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This study investigates the applicability of Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS) combined with machine learning (ML) algorithms for
the diagnosis of head and neck cancers through the analysis of cerumen
(earwax). The proposed approach aims to develop a rapid, non-invasive, and
effective method with potential for use in clinical point-of-care settings. The
technique demonstrated a strong ability to distinguish between samples from
healthy individuals and cancer patients with high accuracy, standing out as a
promising tool for efficient diagnostic screening.

Introducéao

O diagndstico preciso e precoce de doencgas no local
de atendimento permanece um dos grandes desafios da
medicina moderna, uma vez que a deteccdo em estagios
iniciais estd diretamente associada a tratamentos mais
eficazes e ao aumento da sobrevida dos pacientes.:? Nesse
contexto, a biopsia liquida tem se destacado como uma
abordagem promissora, permitindo a analise de
biomarcadores em fluidos corporais de forma
minimamente invasiva.>? Diversos biofluidos, como saliva,
suor e cerumen, tém sido investigados devido ao seu
potencial em refletir o estado fisiolégico e patolégico do
organismo de maneira rapida e acessivel .3

O cerimen, ou cera de ouvido, é um fluido corporal
composto por uma mistura heterogénea de lipidios, proteinas,
aminoacidos, carboidratos, compostos organicos volateis
(COVs), elementos quimicos, hormonios e enzimas.® Sua
estabilidade, por ndo ser facilmente afetado por fatores
externos como exposicao ao ar ou cosmeéticos, aliada a coleta
indolor e ndo invasiva, 0 torna uma matriz bioldgica atraente
para fins diagndsticos.® Estudos recentes demonstram seu
potencial na deteccdo de diversas condigdes, incluindo
diabetes, exposicdo a canabinoides (com aplicacdes forenses),
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e até mesmo depressdo, por meio da quantificacdo de
cortisol.*5

Nesse contexto, entre as doengas que poderiam se
beneficiar de um método diagndstico baseado em cerlimen, o
cancer de cabeca e pescogo (CCP) merece destaque. Sendo a
sétima neoplasia mais prevalente no mundo, o CCP engloba
tumores malignos originados nas células escamosas que
revestem as mucosas da cavidade oral, faringe, laringe e seios
paranasais.? A deteccdo precoce é desafiadora devido ao carater
sutil dos sintomas iniciais e & complexidade anatémica da
regido, que dificulta exames clinicos e bidpsias convencionais,
procedimentos muitas vezes invasivos e demorados.? Dessa
forma, evidencia-se a necessidade premente de métodos
diagnésticos rapidos, confiaveis e menos invasivos para essa
condicao.

Nesse cendrio, técnicas espectroscopicas, como a
espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS,
Surface-Enhanced Raman Spectroscopy), emergem como
ferramentas promissoras. Enquanto a espectroscopia Raman
convencional (RS) fornece informagfes vibracionais
moleculares detalhadas, seu sinal intrinsecamente fraco pode
ser limitante.”® A SERS supera essa limitacdo ao utilizar
nanoparticulas plasménicas, que amplificam
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significativamente o sinal Raman, permitindo a detec¢do de
tracos de biomoléculas mesmo em concentracbes muito
baixas.>!® Essa técnica tem sido amplamente aplicada na
deteccdo de moléculas bioldgicas, oferecendo alta
sensibilidade e seletividade para diagndsticos clinicos.®°

Além disso, a integracdo de métodos de machine
learning a analise de dados espectroscopicos pode melhorar
ainda mais a precisdo diagnostica. Algoritmos de aprendizado
de méaquina sdo capazes de identificar padrdes complexos em
grandes conjuntos de dados, auxiliando na diferenciagdo entre
amostras saudaveis e patolégicas com maior acuracia.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo
investigar o potencial da SERS associada a machine learning
para o diagnostico ndo invasivo de cancer de cabega e pescogo
utilizando o cerimen como matriz biol6gica. A combinacéo
dessas abordagens pode representar um avanco significativo no
desenvolvimento de métodos rapidos e precisos para detec¢do
precoce no local de atendimento, contribuindo para um
prognostico mais favoravel aos pacientes.

Metodologia

A metodologia empregada neste estudo seguiu um
protocolo estabelecido na literatura para analise de
biomarcadores em cerimen, envolvendo trés etapas principais:
coleta e pré-tratamento de amostras, analise por espectroscopia
Raman amplificada por superficie (SERS), e processamento de
dados por aprendizado de maquina.?

As amostras de cerimen foram obtidas de uma coorte
composta por seis voluntarios saudaveis (CTRL) e sete
pacientes diagnosticados com céncer de cabeca e pescoco
(CCP) no Hospital Universitario de Jena, na Alemanha. Os
critérios de inclusdo adotados consideraram individuos com
idade entre 48 e 90 anos, com predominéncia do sexo
masculino (apenas duas mulheres no grupo CTRL), incluindo
trés pacientes com CCP em tratamento ou que j& haviam
recebido terapia. As caracteristicas demogréaficas dos
participantes estdo detalhadas na Tabela 1, que apresenta
informacdes sobre identificacdo, género, ano de nascimento e
grupo de cada participante.?

Tabela 1. Detalhes dos participantes. Extraido da referéncia

2,
ID Género Ano de nascimento Grupo
3 M 1969 CTRL
w4 M 1964 CTRL
w7 M 1965 CTRL
"1 M 1956 ccp
©#15 M 1956 ccp
" #16 M 1955 ccp
" #18 F 1937 CTRL
" #19 F 1965 CTRL
" #20 M 1968 CTRL
| Terapia |
#22 M 1948 ccp
| Terapia |
#23 M 1936 ccp
| Terapia |
#25 M 1948 ccp
" o7 M 1975 ccp

O protocolo de coleta envolveu a obtencdo de 50-100
mg de cerimen de ambas as orelhas de cada participante, com
armazenamento imediato a -80°C até a anélise. Apenas
amostras sem contaminacdo por sangue foram selecionadas
para o estudo. O pré-tratamento das amostras consistiu em
quatro etapas principais: (1) descongelamento e transferéncia
para tubos de centrifuga de 1,5 mL com adigdo de 0,5 mL de
PBS (solucdo tampédo fosfatada salina) para preservacdo das
biomoléculas; (2) sonicacdo por 1 hora a 36°C para extracdo
eficiente dos componentes bioquimicos; (3) centrifugacdo a
13.000g por 10 minutos para separacdo de fracBes insolUveis;
e (4) transferéncia do sobrenadante para novos tubos, obtendo-
se o ceriimen liquido pronto para analise SERS. 12
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Figura 1. Etapas do tratamento de cerume. Extraido da
referéncia 2.

[a] [c]

Para a andlise SERS, utilizaram-se chips de
nanopilares de silicio revestidos com prata. As amostras foram
incubadas nos substratos SERS por 20 minutos e
subsequentemente secas a temperatura ambiente. As medi¢des
espectroscopicas foram realizadas em microscopio Raman
com aquisi¢do de espectros na faixa de 600-2200 cm™. Os
pardmetros instrumentais incluiram grade de 600
ranhuras/mm, tempo de integracdo de 5 segundos, e
mapeamento de 100 pontos em uma &rea de 1,5 x 1,5 mmz. O
processamento dos dados SERS envolveu correcéo de linha de
base (polindmio de 5% ordem), suavizagdo e normalizagdo por
area, com atribuicdo das bandas espectrais baseada em
literatura especializada.'® 4 15

A andlise por aprendizado de méaquina focou na
classificacdo dos espectros SERS entre os grupos CTRL e
CCP. Inicialmente, aplicou-se andalise de componentes
principais (PCA) para reducéo de dimensionalidade, seguida
por técnicas ndo lineares como t-SNE e UMAP para
visualizacdo de agrupamentos. O modelo de classificagdo
empregou PCA combinado com Analise Discriminante Linear
(LDA), utilizando validagdo cruzada do tipo leave-two-
individuals-out (total de 42 iteragdes) para evitar overfitting.
As métricas de desempenho incluiram precisdo balanceada,
AUC-ROC, sensibilidade e especificidade, calculadas
utilizando a biblioteca scikit-learn em Python e pacotes
ggplot2 e cowplot em R para visualizagdo.?

Para o desenvolvimento deste artigo, realizou-se uma
busca bibliogréfica especifica nos periddicos Google
Académico, Periddicos CAPES, PubMed, SciELO e Web of
Science acessadas por meio do acesso gratuito concedido a
estudantes da Universidade de Brasilia (UnB) pela
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), através da Comunidade Académica
Federada (CAFe). Utilizaram-se as palavras-chave

“Cerumen”, “Diagndstico”, “Quimica” e “Doengas”. Por se

tratar de uma area em ascensao, foram considerados artigos
publicados entre 2021 e 2025, a fim de obter as informacdes
mais recentes sobre o tema.

Resultados e discussao

A analise por espectroscopia Raman amplificada por
superficie (SERS) de amostras de cerimen de 13 individuos (6
controles saudaveis e 7 pacientes com cancer de cabeca e
pescoco - CCP) revelou diferencas significativas nos perfis
espectroscopicos entre os grupos. O pré-tratamento das
amostras, envolvendo homogeneizacdo, sonicagdo e
centrifugagdo, permitiu a obtencdo de cerdmen liquido
adequado para analise (Figura 1). A técnica SERS, utilizando
substratos de nanopilares de silicio revestidos com prata,
demonstrou alta sensibilidade para deteccdo de biomarcadores
moleculares no cerdimen.?

Os espectros médios obtidos (Figura 2A) mostraram
padrdes reprodutiveis para os controles saudaveis, enquanto 0s
pacientes com CCP apresentaram maior variabilidade
espectral. As diferencas mais marcantes foram observadas nas
bandas de 1440 cm™ (modos de flexdo CH2/CHs de
lipidios/proteinas) e 1208 cm™ (alongamento CC), indicando
alteracBes nas proporgdes relativas de lipidios e proteinas nos
pacientes com cancer (Figura 3B). Essas alteracBes estdo
alinhadas com o fendbmeno conhecido como reprogramagédo
metabolica em células cancerosas, onde ocorre aumento na
sintese de lipidios para sustentar o crescimento tumoral,
concomitantemente com maior degradagdo proteica.” 8

Figura 2. Anélise SERS de cerimen de doadores CCP e
CTRL. Extraido da referéncia 2.
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Além dessas, outras bandas apresentaram variagdes
significativas: 1004 cm™ (modo de respiragdo em anel da
fenilalanina), 1131 cm™ (alongamento CC de acidos graxos
saturados), ¢ 1682 cm™ (alongamento em fase C=C de
lipidios). A reducdo nas razdes de intensidade entre 0s picos
1440/1483 e 1586/1623 reforca a hipdtese de desbalanco
metabdlico, com predominancia de lipidios sobre proteinas nos
pacientes com CCP.2

A andlise por aprendizado de méquina, utilizando
PCA-LDA (Andlise de Componentes Principais seguida por
Anélise Discriminante Linear), mostrou-se eficaz na
discriminacdo entre os grupos. O modelo alcangou 85% de
precisdo balanceada e 90% de AUC-ROC quando utilizando
10-15 componentes principais (Figura 3). Destaca-se a
estabilidade dos coeficientes PCA-LDA nas regides espectrais
de 1550-1600 cm—1 e 1190-1220 cm—1, confirmando a
importancia dessas bandas como biomarcadores potenciais.?

Figura 3. 2D-PCA em espectros SERS de cerume. Extraido
da referéncia 2
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Comparado a outros biofluidos como a saliva, o
cerimen apresenta vantagens significativas para diagnostico.
Sua composicdo é menos afetada por fatores externos (dieta,
higiene bucal) e variacbes circadianas, oferecendo maior
estabilidade analitica. Além disso, o procedimento de coleta
apresenta-se como ndo invasivo, rapido e passivel de ser
realizado com equipamentos portateis, caracteristicas que o
tornam ideal para aplicacdo no ponto de atendimento.?

As limitac@es do estudo incluem o tamanho amostral
modesto e a predominancia de pacientes do sexo masculino.
Futuras pesquisas deverdo expandir a coorte para incluir maior
diversidade demografica e investigar a correlacdo entre os
padrdes espectrais e estagios tumorais especificos. A
padronizacdo de protocolos e o desenvolvimento de
equipamentos SERS portateis serdo cruciais para a transicao
desta tecnologia para a pratica clinica.

Em conclusdo, os resultados demonstram o potencial
do cerimen como matriz bioldgica para diagnéstico ndo
invasivo de CCP. A combinag8o de SERS com aprendizado de
maquina mostrou-se promissora para deteccdo precoce,
podendo complementar ou mesmo substituir métodos
diagndsticos mais invasivos no futuro. Essa abordagem pode
ser particularmente valiosa em regiGes com acesso limitado a
equipamentos de imagem e bidpsia, representando um avanco
significativo na democratizacdo do diagnéstico do cancer.

Conclusdes

O presente estudo evidenciou o potencial da
espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS)
combinada com aprendizado de maquina como uma
abordagem inovadora para o diagndstico ndo invasivo de
cancer de cabeca e pesco¢o (CCP) utilizando o cerimen como
matriz biolégica. Os resultados revelaram diferencas espectrais
significativas entre individuos saudaveis e pacientes com CCP,
particularmente nas bandas associadas a lipidios (1440 cm™) ¢
proteinas (1208 cm™), refletindo as alteragdes metabdlicas
caracteristicas do cancer.

A andlise por PCA-LDA alcancou alta precisao (85%
de precisdo balanceada, 90% de AUC-ROC), destacando a
viabilidade dessa técnica para discriminagdo entre grupos.
Além disso, 0 cerlmen mostrou vantagens sobre outros
biofluidos, como maior estabilidade e menor suscetibilidade a
interferéncias externas, tornando-o uma alternativa promissora
para o diagndstico no ponto de atendimento.
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Embora o tamanho amostral limitado e a
predominancia de pacientes do sexo masculino representem
limitagdes, os resultados abrem caminho para futuros estudos
com coortes maiores e mais diversificadas. A padronizacao de
protocolos e o desenvolvimento de dispositivos SERS portateis
serdo essenciais para a translacdo desta tecnologia para a
prética clinica.

Em sintese, a  combinagdo cerimen-SERS-
aprendizado de maquina apresenta-se como uma estratégia
rapida, ndo invasiva e de baixo custo para o diagnéstico
precoce de CCP, com potencial para revolucionar o
rastreamento do cancer em ambientes com recursos limitados.
Futuras pesquisas devem explorar sua aplicacdo em outros
tipos de céancer e doencas metabodlicas, consolidando o
cerimen como uma ferramenta valiosa no campo da medicina
diagnéstica.
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