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Artigo Original

Níveis de ácido fólico sérico em lactentes eutróficos, alimentados 
com leite materno, leite de vaca ou fórmula modificada
Serum folic status in eutrophic infants nourished with breast milk, cow milk or milk modified formula 
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Resumo

Objetivo: Verificar os níveis de ácido fólico em três grupos 
de lactentes e comparar os valores encontrados; avaliar a ne-
cessidade de suplementação dessa vitamina aos quatro meses, 
quando as reservas teciduais são escassas e as fontes dietéticas 
pobres em folatos, em um período no qual a alimentação é 
exclusivamente láctea.

Métodos: Foram analisados os níveis de ácido fólico 
sérico, obtidos pelo método de radioimunoensaio, em 120 
lactentes eutróficos, aos quatro meses, com alimentação lác-
tea exclusiva, sendo 40 com aleitamento materno, 40 com 
leite de vaca pasteurizado e fervido e 40 com fórmula láctea 
industrializada e enriquecida com ácido fólico.

Resultados: Os níveis de ácido fólico sérico nos lactentes 
alimentados exclusivamente com leite de vaca pasteurizado e 
fervido foram significativamente menores do que os dos lac-
tentes alimentados com leite materno e os alimentados com 
fórmula láctea modificada, enriquecida com folatos. Estes 
dois últimos grupos não mostraram diferenças entre si.

Conclusões: O estudo ressalta a necessidade de  suplemen-
tação de ácido fólico nos lactentes aos quatro meses alimentados 
exclusivamente com leite de vaca. A pasteurização e a fervura 
do leite de vaca, habitualmente utilizadas, levam à deficiência 
dessa vitamina, tão importante na nutrição humana.

Palavras-chave: Ácido fólico; lactente; leite humano.

ABSTRACT

Objective: To study and to compare the status of serum 
folic acid in three groups of infants and to evaluate the need 
of supplying this vitamin in 4-month old infants, when 
tissue reserves are low and dietetic resources (exclusive milk 
feeding) are poor in folates.

Methods: Serum folic acid levels were analyzed by 
radioimmunoassay method in 120 eutrophic infants with 
four months of age. These infants were exclusively milk fed. 
Among them, 40 were nourished with human milk, 40 with 
boiled pasteurized cow milk and 40 with industrialized milk 
formula enriched with folic acid.

Results: Folic acid levels in infants exclusively nouri-
shed with boiled and pasteurized cow milk were signifi-
cantly lower than those found in infants fed with either 
breast milk or formula enriched with folates. These last 
two groups did not show differences between them.

Conclusions:The study shows the need of the 
folic acid supplementation in 4-month old infants 
exclusively nourished with boiled pasteurized, since  
its use can led to deficiency of this vitamin so important 
in human nutrition.

Key-words: Folic acid; infant; milk, human.
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Introdução

A descoberta das vitaminas representou importante avanço 
no estudo da nutrição humana, possibilitando a prevenção e o 
tratamento adequado de inúmeras doenças(1). Embora indis-
pensáveis à vida, as doses de vitaminas necessárias ao organismo 
são muito pequenas e, geralmente, supridas por dieta completa 
e equilibrada(2,3). Em algumas situações clínicas, como pre-
maturidade, infecções adquiridas e puericultura inadequada, 
entre outras, pode haver déficit de vitaminas(4-7) .

Dentre as vitaminas do complexo B, o ácido fólico (vitamina 
B11) é considerado como nutriente essencial ao ser humano. 
Descoberto em 1930, foi isolado em 1941 a partir das folhas 
do espinafre; daí o nome fólico: do latim folha(8,9). 

A vitamina B12 é um co-fator essencial para o metabo-
lismo do ácido fólico e para a síntese de DNA e RNA(7). A 
carência de ácido fólico manifesta-se inicialmente nos tecidos 
de crescimento mais rápido, como a medula óssea (eritro-
poiese) a e mucosa do trato gastrointestinal(6,7,10,11).

Em relação às fontes do ácido fólico, apesar de a vitamina es-
tar presente na maioria dos alimentos, quantidades apreciáveis 
são encontradas no fígado, rins, vegetais de folhas verdes-escu-
ra, aspargos, feijões e cereais integrais. É importante ressaltar a 
laranja, inclusive o seu suco congelado e reconstituído, como 
fonte de ácido fólico sob forma de monoglutamato, o qual não 
requer hidrólise para a absorção(12-15).

O ácido fólico é muito vulnerável ao armazenamento de 
vegetais, cocção demorada ou outro tipo de processamento 
como: enlatamento, refinação, pasteurização e exposição à luz 
e ao sol. Há perda de 50 a 95% durante a cocção. O leite de 
vaca (LV) in natura, quando fervido, apresenta perda de 44% 
de ácido fólico e, se previamente pasteurizado (que, em geral, é 
o de uso mais rotineiro), há perda de aproximadamente74%(16-

18). O leite materno (LM), apesar de pobre em ácido fólico, 
parece suprir as necessidades do lactente jovem, em virtude 
da melhor biodisponibilidade, quando comparado ao LV. 

Considerando-se a fonte láctea, o LM contém cerca de 
5mcg/100mL de ácido fólico, o LV in natura contém em média 
5,9mcg/100mL, o LV modificado é acrescido de aproximada-
mente 6,1mcg/100mL e o leite de cabra in natura apresenta 
apenas traços de folato, cerca de 1,0mcg/100mL(12,19,20).

O requerimento diário de folato é progressivo duran-
te a infância: no primeiro ano, 65-80mcg; 1-12 anos, 
150-200mcg; acima de 12 anos e adultos 300-400mcg. 
Está necessidade altera-se em situações nas quais ocor-
rem modificações do metabolismo: gestação=600mcg e 
lactação=500mcg(20-22). Atualmente, o ácido fólico é comer-

cializado sob forma de preparações isoladas ou associadas a 
outras vitaminas e sais minerais. 

Estudos mostraram que lactentes alimentados com LM, de 
mães suplementadas ou não com ácido fólico, mantêm níveis 
similares de folato sanguíneo, observando-se valores altos do 
primeiro ao terceiro mês de vida, com queda gradual e poste-
rior estabilização até o nono mês, independentemente do nível 
fólico materno(23,24). 

Olivares et al(25) verificaram que, em recém-nascidos 
alimentados com leite artificial não acrescido de folatos, a 
dosagem de ácido fólico sangüínea é alta na primeira semana 
de vida, diminuindo rapidamente, e, na oitava semana, atinge 
valor muito baixo, que oscila durante todo o primeiro ano de 
vida. Por outro lado, Smith et al(26) e Salmenpera et al(27) mos-
traram que, com a introdução de alimentos complementares e 
utilizando-se leite artificial enriquecido com folatos, os níveis 
sangüíneos de ácido fólico foram equivalentes aos encontra-
dos em lactentes em aleitamento materno exclusivo.

A seqüência de eventos hematológicos, na depleção de 
ácido fólico, inicia-se com baixo teor de folato sérico logo 
após duas semanas, folato eritrocitário após 16 semanas e 
anemia após 20 semanas(28). Do ponto de vista laboratorial, 
dados de literatura mostram que a dosagem de folato sérico, 
quando comparada à de folato eritrocitário e à de outros 
valores indiretos (hipersegmentação dos neutrófilos e vo-
lume corpuscular médio), mostra-se superior para avaliar o 
suprimento alimentar de ácido fólico(25,29,30). 

Em face ao exposto, o presente trabalho tem como obje-
tivo verificar os níveis de ácido fólico sérico em três grupos 
distintos de lactentes eutróficos aos quatro meses, sendo um 
deles sob aleitamento materno exclusivo; outro alimentado 
exclusivamente com leite de vaca pasteurizado e fervido; e 
outro alimentado exclusivamente com fórmula láctea indus-
trializada enriquecida com ácido fólico. Além disso, este tra-
balho visa comparar os valores de ácido fólico sérico nos três 
grupos acima referidos e, finalmente, observar a necessidade 
de suplementação de ácido fólico nos lactentes alimentados 
com as três formas de alimentação láctea. 

Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sorocaba da 
Pontifícia Universidade Católica de São Paulo (PUC/SP). 
Um termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado 
previamente pelos pais ou responsáveis para a inclusão do 
lactente no trabalho.
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Os lactentes foram selecionados a partir do primeiro mês 
de vida no ambulatório de Puericultura da Disciplina de 
Pediatria, localizado no Conjunto Hospitalar de Sorocaba, 
no período de outubro de 1995 a setembro de 1997. Na 
ocasião, as mães foram orientadas a manter como alimento 
único até o quarto mês o mesmo tipo de leite que estava 
sendo ofertado. Se o lactente estivesse em aleitamento ma-
terno, este sempre era estimulado. A conduta nutricional 
adotada seguiu as normas dos Departamentos de Nutrição das  
Sociedades Brasileira e Paulista de Pediatria(5,9), que orientam 
a suplementação vitamínica nos lactentes a partir de um mês, 
principalmente naqueles com leite de vaca não modificado. 
Dos 125 lactentes inicialmente escolhidos, foram seleciona-
dos 103, pois em 16 houve oferta de diferentes tipos de leite 
de maneira alternada e, em seis lactentes, as mães introdu-
ziram por conta própria frutas e/ou cereais aos três meses. 
Outra dificuldade encontrada foi a obtenção de lactentes ali-
mentados artificialmente com leites modificados ou não, visto 
que, em nosso serviço o incentivo ao aleitamento materno 
é prioritário. Por outro lado, houve boa aceitação por parte 
dos pais, quando eram informados de que se tratava de um 
trabalho que envolvia aspectos nutricionais, pois, geralmente, 
há grande interesse na adequação alimentar dos filhos.

Os 103 lactentes escolhidos eram de ambos os gêneros, 
eutróficos, nascidos a termo, adequados para a idade gesta-
cional, sem intercorrências infecciosas, hematológicas ou 
neurológicas. Foram excluídos os que estivessem fazendo uso 
de vitaminas à base de ácido fólico e sais de ferro.

Os lactentes foram divididos em três grupos: Grupo Ι, com 
40 lactentes em aleitamento materno exclusivo, sendo 20 do 
gênero masculino; Grupo ΙΙ, com 35 lactentes alimentados 
exclusivamente com leite de vaca pasteurizado e fervido, 
sendo 14 do gênero masculino; e Grupo ΙΙΙ, com 28 lactentes 
alimentados exclusivamente com leite de vaca modificado e 
enriquecido com vitaminas, incluindo ácido fólico, sendo 15 
do gênero masculino. 

Aos quatro meses, os lactentes foram submetidos à coleta 
de 6mL de sangue, dos quais 2mL foram centrifugados. O 
soro separado era mantido congelado e livre da exposição solar. 
Procedeu-se à dosagem de ácido fólico sérico e de vitamina 

B12 sérica por meio do método de Dualcount fase sólida, por 
radioimunoensaio, sendo feita a leitura pelo contador gama 
ICN/Isomedic®. O método de Dualcount é de alta precisão, 
sensibilidade e especificidade, detectando na mesma amostra 
os níveis de ácido fólico e vitamina B12(30,31). Os valores de 
referência para o ácido fólico são 3-17ng/mL e para a vitamina 
B12, 200-950pg/mL. Outras dosagens laboratoriais analisadas 
e seus valores de referência foram: ferro sérico (50-150mcg/dL), 
hemoglobina (9,5-11,5g/dL), volume corpuscular médio (74-
91µ3) e reticulócitos (35-105 103/mm3)(6,25,26) .

Na análise estatística dos resultados, foram utilizados 
testes não paramétricos, levando-se em consideração a natu-
reza das distribuições de valores das variáveis estudadas ou a 
variabilidade das medidas efetuadas(32,33). Aplicou-se o teste 
de Mann-Whitney para duas amostras independentes com 
o objetivo de comparar os gêneros em relação aos valores das 
variáveis estudadas. Em alguns casos estudados, levando-se 
em conta o tamanho da amostra, esse teste foi aplicado com 
aproximação à curva normal (z calculado). Usou-se também 
a análise de variância por postos de Kruskal-Wallis com a 
finalidade de comparar os três grupos a serem estudados 
quanto aos valores das variáveis consideradas. Diante de 
diferenças significantes, essa análise foi complementada pelo 
teste de comparações múltiplas. Finalmente, empregou-se o 
coeficiente de correlação de Spearman para estudar as relações 
entre valores do ácido fólico e os valores das demais variáveis 
consideradas. Em todos os testes fixou-se em 5% (p<0,05) o 
nível para rejeição da hipótese de nulidade.

Resultados

As dosagens do ácido fólico abaixo do valor referencial 
foram encontradas em cinco lactentes do Grupo I (LM), oito 
do Grupo II (LV) e quatro do Grupo III (fórmula), não ha-
vendo diferença significante entre os gêneros nos três grupos. 
As médias dos valores séricos do ácido fólico foram: Grupo 
I=8,34ng/mL; Grupo II=5,07ng/mL e Grupo III=8,22ng/
mL, mostrando diferença estatística significante por meio 
da análise de variância e testes de comparações múltiplas (H 
calculado: 9,73 e H crítico: 5,99), conforme Tabela 1.

Tabela 1 – Média dos valores dos níveis de ácido fólico, vitamina B12, ferro sérico, hemoglobina, VCM e reticulócitos nos Grupos I 
(leite materno), II (leite de vaca) e III (fórmula)
Grupos/ 
exames

Ácido fólico
(ng/mL)

Vitamina B12
(pg/mL)

Ferro
(mcg/dL)

Hemoglobina
(g/dL)

VCM
(µ3)

Reticulócitos
(103/mm3)

G I 8,34 589,9 64,8 9,41 82,4 70,3
G II 5,07 489,6 58,9 9,29 81,8 75,0
G III 8,22 573,8 63,1 9,38 82,3 76,2
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As dosagens de vitamina B12 estiveram abaixo do valor 
referencial em um lactente do Grupo I, três do Grupo II e 
nenhum do Grupo III. As médias obtidas foram para o Grupo 
I: 589,9pg/mL; para o Grupo II. 489,6pg/mL e para o Grupo 
III: 573,8pg/mL, não havendo diferença estatística significante  
(H calculado: 5,30 e H crítico: 5,99). 

As dosagens de ferro sérico estiveram abaixo do valor 
referencial em nove lactentes do Grupo I, oito do Grupo 
II e nove do Grupo III, sendo as médias obtidas para o 
Grupo I: 64,8mcg/mL, para o Grupo II: 58,9mcg/mL e 
para o Grupo III: 63,1mcg/mL, sem diferença estatística 
significante (H calculado: 2,00 e H crítico: 5,99). 

Em relação à hemoglobina, os níveis estiveram abaixo 
do valor referencial em 20 lactentes do Grupo I, 21 do 
Grupo II e 15 do Grupo III, sendo as médias obtidas para o  
Grupo I: 9,41g/dL, para o Grupo II: 9,29g/dL e para o Grupo 
III: 9,38g/dL, não havendo diferença estatística significante 
(H calculado: 0,48 e H crítico: 5,99). O volume corpuscu-
lar médio (VCM) não mostrou alterações em nenhum dos 
grupos estudados (Grupo I=82,4µ3, Grupo II=81,8µ3 e  
Grupo III=82,3µ3; H calculado: 3,58 e H crítico: 5,99). 
Quanto aos reticulócitos, as médias obtidas foram para o Gru-
po I: 70,3 103/mm3, para o Grupo II: 75,0 103/mm3 e para o 
Grupo III: 76,2 103/mm3, não havendo diferença estatística 
significante (H calculado: 0,92 e H crítico: 5,99). 

Ao correlacionar os valores de ácido fólico com os valores 
das demais variáveis por meio do coeficiente de correlação 
de Spearman, observou-se correlação positiva e significante 
entre os valores de ácido fólico e os de vitamina B12 para os 
três grupos estudados, com r calculado de 0,67 para o Grupo 
I, 0,59 para o Grupo II e 0,43 para o Grupo III, conforme 
observado na Tabela 2.

Discussão

A importância do estudo do comportamento do ácido fólico 
em lactentes aos quatro meses é decorrente da sua escassez na 
alimentação exclusivamente láctea e porque, nessa faixa etária, 
a reserva tecidual do folato é sabidamente baixa(22,25,29).

Os lactentes do Grupo II alimentavam-se de LV pasteuri-
zado e fervido, sendo este empregado nesse Grupo pelo seu 
menor custo. Para os lactentes do Grupo III, padronizou-se a 
fórmula láctea modificada para o primeiro semestre de vida, 
pelo conhecimento quantitativo de ácido fólico acrescido 
nesta fórmula.

As crianças atendidas no nosso ambulatório são, na 
maioria, de baixo nível socioeconômico. Esse aspecto foi 
observado em trabalhos anteriores, em âmbito populacio-
nal. Assim, Donangelo et al(23) e Lehti(34) ����������������� demonstraram não 
haver diferença significante nos níveis de folato do leite de 
mães de baixo nível socioeconômico, quando comparadas 
com os de mães de melhor padrão socioeconômico. Verifica-
se que os níveis de ácido fólico não se alteram em lactentes 
nos primeiros seis meses alimentados exclusivamente com 
LM, de acordo com o nível socioeconômico.

Em relação às 40 mães do Grupo I (LM), nenhuma fazia 
uso de suplementação vitamínica no momento do trabalho. 
Esse fato parece não ter importância, visto que Foged et al(24) e 
Smith et al(26) observaram que, ao administrar folato às mães, 
ocorre aumento de folato sangüíneo materno, sem elevação 
do nível de folato no leite. Tal suplementação somente teria 
valor na preservação do folato materno adequado caso a lac-
tação se prolongar por um ano ou mais.

Em relação ao método de Dualcount por radioimunoen-
saio, os valores de referência foram obtidos em amostras 
populacionais e não em grupos exclusivos de lactentes e 
crianças. Os trabalhos relativos ao método(30,31) também 
não são claros  em relação às idades, porém sempre se re-
portam a voluntários, geralmente adultos. ��������Raniolo et al(35) 
concluíram que idade, gênero e volume celular total não 
interferem no valor de referência tanto para o ácido fólico, 
como para a vitamina B12. Salienta-se, entretanto, que a 
casuística em questão não abrange a faixa pediátrica, uma 
vez que consta de 99 indivíduos de 20 a 64 anos.

Os resultados referentes ao ácido fólico, em relação ao 
gênero, não mostraram diferenças significantes. Entretanto, 
ao comparar os três grupos independentemente do gênero, 
em análises de variância e teste de comparações múltiplas, 

Tabela 2 – Coeficiente de correlação de Spearman (rs) entre o nível sérico de ácido fólico (ng/mL) e o de vitamina B12, ferro, 
hemoglobina, valor corpuscular médio e reticulócitos nos  Grupos I (leite materno), II (leite de vaca) e III (fórmula)
Grupos/ 
exames

Vitamina B12 
(pg/mL)

Ferro 
(mcg/mL)

Hemoglobina 
(g/dL)

VCM 
(µ3)

Reticulócitos 
(103/mm3)

G I 0,67 -0,18 0,22 0,10 0,25
G II 0,59 0,05 -0,08 0,17 0,11
G III 0,43 -0,11 0,03 0,05 0,30
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observou-se que os valores do Grupo II (LV) foram signifi-
cantemente menores que os dos Grupos I (LM) e III (fórmula 
modificada), sendo que estes últimos não diferiram entre si. 
Tal resultado se deve provavelmente à baixa oferta de folato 
no LV pasteurizado e fervido.

Ao analisar a quantidade média de folatos, verifica-se que 
o LV contém 5,9mcg/100mL; o LM 5,0mcg/100mL e as fór-
mulas modificadas 6,1mcg/100mL. Apesar das cifras serem 
parecidas, a pasteurização e a fervura do LV, habitualmente 
utilizadas no nosso meio, acarretam perda de até 74% do ácido 
fólico, assim o LV torna-se fonte pobre dessa vitamina, caso seja 
o único alimento ofertado. Vale lembrar ainda a importância 
da melhor biodisponibilidade do ácido fólico encontrado no 
leite humano, apesar de seus níveis serem aparentemente 
baixos(22,28,34). Trabalhos isolados mostram a superioridade do 
LM em relação ao LV quanto à oferta de folatos(36,37). Por outro 
lado, o LM apresenta níveis semelhantes de folato aos de LV 
modificado(24-27). Assim sendo, os resultados obtidos nos nossos 
lactentes estão de acordo com a literatura. 

Ressalta-se que, além da escassez de trabalhos publica-
dos, não foi encontrado nenhuma pesquisa que comparasse 
grupos homogêneos de lactentes no que diz respeito à faixa 
etária, bom estado nutricional, alimentação láctea exclusiva 
e sem intercorrências infecciosas, como no presente estudo. 
Os baixos níveis de ácido fólico encontrados neste trabalho, 
inclusive no grupo alimentado com leite materno, levam a 
crer que os valores de normalidade deveriam ser revistos na 
faixa pediátrica, sobretudo em lactentes. Provavelmente, os 
valores de referência devam ser mais baixos em Pediatria 
do que os encontrados na literatura adulta. O mesmo deve 
ocorrer com a vitamina B12.

Quanto aos resultados referentes à vitamina B12, não houve 
diferenças significantes entre os três grupos, embora os valores 
do Grupo II tenham sido menores em relação aos dos Grupos I 
e III. Tal resultado deve-se, provavelmente, ao fato de o LM e o 
LV modificado serem as melhores fontes dessa vitamina, sendo 
o último acrescido também de vitamina B12. Além disso, a 
dosagem sérica dessa vitamina também reflete menor aporte 
dietético, à semelhança do ácido fólico(26,31,37). As diferenças não 
significativas entre os três grupos poderiam ser explicadas pela 
pouca deficiência no aporte alimentar e pelo armazenamento 
de B12, que pode suprir a necessidade até 12 meses(20,21). 

Apesar da ferritina atualmente ser o melhor índice para 
avaliar a anemia ferropriva(6,29,38) , os valores de ferro obtidos 
abaixo do referencial foram nove casos no Grupo I (22,5%), 

oito no II (22,8%) e nove no III (32,1%) e, embora sem 
diferença estatística entre os grupos, houve um predomínio 
de ferro sérico baixo no Grupo III, no qual a fonte alimentar 
é complementada com esse mineral(12). Trabalhos ressaltam 
a deficiência desse elemento, em média aos quatro meses, 
independentemente do tipo de oferta láctea, salientando a 
necessidade de sua suplementação universal(7,18,38).

Em relação aos valores de hemoglobina, observaram-se 
valores abaixo do valor referencial em 20 casos do Grupo I 
(50%), 21 do Grupo II (60%) e 15 do Grupo III (53,5%). A 
prevalência de 50% de anemia no Grupo LM provavelmente 
não reflete a prevalência de anemia neste Grupo de lactentes, 
pois parece ser mais adequado, de acordo com Silva(39),  asso-
ciar valores de ferritina para fazer este diagnóstico. Porém, 
se levarmos em consideração que baixas concentrações de 
hemoglobina estão associadas à anemia ferropriva(7,18,38,39), é 
importante avaliar a necessidade de ferro nessa faixa etária. 

Quanto ao VCM, não se observou nenhum caso de ma-
crocitose nos três grupos estudados, fato confirmado por 
Herbert(28) e Zitoun(40), que sugerem que o aumento ocorra 
em deficiências mais tardias de folatos. Matoth et al(36) e 
Pereira et al(17) consideram que, quando há carência de ferro 
associada, esta levaria à microcitose relativa, o que falsearia 
a macrocitose decorrente da falta de ácido fólico. Portanto, 
nosso trabalho concorda com esses autores que consideram o 
VCM um parâmetro pouco confiável na deficiência precoce 
de ácido fólico.

Pode-se concluir que os níveis de ácido fólico sérico, 
medidos por radioimunoensaio, foram adequados nos 
lactentes aos quatro meses dos Grupos I (LM) e III (fór-
mula), porém insatisfatórios para o Grupo II (LV). Diante 
dos resultados obtidos, seria aconselhável suplementar 
ácido fólico nos lactentes aos quatro meses alimentados 
exclusivamente com LV, não havendo essa necessidade nos 
alimentados exclusivamente com LM ou fórmulas modi-
ficadas. Finalmente, os resultados obtidos em lactentes, 
no presente estudo, poderiam ser utilizados como valores 
de referência nessa faixa etária.
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