção intracelular de radicais livres causando o estresse oxidativo, 

que é responsável por alguns dos processos inf lamatórios e efeitos 

deletérios nas estruturas celulares (URSO E CLARKSON 2006, 

PHYSICAL ACTIVITY AND PUBLIC HEALTH 2007, POWERS, 

NELSON E HUDSON, 2011).  

Além do aumento da demanda energética durante o exercício 

físico, existem múltiplos mecanismos fisiol ógicos que contribuem para 

elevação da formação de radicais livres, tais como o aumento da 

autooxidação de catecolaminas que produzem radicais de oxigênio, 

produção de ácido lático que geram outros agentes oxidativos e aumento 

da resposta inflamatória causada por lesão muscular incidindo a 

hiperperoxidação (CLARKSON AND THOMPSON, 2000, PETERNELJ 

AND COOMBES, 2011).  

As células dos organismos vivos possuem dois sistemas de defesa 

contra os danos produzidos pelos radicais livres, sendo o primeiro um 

sistema de defesa enzimático e o segundo um sistema de defesa não 
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enzimático, constituído por antioxidantes dietéticos, como a vitamina C, 

vitamina E  e compostos polifenólicos, dentre eles os flavonoides 

(YILMAZ et al .,  2004). Os flavonoides agem diretamente no seq uestro 

ou varredura de radicais livres e supressão de enzimas oxidativas, neste 

contexto existe crescente interesse sobre os efeitos da suplementação de 

flavonoides frente a marcadores do estresse oxidativo induzidos pelo 

treinamento físico (MORILLAZ- RUIZ et al . ,  2006).  

Foram investigados os efeitos de um extrato de flavonoides 

contendo catequinas, rutina e isoquercitrina extraídos de planta de 

origem oriental (Cynomorium songaricum ) sobre a capacidade 

antioxidante mediada pelas enzimas superóxido dismutas e e glutationa 

peroxidase, tendo como indicador do estresse oxidativo o malonaldeído 

(MDA) em animais submetidos a treinamento físico aquático. Os 

resultados indicaram aumento significativo da capacidade antioxidante 

das enzimas estudadas e diminuição do e stresse oxidativo, além do 

aumento do desempenho dos animais frente a sessão exaustiva 

comprovando também a eficiência dos flavonoides na melhora da 

resistência dos animais (YU et al.,  2010).  

A quercetina é um importante flavonoide da classe dos flavonols , 

encontrado principalmente em alimentos como a cebola, a maçã, o chá e 

o vinho tinto, e  sua atividade antioxidante foi investigada  perante  

biomarcadores oxidativos (TBARS e enzimas antioxidantes) e 

corticosterona no tecido hipotalâmico de ratos treinado s em água. A 

suplementação de quercetina foi conduzida via intrape ritoneal em três 

diferentes doses uma hora antes de cada sessão de treinamento. O 
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treinamento aquático foi capaz de induzir ao dano oxidativo através do 

aumento de marcadores e diminuir as enzimas antioxidantes (superóxido 

dismutase,  glutationa peroxidase  e catalase) no hipotálamo de animais.  

Embora o tratamento com quercetina não tenha aumentado as enzimas 

antioxidantes e  inalterado o hormônio estudado, foi  observado 

atenuação da produção de espécies reativas de oxigênio no hipotálamo 

dos animais protegendo os neurônios de lesões oxidativas,  podendo ser 

útil na prevenção ou tratamento para doenças neurodegenerativas 

(HALEAGRAHARA et al. ,  2009).  

A eriocitrina tem sido relatada como sendo um d os principais 

bioflavonoides cítricos da casca do limão que apresenta elevada 

atividade antioxidante e antiinflamatória (MIYAKE et al2006). A fim de 

verificar seus efeitos antioxidantes e atenuadores do estresse oxidativo 

foi estudada a suplementação com e riocitrina em treinamento físico em 

esteira rolante. Os autores verificaram aumento da capacidade 

antioxidante pela redução do radical 2,2 -difenil-1-picri l-hidrazila 

(DPPH) e redução da peroxidação lipídica pela presença de substâncias 

reativas ao ácido t iobarbitúrico (TBARS) (KATO et al.,  2000,  MINATO 

et al. ,  2003,  MIYAKE et al .,  2004).  

A suplementação de 0,2% de eriocitrina em dieta comercial  foi  

testada em animais submetidos a treinamento em esteira rolante. A 

eriocitrina promoveu a ativação  do mecanismo de defesa antioxidante 

induzindo enzimas antioxidantes e diminuindo o teor de marcadores 

primários do estresse oxidativo (KATO et al.,  2000). Estudo similar 

examinou os efeitos da eriocitrina sobre o TBARS em tecido hepático de 
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animais submetidos a exercício agudo. Foi mostrado que o exercício 

agudo induziu aumento nos marcadores do estresse oxidativo no fígado 

de ratos; apesar disso o flavonoide suprimiu o aumento de TBARS e a 

oxidação de glutationa no teste agudo, e aumentou a capacidade 

antioxidante protegendo contra os danos oxidativos no fígado (MINATO 

et al. ,  2003).   
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Abstract 

Objective. The aim of this study wast o investigate the effects of continuous and 
interval swimming with glicosyl-hesperidin (G-hesperidin) supplementation on the 
biochemical and oxidative biomarkers in rats.  

Materials/methods. The animals (n=60) were randomly divided into six groups 
as follows: negative (C) and positive controls (CH) for G-hesperidin supplementation; 
and continuous or interval swimming without (CS and IS, respectively) or with G-
hesperidin supplementation (CSH and ISH, respectively). G-hesperidin was given by 
gavage for four weeks (100 mg/kg body mass) before the exercises. Continuous 
swimming was performed for 50 min with a load from 5 to 8% of body weight from the 
first to fourth week, and interval swimming training was performed for 50 min with 1 
min of swimming followed by 2 min of resting carrying a load from 10% to 15, 20 and 
25% from the first to fourth week. 

Results. A continuous decline of serum glucose was found with a combined 
effect of G-hesperidin and swimming as follows: C (100%) > CH (97%) > CS (94%) > 
CSH (91%; p<0.05) > IS (87%; p<0.05) > ISH (80%; p<0.05). Moreover, continuous or 
intermittent swimming with G-hesperidin supplementation resulted in lower total 
cholesterol (-16%; p<0.05), LDL-C (-50%; p<0.05) and triglyceride levels (-19%; 
p<0.05), as well as higher HDL-C levels (48%; p<0.05). Furthermore, G-hesperidin 
enhanced the antioxidant capacity with continuous swimming (183%; p<0.05) and 
lowered lipid peroxidation with interval swimming (-45%; p<0.05).  

Conclusion. G-hesperidin supplementation alone or in combination with 
swimming exercise protocols, including both continuous and interval swimming, 
improved the biochemical profile and antioxidant biomarkers of the rats, thereby 
suggesting that the use of flavanones may enhance the health benefits promoted by 
these exercises. 
 
Keywords: glucosyl-hesperidin, citrus flavonoids, swimming, blood serum biomarkers, 
antioxidant, rats. 
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Introduction 
 

 The regular practice of exercise has been recommended by healthcare 

professionals as a non-pharmacological strategy to control metabolic, hormonal and 

cardiovascular parameters associated with the development of chronic diseases 

(Thompson et al 2003). Variables of the exercise, such as type, volume and intensity, 

can have crucial metabolic and physiologic effects. In this sense, continuous exercise is 

characterized by moderate to intense exercise with extended duration using fatty acids 

as the predominant energy source. In contrast, interval exercise is defined as high 

intense exercise with passive or active pauses using glucose as the predominant source 

of energy (Jeppesen and Kiens, 2012). Continuous and interval exercise protocols have 

been used as a strategy to control glucose and lipids in the blood stream (de Araujo et al 

2012; Rogatto et al 2001, Durstine et al 2002, Botezelli et al 2011, Frajacomo et al 

2012).  

 Exhaustive exercises and overtraining may increase the generation rate of free 

radicals, which may exceed the capacity of the cellular defense system and 

consequently impair cell viability, initiating skeletal muscle damage and promote 

inflammation (Sachdev and Davies et al 2008). To prevent this negative effect, 

antioxidant supplements can be an alternative to attenuate the side effects of exercise, 

and flavonoids, in general, can be used to improve antioxidant capacity (Minato et al 

2003; Lyall et al 2009). Previous studies in humans and animals, especially rodents, 

have demonstrated that hesperidin and its metabolites decrease blood serum glucose and 

lipids, as well as neutralize markers of oxidative stress (Kurowska et al 2000; Kim et al 

2003; Gorinstein et al 2007; Kim et al 2010). Although a body of evidence has shown 

these benefits, most of the mechanisms are still being explored (Minato et al 2003; 
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Miyake et al 2003; Cureton et al 2009; Di Giacomo et al 2009; Aptekmann and Cesar et 

al 2010). 

 The purpose of this study was to analyze the interaction of glucosyl hesperidin 

(G-hesperidin) and continuous or interval exercises with biochemical parameters and 

biomarkers of oxidative stress in rats. We have compared the glucose and lipid blood 

levels in rats submitted to continuous exercise and interval swimming protocols, and we 

also evaluated two oxidative biomarkers for both protocols plus the effect of G-

hesperidin supplement. The present study tested if continuous and interval swimming 

alone or combined with G-hesperidin supplement could improve blood serum variables 

and reduce oxidative stress. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1. Reagents 

G-hesperidin was obtained from Hyashibara, Japan. Biochemical analyses 

(glucose, triglycerides, total cholesterol, and HDL-C) were performed using 

commercial kits (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil) and the Technicon 

RAXT chemistry analyzer (Bayer Diagnostic,Tarrytown, NY, USA). LDL-C was 

determined according to Friedewald et al (1972). Reagents for lipid hydroperoxide 

and antioxidant substances (TBARS and DPPH) were obtained from Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). 

 

2.2. Animals and experimental groups 

Male Wistar rats (12 weeks old, 300-450 g) were maintained in collective cages 

(5 rats/cage, 350 cm2/animal, 18 cm in height) on a normal light/dark cycle in a climate-
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controlled environment and fed with standard rodent chow diet and water ad libitum. 

The body weights were determined twice a week. This study was approved by the 

Ethics Committee on Animal Research at the University of Franca, Sao Paulo, Brazil 

(Protocol n. 0038/10). The animals (n=60) were randomly divided into six groups 

(n=10) as follows: 1) negative control (C), no swimming and no G-hesperidin; 2) 

positive control (CH), no swimming + G-hesperidin;  3) continuous swimming (CS); 4) 

continuous swimming + G-hesperidin (CSH); 5) interval swimming (IS); and 6) interval 

swimming + G-hesperidin supplement (ISH). 

 

2.3. G-hesperidin supplementation 

Groups supplemented with the isolated flavonoid received G-hesperidin diluted 

in saline (100 mg/kg body mass) by gavage for four uninterrupted weeks 30 min before 

the animals performed the exercises. The volume of G-hesperidin was adjusted in 

accordance to the weight of each animal. 

 

2.4. Swimming protocols 

The animals were trained on continuous or interval swimming for 50 min per 

day for four weeks after one week of adaptation. The rats swam in square polypropylene 

tanks (5 rats/tank) filled with water (40 cm depth) at 27°C. The rats were randomly 

divided into 6 groups with 4 groups subjected to two types of swimming: continuous or 

interval swimming. Continuous swimming was characterized by cyclical and 

uninterrupted movements between the arms and legs with a predominance of aerobic 

energy for 50 min carrying a weight equal to 5% of their body weight in the first week 

and gradually progressing to 6, 7 and 8% of their body weight in the second, third and 

fourth weeks, respectively (de Araujo et al 2012). Interval swimming training was 
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performed for a total period of 50 min, characterized by brief periods of high intensity 

exercise (60 s) and followed by rest periods (120 s) on a submersed platform with a 

predominance of anaerobic energy, carrying a weight equal to 10% of their body weight 

in the first week and gradually progressing to 15, 20 and 25% of their body weight in 

the second, third and fourth weeks, respectively. This protocol was adapted from 

Oliveira et al (2002). 

 

2.5. Biochemical analysis 

One day after the experimental period, the animals were food deprived fasted for 

12 h and decapitated by guillotine. The blood was then collected and centrifuged to 

obtain serum, which was stored at -20°C. Serum glucose, total cholesterol, HDL-C and 

triglycerides were determined by commercial kits (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil). 

 

2.6. Lipid hydroperoxide (TBARS assay) 

A  thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay was used to determine 

lipid peroxidation in animal serum (Yagi, 1998 modified by Nasser et al 2011). Two 

hundred milliliters of the MDA standard (0, 1.25, 1.88, 2.50, 3.13, 3.75, 6.25 and 12.50 

M) and serum sample were mixed with 200 �L of SDS and 500 �L of staining reagent 

(5.3 mg/mL of TBA diluted in 20% acetic acid; pH 3.5). This mixture was vortexed and 

then incubated at 100°C for 60 min, followed incubation on ice for 10 min. The 

standards and samples were centrifuged at 10000 rpm for 10 min, and the absorbance of 

the supernatant was determined at 532 nm. The TBARS concentration was based on the 

molar extinction coefficient of malondialdehyde.  

 

2.7. Antioxidant capacity (DPPH assay) 
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The antioxidant substances of the serum were determined by a 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) radical assay (Chrzczanowicz et al 2008, modified by Nasser et 

al 2011). The protein in the serum samples (200 �L) was removed with acetonitrile (200 

�L). The serum supernatant (without protein) was mixed with 970 �L of CH3OH and 5 

�L of DPPH (10 mM in methanol), and the mixture was rested at room temperature for 

20 min, followed by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min at 4°C. Absorbance of the 

supernatant was determined at 517 nm. 

 

2.8. Statistical analyses 

Data were presented as the means ± SD. Statistical analyses were performed by 

Sigma Stat v. 3.2 for Windows®. Statistical comparisons of the groups were made by 

One-Way ANOVA and the differences among groups were tested with Tukey test 

(glucose, triglycerides, total cholesterol, LDL-C, HDL- C) or Student-Newman-Keuls 

method (gain weight, TBARS, DPPH). Differences are considered significant when p ≤ 

0.05. 

 

3. Results 

 

3.1. Body weight gain during the experimental period 

There was no significant difference in weight gain between the C and CH groups 

or among the swimming groups with or without G-hesperidin (CS, IS, CSH, and ISH). 

However, there was a significant difference between the animals submitted to 

swimming (CS, IS, CSH, and ISH) and the sedentary rats (C and CH) (p < 0.05) (Table 

1). 
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3.2. Glucose  

There was a continuous decline of serum glucose levels from the negative 

control group to the interval swimming group as follows: negative control (C) > positive 

control (CH) > continuous swimming (CS) > continuous swimming + G-hesperidin 

(CSH) > interval swimming (IS) > interval swimming + G-hesperidin (ISH). These 

results suggest a combined effect of G-hesperidin with swimming on the serum glucose 

levels. The glucose levels were statistically higher in the C group and lower in the ISH 

compared to the other groups with intermediate values (Table 1). 

 

3.3. Triglycerides 

A 13% reduction of serum triglyceride levels was observed in the CH group 

compared to the C group. No differences in the triglyceride levels were observed among 

the exercised animals with or without G-hesperidin (CS, CSH, IS, and ISH) (Table 1). 

 

3.4. Total cholesterol and LDL-C 

There was a 15% decrease in serum total cholesterol levels in the CH group 

compared to the C group. The same response was observed for the ISH group compared 

to its control (IS; -15%), as well as for the CSH group related to its control (CS; -11%) 

(Table 1). LDL-C levels were 52% lower in the CH animals compared to the C animals. 

Similarly, LDL-C levels were 63% and 42% lower in the CSH and ISH groups, 

respectively, compared to their controls (CS and IS, respectively) (Table 1). These 

results followed the same tendency found for total cholesterol, thus showing a marked 

effect of G-hesperidin on cholesterol metabolism.  
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3.5. HDL-C  

The CH animals had high levels of blood serum HDL-C (35%) compared to the 

C group. Moreover, the CS, IS, CSH and ISH groups showed increased levels of HDL-

C. These results suggested that both G-hesperidin and exercise had a positive effect on 

HDL-C levels (Table 1). 

 

3.6. Lipid hydroperoxide (TBARS assay) 

A marked increase of lipid peroxidation (approximately 60%) was observed in 

IS rats in comparison to all groups. This event suggests that the intensity of the interval 

exercise promoted higher oxidative stress but that this effect was attenuated by the G-

hesperidin as observed in the ISH group (Table 1). 

 

3.7. Antioxidant capacity (DPPH assay) 

Blood serum antioxidant capacity was 2.8-fold more in the CSH group 

compared to the CS group, and no changes in blood serum antioxidant capacity were 

found in the IS and ISH groups (Table 1). 

 

 

4. Discussion 

 

Exercise training intervention is a low-risk strategy that has been designed as 

adjuvant treatment for chronic illnesses for many decades, but the combination of 

regular exercise with bioactive compounds to reduce chronic disease risk factors has 

been reported as a recent approach (Lee et al 2012; O'Fallon et al 2012). The present 



54 
 

study tested if continuous or interval swimming in combination with G-hesperidin 

supplementation in rats can improve biochemical and oxidative stress parameters related 

to chronic diseases.  

The findings of the current investigation show that G-hesperidin 

supplementation in addition to continuous swimming (CSH) or interval swimming 

(HSE) improved biochemical and oxidative biomarkers in rats. Swimming training by 

itself (CS and IS groups) or in combination with G-hesperidin (CSH and HSH groups) 

during four weeks not only improved glucose metabolism but also decreased levels of 

total cholesterol, LDL-C and triglycerides, as well as increasing HDL-C levels. 

Furthermore, the antioxidant capacity was enhanced by continuous swimming with G-

hesperidin supplementation (CSH group). Supplementation with G-hesperidin did not 

affect the weight gain of rats during the 4-week period, but swimming training 

(continuous or interval) was an important factor to reduce the weight gain of all trained 

groups, thereby suggesting that energy expenditure by exercise was the key factor in 

maintaining  body weight (Botezelli et al, 2011). 

The serum glucose concentration was significantly decreased with G-

hesperidin treatment alone or combined with swimming (IS and CS). The reduction of 

fasting glucose ranged from ISH (-20%), IS (-13%), CSH (-9%), CS (-6%) and CH (-

3%) to the control group (100%). Recent reviews have shown that regular exercise 

(either continuous or interval) reduces serum glucose by improving insulin sensitivity 

(Kessler et al 2012, Colberg, 2012). According to the Little et al (2011), high intense 

aerobic exercise improves glucose control and adaptation in skeletal muscle, reduces 

blood glucose levels by 13% over the 24-h period following training and that 

postprandial glucose levels spike for several days afterwards. A recent study with rats 

subjected to interval swimming has reported a higher production of the GLUT-4 
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isoform transporter, which is a determining factor for the transport and uptake of 

glucose, in these rats (Fujimoto et al, 2010). Moreover, G-hesperidin supplementation 

has important hypoglycemic effects through the modulation of gene expression of 

hepatic enzymes, such as glucokinase and glucose-6-phosphatase, which are involved in 

the final step of catalyzing gluconeogenesis and glycogenolysis, thus playing a role in 

regulating homeostatic plasma glucose (Liu et al, 2008). Jung et al (2006) showed that 

isolated hesperidin in rats significantly increases the number of GLUT-2 and GLUT-4, 

thereby enhancing cellular signaling glucose and consequently reducing insulin 

resistance.  

Increased levels of physical activity stimulate favorable changes in the levels 

of circulating lipoproteins, thus lowering the risks of metabolic disorders, such as 

dyslipidemias, metabolic syndrome and diabetes (Durstine et al 2002, Botezelli et al 

2011, Frajacomo et al 2012). These changes can vary according to the volume and 

intensity of the training, which can decrease cholesterol and triglyceride levels and can 

increase HDL-C levels (Fahlman et al 2002; Kelley et al 2009). However, a significant 

increase in HDL-C is more common with high intensity resistance exercise (Hill et al 

2005). Citrus flavonoids chemically isolated from citrus fruits and juices, such as 

hesperidin and naringin, have been associated with lower levels of LDL-C and 

triglycerides in humans (Miwa et al 2005) and animals (Ohtsuki et al 2003; Selvaraj and 

Pugalendi, 2012). Because the association between exercise training and hesperidin 

supplementation has not yet been addressed, we investigated whether rats submitted to 

swimming training (CS and IS) and supplemented with G-hesperidin (CSH and ISH) 

could have an effect on lipid and lipoprotein metabolism.  

In this study, we observed that CH rats had reduced levels of serum 

triglycerides, thereby suggesting that G-hesperidin is able to decrease the synthesis or 
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catabolism of triglyceride-rich lipoproteins. Miwa et al (2005) found that G-hesperidin 

supplementation in subjects with hypertriglyceridemia (>150 mg/dL) reduces serum 

triglycerides, presumably because the increase of triglyceride-rich lipoprotein 

catabolism. However, Wilcox et al (2001) showed that hesperitin, the aglycon form of 

hesperidin, inhibits VLDL secretion in vivo and in vitro by inhibition of microsomal 

triglycerides transfer protein (MTP) activity, transcription of HMG CoA-reductase, 

ACAT activity and synthesis of Apo B, thereby causing a 70% reduction in the 

secretion of hepatic ApoB-100/VLDL. Therefore, from these previous studies, we can 

deduce that G-hesperidin reduces both the synthesis and catabolism of triglycerides. 

Except for the negative control group, the other groups (CH, CS, IS, CSH, and ISH) had 

lower levels of triglycerides, which suggests that G-hesperidin and swimming exercise 

can improve triglyceride metabolism although the individual effects from exercise and 

supplement were not additive. 

Regarding total cholesterol and LDL-C levels, we observed a marked reduction 

promoted by G-hesperidin in the CH, CSH and ISH groups compared to their controls 

without supplementation (C, CS, and IS, respectively). This result was corroborated by 

previous studies showing that hesperidin lowers plasma and liver cholesterol by 

inhibition of HMG CoA-reductase, ACAT and secretion of Apo B (Bok et al 1999; 

Choi et al 2004; Wilcox et al 2001). In addition, hesperidin increases expression of the 

gene encoding the LDL receptor and its specific metabolism (Morin et al 2008).  

A recent study has shown that either high intensity or moderate intensity 

exercise training reduces cardiovascular risk factors in rats with the metabolic syndrome 

and that both types of exercise improve endothelial function, improve blood pressure, 

increase HDL cholesterol, and reduce blood glucose levels (Kessler et al, 2012). 

Moreover, both the exercises reducing the impact of the metabolic syndrome and the 
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magnitude of the effect depend on exercise intensity (Haram et al 2009). Another study 

has reported that acute resistance exercise at a moderate or high intensity, such as 

aerobic exercise, may have an antiatherogenic effect, particularly by modulating the 

lipid profile (Lira et al 2012). In the present study, a concomitant increase was observed 

in the HDL-C levels of the swimming groups (CS, IS) and G-hesperidin supplement 

groups (CH, CSH, and ISH), but the effects were not additive.  

HDL-C is the sub fraction of cholesterol responsible for facilitating the reverse 

transport of cholesterol from peripheral tissues to the liver where it is catabolized and 

excreted, and the function of HDL-C is recognized as antiatherogenic (Rothblat and 

Phillips, 2010). Although there are many controversies, it is well known that HDL-C 

levels are generally responsive to aerobic training and increase in a dose-dependent 

manner with increased energy expenditure (Dustine et al 2002). Additionally, the 

exercise intensity and duration are also associated to positive changes in the levels of 

HDL-C (Haram et al 2009).  

Because of the benefits that have been reported, regular physical exercise has 

been adopted as part of an overall strategy to normalize lipid profiles and to improve 

cardiovascular health (Grandjean et al 2000). However, it is questionable if all physical 

exercises are safe despite of the beneficial effects on lipid profiles. It has been reported 

that exhaustive exercises, such as swimming, induce oxidative stress due to excessive 

oxygen reception and elevated production of ROS (Goto et al 2007). However, 

moderate regular exercise can have positive effects by upregulating the activities of 

antioxidant enzymes, which can reduce oxidative stress (Ji, 2001).  

Regarding oxidative stress and exercise, it is well established that prolonged 

or high intensity exercises, such as interval exercises, increase the production of oxygen 

free radicals and lipid peroxidation, which are related to oxidative damage to 
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macromolecules in blood and skeletal muscle (Powers et al 2011; Fogarty et al 2011). 

Therefore, we evaluated the protective role of G-hesperidin as an antioxidant compound 

with both continuous and interval exercises. No changes in lipid peroxidation were 

observed in the C, CH, CS, CSH groups. However, interval exercise (IS) had a greater 

than 50% reduction in lipid peroxidation triggered by G-hesperidin supplementation 

(ISH). A previous study has also suggested that hesperidin and naringin (and not 

vitamin C in orange juice) neutralize oxidative stress as a result of ingestion of a pro-

inflammatory high fat and high carbohydrate meal (Ghanin et al 2007). In the present 

study, continuous swimming exercise increased the oxidative stress in animals, and 

supplementation with G-hesperidin markedly increased (over 100%) the antioxidant 

capacity in the CSH group. The antioxidant capacity was unchanged by G-hesperidin in 

the other groups (C, CH, CS, IS, and ISH).  

The antioxidant effects of flavonoids, such as quercetin (Haleagrahara et al 

2009) and eriocitrin (Minato et al 2003), have also been observed in swimming and 

running protocols, thereby suggesting that these flavonoids can prevent oxidative 

damage caused by these exercises in the brain and liver, respectively. Another study has 

demonstrated that antioxidants isolated from legumes inhibit xanthine oxidase (XO), 

which is the main enzyme related to the generation of free radicals during exercise 

(Gomez-Cabrera et al 2005), thereby revealing potential health benefits as natural 

antioxidants with therapeutic interest, i.e., dietary supplements (Spanou et al 2012). 

Moreover, hesperidin and its metabolites have antioxidant activity, as demonstrated by 

their ability to increase antioxidant enzymes and decrease oxidative stress (Tirkey et al 

2005; Kim et al 2010).  

In summary, the findings of the present study demonstrated that G-hesperidin 

supplementation alone or in combination with swimming exercise protocols (continuous 
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and interval) potentiates improvement of the biochemical profile and antioxidant 

biomarkers of rats, thereby suggesting that the use of citrus flavonoids may be 

beneficial to reduce risk factors of metabolic and cardiovascular diseases. Moreover, 

continuous swimming plus G-hesperidin supplementation presented hypolipidemic 

effects suggesting that G-hesperidin may be useful as an antioxidative compound to 

protect against oxidative damage during this type of exercise. Furthermore, G-

hesperidin plus interval swimming exercise can help decrease increased levels of 

glucose in blood serum. 
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Table 1. 

Biochemical and oxidative biomarkers of rats submitted to continuous or intermittent 

swimming, with or without supplement of G-hesperidin. 

Group Name # C CH CS CSH IS ISH 

(n) (10) (10) (10) (10) (10) (10) 

Weight Gain, g 
52.4 ± 

13.0a 

51.4 ± 

13.2a 
24.0± 11.6b 25.3± 17.0b 21.8± 13.9b 22.0± 18.2b 

Glucose, mg/dL 93.9 ± 4.4a 91.2 ±2.5ab 88.2 ± 2.5ab 85.6 ± 3.9bc 81.5 ± 6.4c 75.3 ± 5.7d 

Triglycerides, mg/dL 147 ± 15a 126 ± 13.1b 122 ± 17b 125 ±7.7b 115 ± 19b 108 ± 12b 

Cholesterol, mg/dL 140 ± 22ab 118 ± 9.7c 120 ± 17c 106 ± 7.1d 146 ± 11.1a 125 ±10b 

LDL-C, mg/dL 
64.9 ± 

15.6a 

31.1 ± 

14.4b 

31.2 ± 

17.9b 
11.8 ±8.3c 

55.2 ± 

10.4a 

32.6 ± 

10.1b 

HDL-C,  mg/dL 45.4 ± 6.3b 61.2 ± 5.2a 63.9 ± 4.5a 72.0 ± 8.1a 68.2 ± 4.7a 70.6 ±4.9a 

TBARS, �M 
1.30 ± 

0.45a 

1.08 ± 

0.31a 

1.24 ± 

0.29a 

1.34 ± 

0.18a 

2.23 ± 

1.37b 

1.23 ± 

0.33a 

DPPH, % reduction 25.2 ± 4.5b 22.4 ± 3.3b 9.9 ± 3.9a 28.0 ± 3.6c 16.4 ± 1.5b 
15.0 ± 

13.4b 

 

# C = negative control, CH = positive control, CS = continuous swimming, CSH = continuous swimming + G-

hesperidin, IS = interval swimming, ISH = interval swimming + G-hesperidin 

Values are expressed as mean ± SD per group. 

Values in the same row with different superscripts are significantly different (p ≤ 0.05) as determined by One-

Way ANOVA tested with Tukey (glucose, triglycerides, total cholesterol, LDL-C, HDL- C) or Student-

Newman-Keuls (gain weight, TBARS, DPPH). 
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