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RESUMO: A Síndrome de Down (SD) é a causa genética mais frequente de déficits de aprendizado e memória, 

e há um interesse crescente em tratamentos para essas deficiências cognitivas. O presente estudo tem como 

objetivo investigar a aplicabilidade da Análise Discriminante Canônica (ADC) na identificação das proteínas 

mais importantes para a diferenciação entre grupos de camundongos Ts65Dn, modelo genético da síndrome de 

Down, e grupos de controle, considerando fatores como genótipo, estímulo externo e tratamento com 

memantina. A ADC é uma técnica estatística multivariada que constrói funções discriminantes baseadas em 

variáveis preditoras de forma a proporcionar a melhor discriminação entre os grupos. Neste estudo, a ADC foi 

usada para identificar os padrões de expressão proteica que melhor discriminam entre grupos de camundongos. 

A ADC foi eficaz na discriminação de classes, identificando diferenças significativas entre camundongos 

estimulados e não estimulados a aprender. No entanto, não foi possível observar proteínas específicas associadas 

ao tratamento com memantina. As proteínas ITSN1, pERK e GSK3B destacaram-se na distinção entre 

camundongos com SD e selvagens, indicando seu potencial como marcadores para estudos futuros envolvendo 

as implicações cognitivas da SD. 

Palavras Chave: Animal modelo. Deficiências cognitivas. Estatística multivariada. Memantina. Ts65Dn. 

 

ABSTRACT: Down Syndrome (DS) is the most common genetic cause of learning and memory deficits, and 

there is growing interest in treatments for these cognitive disabilities. This study aims to investigate the 

applicability of Canonical Discriminant Analysis (CDA) in identifying the most important proteins in 

differentiating between groups of Ts65Dn mice, genetic model of DS, and control groups, considering factors 

such as genotype, external stimulus, and memantine treatment. CDA is a technique in multivariate statistics that 

creates discriminant functions based on predictor variables to provide the best discrimination between the 

groups. In this study, CDA was used to identify patterns of protein expression that best discriminate between 

mouse groups. CDA was effective in class discrimination, identifying significant differences between mice 

stimulated and those not stimulated to learn. However, it was not possible to identify specific proteins associated 

with memantine treatment. The proteins ITSN1, pERK, and GSK3B stood out in distinguishing between DS and 

wild mice, indicating their potential as markers for future studies involving the cognitive implications of DS. 

Keywords:  Animal model. Cognitive disabilities. Memantine. Multivariate statistics. Ts65Dn. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A Síndrome de Down (SD) é uma alteração genética causada pela trissomia, definida 

como presença parcial ou integral, de três cópias do cromossomo humano 21 (Hsa21). Essa 

condição, além de causar uma variedade de sinais clínicos, constitui a causa genética mais 

frequente de déficits de aprendizado e memória (TOLEZANO et al., 2020), presentes em 

todos os pacientes com a síndrome. Por esse motivo, existe um interesse considerável no 

desenvolvimento de soluções farmacológicas para o tratamento dos déficits cognitivos 

causados por SD. 
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Uma das hipóteses presentes é que as deficiências cognitivas da síndrome de Down 

seriam causadas pela expressão exagerada dos genes HSA21 e suas proteínas, causadas pela 

presença de um cromossomo extra.  

Mais especificamente, Ermak e Davies (2003) sugeriram que a superexpressão do 

gene RCAN1 (Regulador de Calcineurina Tipo 1), que inibe a ação da calcineurina (CaN), 

poderia ser responsável na produção de sintomas similares à Doença de Alzheimer em 

indivíduos com SD. Procurando drogas que minimizem as perturbações observadas, se 

destacaram os receptores NMDA (N-metil D-Aspartato) pela sua performance na inibição da 

CaN, entre eles a memantina (COSTA; SCOTT-MCKEAN; STASKO, 2008). 

Os modelos animais têm sido extremamente úteis no estudo de doenças genéticas, com 

camundongos sendo particularmente populares pela similaridade de seu genoma com o 

humano, entre outros fatores. Um exemplo é o camundongo Ts65Dn, extensivamente 

estudado como modelo da síndrome de Down. Ele carrega uma cópia extra de um segmento 

do cromossomo 16, cujos genes são homólogos aos do cromossomo 21 em humanos. De 

acordo com Sturgeon et al. (2012), experimentos com o modelo de camundongo Ts65Dn 

demonstraram diversas reações positivas de intervenções farmacológicas para o tratamento 

desses.  

Com base nisso, os usos de memantina em camundongos Ts65Dn têm sido 

investigados para entender melhor o potencial deste medicamento em melhorar as deficiências 

cognitivas relacionadas à SD, mostrando, em muitos casos, resultados promissores (RUEDA 

et al., 2010; SALAZAR, 2023). No entanto, é importante destacar que um número crescente 

de estudos tem apresentado argumentos contra a eficácia da memantina (COSTA et al., 2022; 

OLIVEIRA; FARIA, 2022). Dessa forma, a aplicabilidade desse tratamento para os déficits 

cognitivos ligados à SD é um campo de constante evolução e estudo. 

Na busca por entender os efeitos de diferentes variáveis, como o tratamento com 

memantina e outras possíveis intervenções farmacológicas, no tratamento de déficits 

relacionados à SD, é fundamental o emprego de técnicas estatísticas avançadas, como a 

análise multivariada. Dentre essas técnicas, para os propósitos do presente trabalho, se destaca 

a Análise Discriminante Canônica (ADC). Se trata de uma técnica que busca identificar 

combinações lineares de forma a maximizar a separação entre dois ou mais grupos, e pode ser 

particularmente útil para a identificação de diferenças entre grupos caso e controle, por 

exemplo. 

O presente trabalho tem como objetivo verificar a aplicabilidade da técnica de ADC na 

identificação das proteínas mais importantes na discriminação entre grupos de camundongo 

com síndrome de Down e controles, levando em conta fatores como genótipo, estímulo 

externo e tratamento com memantina. Além disso, examinando as respostas proteicas em 

camundongos tratados com memantina, o estudo busca contribuir com a compreensão dos 

efeitos da droga no tratamento das deficiências cognitivas relacionadas à SD. 

2. MATERIAIS E MÉTODO 

2.1 Banco de dados 

O conjunto de dados utilizado neste trabalho foi obtido por meio do site UCI Machine 

Learning Repository (DUA; GRAFF, 2019), um repositório de aprendizado de máquina que 

contém diversos dados de pesquisa. Esses dados foram fornecidos por Higuera, Gardiner e 

Cios (2015) e se tratam de um subconjunto do banco de dados originalmente analisado por 

Ahmed et al. (2015). O conjunto aborda a expressão proteica em camundongos geneticamente 
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modificados, com objetivo de investigar a relação entre a expressão de proteínas e condições 

de aprendizado em camundongos afetados por síndrome de Down. 

Foram realizadas 15 medições de cada proteína por camundongo, sendo 34 

camundongos trissômicos (Ts65Dn) e 38 do grupo controle. Com 77 proteínas e 72 roedores, 

a amostra total foi de 1080 medições. Além de genótipo, a amostra também foi dividida por 

estímulo, com alguns indivíduos recebendo estímulo externo para aprender, e por tratamento, 

com um grupo recebendo tratamento com memantina e um grupo-controle sendo injetado 

com salina. Assim, foram criadas 8 classes de camundongo baseadas nessas divisões, as quais 

podem ser visualizadas no Quadro 1. 

 
Quadro 1 – Descrição das classes do conjunto de dados. 

 

Classe Descrição Quantidade de indivíduos 

c-CS-s 

Camundongos selvagens, 

estimulados a aprender, injetados 

com salina 

9 

c-CS-m 

Camundongos selvagens, 

estimulados a aprender, injetados 

com memantina 

10 

c-SC-s 

Camundongos selvagens, não 

estimulados a aprender, injetados 

com salina 

9 

c-SC-m 

Camundongos selvagens, não 

estimulados a aprender, injetados 

com memantina 

10 

t-CS-s 

Camundongos trissômicos, 

estimulados a aprender, injetados 

com salina 

7 

t-CS-m 

Camundongos trissômicos, 

estimulados a aprender, injetados 

com memantina 

9 

t-SC-s 

Camundongos trissômicos, não 

estimulados a aprender, injetados 

com salina 

9 

t-SC-m 

Camundongos trissômicos, não 

estimulados a aprender, injetados 

com memantina 

9 

 

O conjunto original contém 82 variáveis, resumidas no Quadro 2. Com o objetivo de 

otimizar a interpretação dos resultados obtidos, foi selecionado um subconjunto de 10 

variáveis de proteínas como variáveis independentes no presente trabalho. Cada variável de 

expressão proteica foi escolhida de forma a representar suas similares, não incluídas na 

análise.  

Essas 10 variáveis, junto da variável categórica referente às classes, foram utilizadas 

na aplicação da técnica de ADC, com intuito de determinar quais proteínas se destacam na 

diferenciação dos grupos. 
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Quadro 2 – Descrição das variáveis do estudo. 

 

Número Código Descrição Resposta 

1 MouseID Identificador único do roedor 

Número de identificação única do 

roedor seguido do número da 

medição sendo realizada 

2~78 
[nome de cada 

proteína] 

Valores relacionados à expressão das 

77 proteínas 
Valores contínuos 

79 Genotype Genótipo 

Control (c): Grupo controle, 

camundongos selvagens 

Ts65Dn (t): Camundongo 

trissômico, modelo da Síndrome 

de Down 

80 Treatment Tratamento administrado 

Saline (s): Grupo controle 

injetado com salina 

Memantine (m): Grupo 

tratamento injetado com 

memantina 

81 Behavior Estímulo ao aprendizado 

Shock-context (SC): Grupo 

controle, não estimulado 

Context-shock (CS): Estimulado a 

aprender 

82 class 
Classe baseada na combinação das 

outras variáveis categóricas 

c-CS-S, c-CS-M, c-SC-s, c-SC-m 

t-CS-s, t-CS-m, t-SC-s, t-SC-m 

 

2.2 Análise Discriminante Canônica 

A Análise Discriminante Canônica (ADC) se trata de uma técnica multivariada 

utilizada para determinar o relacionamento entre uma variável categórica e um conjunto de 

variáveis independentes métricas. Seus objetivos incluem verificar a existência de diferenças 

estatisticamente significativas entre grupos previamente definidos (pela variável categórica) e 

identificar a contribuição relativa das p variáveis na separação desses (RENCHER, 2002). 

Nesse tipo de análise, combinações lineares, denominadas funções discriminantes 

canônicas, são formadas de forma a maximizar a diferenciação entre os grupos (HAIR et al., 

2010). Tendo que a variável categórica divide os dados em 𝑔 populações, com 𝑛i observações 

no i-ésimo grupo, a função discriminante é dada pela Equação 1: 

 

zij = 𝒂′y𝐢𝐣 (1) 

 

em que 𝑖 = 1,2, . . . , 𝑔;  𝑗 = 1,2, . . . , 𝑛i e 𝜶′ = [𝛼1, 𝛼2, … , 𝛼𝑝]. 
 

Seja o vetor de médias das populações comparadas denominado �̅�, a matriz de 

covariância compartilhada entre elas 𝚺 e 𝐸(𝑺𝑝𝑙) =  𝚺, a separação entre as médias zi, 

considerando 2 populações, é definida conforme Equação 2: 
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(𝑧1 − 𝑧2)2

𝑠𝑍
2 =

𝒂′(𝒚1 −  𝒚2)′𝒂

𝒂′𝑺𝑝𝑙𝒂
. 

(2) 

Segundo Rencher (2002), ao generalizar para g populações, devem ser utilizadas as 

matrizes indicadas nas Equações 3 e 4: 

𝑯 = ∑ 𝑛𝑖

𝑔

𝑖=1

(𝒚𝑖. −  𝒚..) (𝒚𝑖. −  𝒚..)′ (3) 

e 

𝑬 = ∑ ∑(𝒚𝑖𝑗 −  𝒚𝑖.) (𝒚𝑖𝑗 −  𝒚𝑖.)′

𝑛𝑖

𝑗=1

𝑔

𝑖=1

 (4) 

de forma que  é definido de acordo com a Equação 5: 

𝜆 =
𝒂′𝐻𝒂

𝒂′𝑬𝒂
. (5) 

 

Para obter a maior distância possível, é preciso maximizar o valor de 𝒂. A equação 

pode ser reescrita conforme apresentado na Equação 6: 

(𝑬−1𝑯 − 𝜆𝑰)𝒂 = 𝟎, (6) 

da qual podemos obter os autovalores 𝝀 e seus autovetores associados 𝜶1, 𝜶2, … , 𝜶𝐬. 

Como 𝜆1 > 𝜆2 >. . . > 𝜆𝑠, temos que a função discriminante com maior distância entre as 

médias, ou seja, que maior separa os grupos, se trata de z1 = 𝜶1
′ 𝐲, denominada de primeira 

amostra discriminante. 

A partir dos 𝑠 autovetores 𝜶1, 𝜶2, … , 𝜶𝐬 encontrados, podem ser obtidas s funções 

discriminantes, 𝑠 ≤ 𝐦𝐢𝐧(𝑔 − 𝟏, 𝑝) (JOHNSON; WICHERN, 2014). 

As análises foram realizadas por meio do software R (R CORE TEAM, 2023), versão 

4.2.3, utilizando como principais pacotes vegan (OKSANEN et al., 2022) e candisc 

(FRIENDLY; FOX, 2021). 

3. RESULTADOS/ DISCUSSÕES 

As amostras utilizadas foram caracterizadas por 10 variáveis, referentes aos níveis de 

expressão das proteínas ITSN1, pAKT, pERK, CAMKII, GSK3B, JNK, MEK, BCL2, 

pCFOS e EGR1, a serem analisadas em função da variável categórica referente às classes. 

Primeiramente, foi aplicada uma Análise Multivariada da Variância (MANOVA) com teste de 

maior raiz de Roy (estatística de teste =  4,9465;  𝑝 < 2,2 × 10−16), revelando diferenças 

significativas entre as médias das expressões proteicas, indicando diferença entre as classes.  

A análise discriminante foi então aplicada para identificar as combinações lineares que 

mais discriminariam os grupos. Na Tabela 1 são apresentadas as 7 funções discriminantes 

canônicas geradas, seus associados autovalores, porcentagens e porcentagens acumuladas.  

As duas primeiras funções discriminantes canônicas (FDC1 e FDC2) apresentaram 

variação acumulada de 86,54%. Conforme Cruz, Souza e Regazzi (2012), para garantia da 

confiabilidade e interpretação satisfatória dos resultados, as funções discriminantes analisadas 

devem englobar mais de 80% da variação acumulada. Assim, a variação encontrada é 

considerada elevada e permite explicar a variabilidade de maior parte das informações do 

conjunto de dados. 
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Tabela 1 – Teste multivariado Lambda de Wilks para as funções discriminantes canônicas. 

 

Discriminante 

canônica 

Correlação 

Canônica 
Autovalor 

Porcentagem 

(%) 

Porcentagem 

acumulada 

(%) 

p-valor 

FDC1 0,9120 4,9465 64,7774 64,7770 <2,2×10-16 

FDC2 0,7902 1,6620 21,7653 86,5430 <2,2×10-16 

FDC3 0,5385 0,4084 5,3476 91,8900 <2,2×10-16 

FDC4 0,5100 0,3516 4,6041 96,4940 <2,2×10-16 

FDC5 0,3806 0,1694 2,2180 98,7120 <2,2×10-16 

FDC6 0,2522 0,0679 0,8892 99,6020 <1,216×10-7 

FDC7 0,1718 0,0304 0,3985 100,0000 0,0027 

 

Pode ser observado que as 7 funções se acumulam para explicar 100% da 

variabilidade dos dados, e que a primeira função discriminante é a mais importante. A FDC1 

apresentou Correlação Canônica (CC) de 0,912 e explicou 65,7774% da variância total entre 

os grupos. A alta correlação canônica sugere que as variáveis examinadas estão fortemente 

associadas. A FDC2, por sua vez, apresentou CC de 0,7902, explicando 21,7653% da 

variância dos dados.  

Observando os coeficientes canônicos das 2 funções (Tabela 2), tem-se que as 

variáveis que mais contribuíram de forma positiva com a FDC1 foram aquelas associadas às 

proteínas JNK, GSK3B e pERK, com escores de 1,5773, 1,0709 e 1,0596 respectivamente, 

contrastando com MEK e CAMKII, com escores negativos de -1,3334 e -1,1514, 

respectivamente. Na FDC2, a proteína que mais contribuiu na discriminação entre as classes 

foi ITSN1, com escore negativo de -2,5586. 

 
Tabela 2 – Coeficientes canônicos (CC) das duas primeiras funções discriminantes canônicas. 

 

Variáveis FDC1 FDC2 

ITSN1_N -0,5614 -2,5586 

pAKT_N -0,2541 -0,9889 

pERK_N 1,0596 0,9613 

CAMKII_N -1,1514 0,4689 

GSK3B_N 1,0709 1,1177 

JNK_N 1,5773 -0,3825 

MEK_N -1,3334 0,9396 

BCL2_N 0,1422 -0,2943 

pCFOS_N -0,0762 0,1145 

EGR1_N 0,2471 0,1574 
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Para um entendimento mais aprofundado, a Figura 1 oferece uma visualização mais 

detalhada das interações entre as proteínas e suas respectivas contribuições para a função 

discriminante canônica. Observa-se nessa o boxplot da dispersão dos scores canônicos 

referentes à primeira função discriminante canônica, referente a 64,7774% da variabilidade 

dos dados. É possível notar as proteínas ITSN1, pERK e GSK3B se destacando em módulo e 

em contraste com todas as outras variáveis. Foi possível discriminar entre todas as classes de 

camundongos trissômicos e camundongos selvagens com as variáveis escolhidas, com 

algumas sobreposições ao comparar os dois grupos. Os grupos de camundongos com e sem 

SD são mais facilmente diferenciados ao considerar a FDC2, como pode ser observado na 

Figura 2. 
 

Figura 1 – Gráficos boxplot dos escores relacionados à FDC1 e gráfico de vetores representando a influência das 

variáveis na discriminação das classes.  

 

 

 

Apresentando destaque na segunda função discriminante, a proteína ITSN1 possui um 

papel importante no fenótipo da Síndrome de Down (DERGAI et al., 2010), com sua 

superexpressão potencialmente afetando a dinâmica de outros complexos proteicos 

(GUIPPONI et al., 1998). De forma similar, a proteína pERK se mostrou fortemente 

associada à síndrome de Down em estudos recentes, ressaltando sua relevância nessa 

condição (LANZILLOTTA et al., 2021). A atividade da proteína GSK3B, por sua vez, foi 

destacada como influente nas deficiências neurais que caracterizam a síndrome de Down, 

conforme evidenciado por Trazzi et al. (2014). Dessa forma, o destaque dessas proteínas na 

discriminação de grupos, como apresentado na Figura 1, encontra respaldo em diversas 

pesquisas no campo. 

A Figura 2 apresenta o biplot canônico, com eixos referentes às funções 

discriminantes, sendo Can1 referente a FDC1 e Can2 referente a FDC2, respectivamente. É 

possível notar que as proteínas ITSN1 e pERK possuem maiores módulos, indicando grande 
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influência em seu quadrante, que contém as classes t-CS-s e t-CS-m. Ambas se referem a 

grupos de camundongos trissômicos e estimulados a aprender, se diferenciando pelo 

tratamento ou não com memantina. Já a classe t-CS-m, de camundongos pertencentes aos 3 

grupos de tratamento (por genótipo, comportamento e medicamento administrado), se 

encontrou mais à direita, distanciando-se das outras. GSK3B foi a proteína mais próxima 

dessa, com pERK e ITSN1 também exercendo grande influência. 

Todas as classes de camundongos trissômicos (t-SC-m, t-SC-s, t-CS-m, t-CS-s) 

tenderam a valores negativos na segunda função discriminante. Com o oposto valendo para os 

camundongos selvagens (c-SC-s, c-SC-m, c-CS-s, c-CS-m), esses grupos foram 

discriminados com sucesso. A proteína que aparentemente mais contribuiu com as classes c-

SC-s e c-SC-m e que aparenta mais similar a elas entre as analisadas foi a pCFOS. 

Outra distinção apresentada no biplot é que todas as classes referentes a camundongos 

estimulados a aprender (c-CS-s, c-CS-m, t-CS-s, t-CS-m) se concentraram na direita do 

gráfico, associando-se a valores positivos na FDC1, com o oposto sendo válido ao grupo 

controle dessa característica, não estimulado a aprender. 

As classes c-CS-s e c-CS-m, referente aos camundongos selvagens e estimulados a 

aprender, se mostraram isoladas, sem proteínas fortemente relacionadas. É importante notar 

que estão claramente diferenciadas das classes c-SC-s e c-SC-m, de mesmas características, 

porém sem estímulo externo a aprender. Os resultados da análise realizada por Ahmed et al. 

(2015) corroboram essas observações, afirmando que o tratamento com memantina em 

camundongos não trissômicos não foi eficaz. Pelo contrário, o tratamento pareceu piorar a 

condição desses. 

Cada classe referente ao tratamento com memantina se encontrou no mesmo quadrante 

que sua contraparte controle, injetada com salina. A discriminação desse tratamento se 

mostrou mais difícil entre outras características, em relação as proteínas escolhidas. 
 

Figura 2 – Biplot da análise discriminante canônica das expressões proteicas medidas em relação às classes caso-

controle dos camundongos. 
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4. CONCLUSÃO/ CONSIDERAÇÕES FINAIS  

A análise discriminante canônica foi eficaz na discriminação de classes para esse 

conjunto de dados. Foi possível visualizar diferenças significativas entre camundongos 

estimulados e não estimulados externamente a aprender, indicando que esse estímulo tem 

efeitos nas expressões proteicas e reforçando a aplicabilidade da ADC para este tipo de 

análise. 

Não se observou proteínas associadas especificamente ao tratamento ou não com 

memantina. Pode ser necessário adicionar mais variáveis na análise, ou realizar outros tipos 

de análises multivariadas complementares. 

As proteínas ITSN1, pERK e GSK3B se destacaram na distinção entre camundongos 

com SD e selvagens e entre comportamentos, e podem ser importantes marcadores potenciais 

para estudos futuros envolvendo implicações cognitivas da SD. 
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