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RESUMEN

La comunicacion emocional es un fendmeno multimodal
que afecta a la postura, los gestos, las expresiones faciales y
la voz humana. En este contexto, los estados afectivos
modulan sistematicamente las sefiales acusticas emitidas en
la produccion del habla mediante los musculos laringeos via
sistema nervioso central, transformando la sefal acustica en
un medio de transmision afectivo. Diversos trabajos han
analizado los parametros acustico-emocionales de la voz
humana, concluyendo que la calidad de voz, la frecuencia
fundamental o el tono juegan un papel primordial en la
expresion emocional. Paralelamente, un creciente nimero de
estudios acumulan evidencia de la capacidad de las ondas
mecanicas para afectar a la proliferacion celular, poniendo de
relieve el papel de las ondas mecanicas como agente
biofisico. La presente investigacion se centra en analizar los
efectos de sefiales actstico-emocionales sobre la
proliferacion celular de la linea 661W y la expresion proteica.
Para tal fin, se ha disefiado y calibrado un sistema de
radiacion electroacustico en el interior de una incubadora de
CO2 y establecido un método de captacion de la sefial
acustico-emocional. Resultados preliminares apuntan a la
capacidad de sefiales actistico-emocionales para influir sobre
la proliferacion celular.
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ABSTRACT

Emotional communication is a multimodal phenomenon
involving posture, gestures, facial expressions and the human
voice. In this context, affective states systematically
modulate the acoustic signals emitted in speech production
through the laryngeal muscles via the central nervous system,
transforming the acoustic signal into a means of affective
transmission. Several studies have analyzed the acoustic-
emotional parameters of the human voice, concluding that
voice quality, fundamental frequency or pitch play a major
role in emotional expression. In parallel, a growing number
of studies accumulate evidence of the ability of mechanical
waves to affect cell proliferation, highlighting the role of
mechanical waves as a biophysical agent. The present
investigation focuses on analyzing the effects of acoustic-
emotional signals on 661W cell proliferation and protein
expression. For this purpose, an electroacoustic radiation
system has been designed and calibrated inside a CO:
incubator and a method of acoustic-emotional signal capture
has been established. Preliminary results point to the ability
of acoustic-emotional signals to influence cell proliferation.
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1. INTRODUCCION

Desde el principio de los tiempos, las emociones han atraido
la atencion de la comunidad cientifica debido a su impacto
sobre el dia a dia de los seres humanos y su bienestar [1].
Después de todo, las emociones forman parte inherente de la
experiencia humana y juegan un papel fundamental en la
comunicacién con los demas [2], afectando a la postura, los
gestos, las expresiones faciales y sonoras [3]-[8]. Sin
embargo, comparado con las expresiones faciales, la
expresion sonora de la emocion ha permanecido en segundo
plano, a pesar de que diversos estudios atribuyen a la voz un
papel destacado en el reconocimiento de la experiencia
emocional [9], [10].

La expresion sonora de las emociones es un fenémeno
complejo. Las personas alzan la voz cuando estan felices o
enfadadas, modificando mediante los musculos laringeos las
caracteristicas de la voz [11], [12] y codificando informacion
emocional en la sefial acustica resultante [13]-[15]. A fin de
cuentas, las emociones modifican las caracteristicas del
aparto fonador [13]-[15] influyendo sobre diferentes
parametros acusticos como la frecuencia fundamental, la
intensidad o el tono [16]-[19].

El impacto de nuestro estado emocional o de salud sobre
la voz humana es tal, que las personas son capaces de percibir
y diferenciar emociones ajenas atendiendo Unicamente a las
sefales de voz [20]-[24]. En este sentido, se han desarrollado
sistemas de diagnostico basados en biomarcadores acusticos
capaces de detectar patologias como la depresion, la
enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica u
otras enfermedades neurologicas [25]-[31].

Paralelamente, diversos estudios en el ambito de la
biologia han constatado la capacidad de las ondas mecanicas
para inducir cambios en el comportamiento celular [32]-[39].
En concreto, la energia mecénica podria influir sobre la
proliferacion [40], la migracion [40]-[42], diferenciacion
[43] o expresion génica [44] de diferentes lineas celulares.
Entre los estimulos acusticos mas estudiados en la literatura
se encuentra el ruido, la musica clasica o tonos puros [45].
Sin embargo, hasta la fecha, no se tiene constancia de trabajos
que estudien los efectos de sefiales actstico-emocionales
sobre el comportamiento celular. El objetivo del presente
trabajo es determinar si las sefiales acustico-emocionales
tienen la capacidad de influir sobre la proliferacion de la linea
celular 661W.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Induccion y captacion de la seiial aciistico-emocional

El agradecimiento, entendido como la capacidad de un sujeto
para sentir gratitud al reconocer y valorar lo que otra persona
ha hecho por ella [46], [47], fue la emocién elegida para la
experimentacion. Entre los motivos principales se hallan, por
un lado, la existencia de protocolos fiables para inducir un

estado de agradecimiento en el laboratorio basados en
escritura [48], [49], y, por otro, la posibilidad de cuantificar
emocion inducida mediante un analisis de texto afectivo.

El participante escribio un texto de agradecimiento
basado en el trabajo de Toepfer and Walker [49] y leyo el
texto a una distancia de 15 centimetros de un micr6fono de
condensador (Rode NT5 S) acoplado a un dispositivo
acustico (Kaotica Eyeball) para ruidos y efectos de sala. El
transductor se conectd a una grabadora Zoom-H6 y fue
registrado en formato WAV (16 bits, 44.100 Hz). Redaccion
y locucion se realizaron en un ambiente tranquilo y privado.

2.2. Sistema de radiacion electroacustico

La sefiales acusticas fueron radiadas sobre las placas de
cultivo mediante un altavoz Bose SoundLink Color II
suspendido en una percha acustica en una incubadora de COz,
a un nivel de presion sonora (Lp) equivalente de 80 dB
(calibraje realizado con sonémetro NA-28, niimero de serie
00762289, Rion Co. Ltd., Tokio, Japon) durante 72 horas. El
transductor se conectd a un reproductor WAV (AGPTEK
32GB) con un cable mini Jack de 3.5 mm debidamente
apantallado y a un HUB que le suministra energia.

Con objeto de minimizar el ruido de fondo de la
incubadora, proveniente de sistemas electromecanicos y
actuadores que mantienen las condiciones celulares optimas
[50], se realizd un tratamiento vibroacustico basado en
elementos pasivos. Sobre sus paredes se dispuso material
fonoabsorbente EliAcoustic Piramidal (595,0 x 595,0 mm
con un espesor de 50 mm y una densidad de 29 kg/m3). En la
bandeja de la incubadora se instalo aislante COPOPREN (470
x 490 mm de 80 mm de espesor y 80 kg/m’ de densidad).

Figura 1. Set-up empleado. Sobre una incubadora convencional se
dispone un tratamiento acustico compuesto por paneles
fonoabsorbentes y un panel aislante para la reduccion de vibraciones
en las placas de cultivo celular.
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2.3. Medidas de nivel de ruido

El setup general empleado en las medidas experimentales esta
compuesto de los siguientes elementos: Software ARTA
(version 1.9.1), tarjeta de adquisicion TASCAM 144 mk2 y
altavoz Bose SoundLink Color II suspendido en una percha
acustica. En el caso de las medidas L, se empleé un
transductor microfono Briiel&Kjaer (4188-A-21) asi como
un acondicionador de sefial CCLD Briiel&Kjaer de 2 canales
(1704-A-002). Se realizaron 9 medias sobre la bandeja de la
incubadora (matriz de 3x3) en funcionamiento sin y con la
solucion de control de ruido propuesta.

2.4. Disefio experimental

En cuando a la metodologia experimental, se seleccionaron 4
condiciones: (i) control (ii) voz emocional (iii) voz no
emocional (iv) voz emocional sintetizada. En la condicién
“control”, el sistema electroactistico permanecié apagado y
las células se incubaron durante 72 horas. La condicion “voz
emocional" corresponde a la version acustica del estimulo
emocional descrito en la seccion 2.1. La condiciéon “voz no
emocional” consistio en el registro de un fragmento de texto
de “Don Quijote de la Mancha”, en condiciones idénticas al
caso (ii) y por el mismo sujeto. El estimulo “voz emocional
sintetizada” se gener6 a partir de VoiceOver, una tecnologia
de lectura basada en sintesis de voz integrada en el sistema
operativo Mac OS X. La sefial de acustica se sintetizo a partir
del texto de agradecimiento redactado por el participante
(seccion 2.1), y contuvo las mismas palabras, cadencia y
amplitud sonora que la condicion (ii). En tltima instancia, la
sefial de voz emocional sintetizada (iv) se ajust6 atendiendo
al registro de onda del secuenciador (Steinberg Cubase SX)
para asegurar la maxima sincronia y equilibrar amplitudes.

Todas los estimulos fueron normalizados (-3 dB),
limitados digitalmente (-1 dB) y radiados sobre las células
durante 72 horas a un L, equivalente de 80 dB (1 min).
Ademas, se calculod y analizo tanto el espectro en frecuencia
como el espectrograma de cada estimulo (Matlab R2020a).

2.5. Ensayos biolégicos

Para los ensayos bioldgicos se empleo la linea celular 661W
(Dr. Muayyad Al-Ubaidi, Universidad de Oklahoma). Se
trata de una linea celular no auditiva derivada de retina de
raton transgénico que expresa marcadores de fotorreceptores
y células ganglionares de la retina [S1], [52].

2.5.1 Ensayo de proliferacion celular

Las células se cultivaron en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, 4,5 g/l de glucosa) suplementado con L-
glutamina 2 mM, penicilina-estreptomicina y suero bovino
fetal inactivado al 10 % (v/v) (Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Alemania). Se sembraron de forma rutinaria

a una densidad de 100.000 células/flask y se incubaron a
37°C y 5% de COz. Para los ensayos de proliferacion, se
sembrod a una densidad de 3k células/pocillo (6 réplicas) y se
incubd durante 24 h. A continuacion, las placas se
transfirieron a la incubadora de prueba (FormaTM Steri-
CycleTM CO2 incubator model 371, Thermo Electron
Corporation, Waltham, MA, EE. UU.) y se mantuvieron 72 h
para cada una de las condiciones descritas.

La proliferacion celular se evalu6 siguiendo el protocolo
de Mickuviene et al., 2004 [53]. Tras exponer las células a las
condiciones experimentales (subseccion 2.4), se fijaron con
etanol al 96 % (v/v) durante 10 min, seguido de tincion con
cristal violeta al 0,05 % (p/v) disuelta en etanol al 20 % (v/v)
durante 30 min. Se realizaron 3 lavados sucesivos con agua
destilada para eliminar el exceso de colorante y las placas se
secaron a temperatura ambiente protegidas de la luz. Se
afadieron a cada pocillo 100 pL de etanol al 50% (v/v) y
solucion de acido acético al 0,1% (v/v) para disolver el
colorante, y la placa se incub6 durante 5 min (temperatura
ambiente). Finalmente, el sobrenadante se transfirié a una
placa limpia de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro (AD 340 Microplate Reader, Beckman
Coulter, Brea, CA, EE. UU.) a 620 nm. La absorbancia
obtenida se correlacion6 con la densidad celular.

2.5.2 Ensayo de inmunocitoquimica

Las células de la linea 661W se sembraron en placas de
poliestireno estériles de 24 pocillos (#3524, Costar, Corning
Optical Communications, Madrid, Espafia) a diferentes
densidades (10k, 15k y 20k células/pocillo). Por cada
densidad se realizaron 8 réplicas. A continuacion, se
incubaron con el sistema electroactistico apagado (grupo
"control") y en presencia de los diferentes estimulos bajo
estudio a 80 dB durante 72 h.

Tras el experimento, las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% (p/v) (#P6148 Sigma-Aldrich,
Merck, Darmstadt, Alemania) en PBS durante 10 min. A
continuacion, se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con
PBS y se permeabilizé con Triton X-100 al 0,1% (v/v)
(#T8787 Sigma-Aldrich) en PBS durante 10 min, seguido de
otros 3 lavados de 5 min. Después, se bloqued con albimina
sérica bovina (BSA; #A2153, Sigma-Aldrich) al 1% (p/v) en
PBS durante 1 h. A continuacion, se incub6 con el anticuerpo
primario que reconoce la proteina Ki67 (1:100, #28074-1-
AP, Proteintech ,un conocido biomarcador relacionado con la
proliferacion celular [54]. La incubacién tuvo lugar durante
toda la noche a 4°C en una camara humidificada.

2.6. Estadistica

Se utiliz6 el analisis estadistico para evaluar tanto los
resultados de proliferacion como de expresion proteica. En
ambos casos, se realizo la prueba de Grubbs (deteccion de
valores atipicos) y se calcularon estadisticos basicos. La
normalidad de la muestra se verificé mediante Kolmogorov-
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Smirnov. Las varianzas (absorbancia en el caso de la
proliferacion celular y brillo/pixel en inmunocitoquimica) se
compararon mediante la prueba t de dos muestras.

3. RESULTADOS

En primer lugar, se realizaron las mediciones experimentales
de la solucion de control de ruido propuesta, obteniendo los
siguientes resultados:

-40 .
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-50 ——L_incubadora con control de ruido
P
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Figura 2. Mediciones de ruido aéreo. La medicion muestra los
efectos de la solucion propuesta sobre el ruido de fondo. Linea roja:
L, medio normalizado de la incubadora de CO, en condiciones
habituales de funcionamiento. Linea azul: L, medio normalizado
de la solucién de control de ruido compuesta por un tratamiento a
ruido aéreo y un sistema de aislamiento sobre la bandeja de cultivo.

A continuacion, se exponen los resultados relativos a los
ensayos biologicos descritos anteriormente (seccion 2.5).

Tabla 1. Resumen estadistico en las distintas condiciones bajo
estudio frente a la condicion de control. La tabla muestra tanto los
ensayos de proliferacion celular (absorbancia) como el analisis de

las imagenes de microscopia confocal tras ensayo de
inmunocitoquimica (proteina Ki67).
Ensayo biolégico Condicion Estadistico
voz emocional **p<0,01
Proliferacion celular [— 2210 €Mmoc ional p=0.22
voz emocional _
L p=0,44
sintetizada
Inmunocitoquimica . %
[brillo/pixel] voz emocional p<0,05

Los resultados evidencian una mayor proliferacion asi
como una elevada expresion de Ki67 en la condicion de voz
emocional (agradecimiento) respecto a la condicion de
control. En el caso del ensayo de proliferacion celular (n=3,
6 réplicas por placa), el valor medio es de absorbancia es de
0,7106+0,0331 para la condicion de control y 0,7976+0,0539
para la condicion de voz emocional (**p<0,01). En cuanto a
la prueba inmunocitoquimica se refiere (n=9 regiones de
interés aleatorias), el valor medio de brillo por pixel es de

0,309+0,017 para la condicion de control y 0,466+0,015 para
la condicién de voz emocional.

Figura 3. Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal para la
proteina Ki67. La fotografia de la izquierda hace referencia a la
condicion de control, mientras la fotografia de la derecha
corresponde a la condicién voz emocional (agradecimiento). La
elevada presencia de fluorescencia en la condicidon voz emocional
(color verde) indica una mayor expresion de Ki67.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las emociones son un fendmeno multimodal que afecta a la
voz humana [11], [12]. La experiencia emocional modifica
las caracteristicas del aparto fonador [13]-[15] influyendo
sobre los parametros fisicos y acusticos de la voz humana
[16]-[19]. En la literatura, existe una amplia evidencia de que
la energia sonora es capaz de inducir cambios significativos
a nivel celular y genético [37], [44], [45]. El presente trabajo
estudia si los cambios fisico-actisticos ocasionados por una
emocion de agradecimiento sobre la voz humana puede
influir en la proliferacion celular y la expresion de Ki67 de la
linea celular 661W (no auditiva).

A la vista de los resultados, los cambios fisico-acusticos
originados por respuestas emocionales de agradecimiento
codificadas en la voz humana, podrian influir de manera
significativa en la proliferacion celular (p<0,01) y la
expresion de Ki67 (p<0,05). Con el fin de asegurar que estos
efectos no se deben a las caracteristicas intrinsecas de la voz
del participante, se disefid la condicion “estimulo no
emocional” en la cual el mismo sujeto registrd las primeras
300 palabras de “El Quijote” (p=0,22). Asi mismo, se
sintetizd un nuevo estimulo “voz emocional sintetizada” a
partir del texto emocional sin caracteristica actstico-afectiva
asociada (p=0,44). En conclusion, los resultados preliminares
apuntan a la posibilidad de que las caracteristicas fisico-
emocionales de la voz humana podrian influir
significativamente sobre la proliferacion celular y la
expresion de Ki67 de la linea celular 661W.



TECNIACUSTICA

CUENCA 2023

Consideramos la posibilidad de que los efectos sobre la
proliferacion y la expresion proteica descritos puedan ser
especificos de la linea celular 661W. Sin embargo, la
literatura muestra como diferentes lineas celulares en
humanos, ratones, levaduras o bacterias son sensibles a las
ondas mecanicas [42], [44], [S5]-[58], por lo que resultaria
poco probable. Es necesaria mas investigacion al respecto.

La principal limitacion de esta prueba piloto, es la
necesidad de ampliar la muestra (n=1). También seria
aconsejable aumentar el nimero de estimulos acustico-
emocionales (ira, miedo o alegria). Con todo, y atendiendo a
los resultados preliminares, el estudio del efecto de las ondas
acustico-emocionales sobre la biologia celular es un campo
inexplorado que podria arrojar luz en la compresion de como
la cognicion humana interacciona con la biologia a través de
las leyes de la fisica.
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