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DESCRIPCION
Botella rotatoria
CAMPO DEL INVENTO

Este invento se refiere a un contenedor o recipiente para la produccion de cultivo de células, y mas particularmente a una
botella rotatoria o que puede rodar que tiene pliegues axiales para aumentar la superficie de crecimiento de las células y
nervios circunferenciales para reforzar las paredes de la botella.

DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

Un tipo de contenedor corrientemente usado en el laboratorio para el cultivo de células es conocido como una “botella
rotatoria”. Las botellas rotatorias son generalmente de forma cilindrica y estan adaptadas para girar alrededor de sus ejes.
Las superficies internas de tales botellas rotatorias son para proporcionar superficies activas para las células. Un medio
de crecimiento liquido es introducido en la botella rotatoria. EI movimiento giratorio de la botella mantiene las superficies
internas humedecidas con un medio liquido, animando con ello el crecimiento de las células. Unos rodillos giratorios de
un aparato apropiado son empleados para hacer girar estas botellas rotatorias.

Es deseable para hacer crecer grandes cantidades de células, la mayor parte para subproductos celulares, tales como
sustancias farmacéuticas que son secretadas por las células. Se han utilizado distintos intentos con el fin de aumentar la
superficie interna de las botellas rotatorias. Un intento ha sido aumentar la cantidad de superficie real disponible para que
las células crezcan sobre ella.

Por ejemplo se conocen botellas rotatorias producidas como una estructura unitaria mediante una técnica de moldeo por
soplado que incluyen pliegues longitudinales formados en las paredes de la botella rotatoria. Estos pliegues longitudinales
aumentan la superficie efectiva interna de la botella rotatoria. Los pliegues se extienden a la cdmara de crecimiento con el
propdsito de aumentar el cultivo o produccion de las células.

Es ademas conocido por ejemplo partir del documento US-A-4912048 proporcionar un recipiente de cultivo con tales
pliegues longitudinales, e incluir ademas collarines circunferenciales que rodean la superficie externa del extremo superior
e inferior del recipiente. Estos collarines tienen el proposito de maximizar el punto de agarre del recipiente cuando el
recipiente es colocado sobre su costado sobre los rodillos de un aparato giratorio.

La técnica anterior también describe una botella rotatoria que tienen pliegues en sentido trasversal al eje de la botella para
aumentar la superficie para hacer crecer células y que incluye ademas al menos un panel de drenaje longitudinal sin
pliegues, y nervios de refuerzo axiales a lo largo del borde exterior de la ondulacion en sentido trasversal para rigidizar la
botella con pliegues.

Es también conocido usar nervios circunferenciales en una botella rotatoria con el propdsito de reforzar las paredes de la
botella. A este respecto, la técnica anterior describe una botella rotatoria que tiene paredes de plastico flexibles y una
pluralidad de anillos de refuerzo circunferenciales separados definidos en las paredes de plastico flexible para hacer que el
cuerpo retenga una forma generalmente cilindrica.

Un problema asociado con las botellas rotatorias de la técnica anterior, especialmente aquellas que tienen pliegues con el
proposito de expandir la superficie para el crecimiento de las células, ha sido la tendencia de las paredes de la botella a
expandirse cuando el interior de las botellas resulta presurizado. Esto hace que la botella deje de rodar en su estante de
rodadura. Esto es problematico debido a que en ausencia del movimiento giratorio, una parte de las superficies interiores
se queda seca, promoviendo la muerte de las células en estas areas.

Es deseable por ello proporcionar una botella rotatoria con pliegues que sea reforzada de modo que afiada rigidez a la
pared del recipiente para impedir que la botella se expanda hasta el punto en el que la botella rotatoria deja de rodar.

El documento US-A- 5.407.809 describe un tambor digestor giratorio para convertir material residual organico en abono
que tiene interiormente dispuesto a lo largo de su eje longitudinal una serie de tabiques separados, teniendo cada tabique
un area en seccién transversal variable que oscila desde el 60 al 100% del area en seccion transversal del tambor y
dispuesto uno con respecto a otro cuando que en el modo parcialmente abierto hace que el material y el aire introducidos
en el tambor atraviesen un trayecto no lineal a través del tambor, teniendo el tambor una pluralidad de nervios interiores
que se extienden longitudinalmente dispuestos en una agrupacion espaciada alrededor de su circunferencia.

RESUMEN DEL INVENTO
El objeto del invento esta definido por la reivindicacion 1 independiente.

El presente invento proporciona una botella rotatoria para el cultivo y crecimiento de células que incluye una pared
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cilindrica alargada que tiene un extremo inferior cerrado y una abertura para liquido en un extremo superior opuesto. La
pared cilindrica alargada incluye una pluralidad de pliegues que se extienden axiales longitudinalmente desde el extremo
cerrado al extremo superior. La pared cilindrica alargada incluye ademas nervios circunferenciales formados de una pieza
con ella para reforzar la pared cilindrica con pliegues.

Los nervios circunferenciales de refuerzo impiden que las paredes con pliegues se abomben hacia fuera cuando el interior
de la botella resulta presurizado hasta el punto en el que la botella rotatoria deja de rodar sobre su estante de rodadura.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1 es una vista en perspectiva de una botella rotatoria del presente invento.

La fig. 2 es una vista en seccion horizontal del dispositivo de la fig. 1 tomada a lo largo de las lineas 2-2 de la fig. 1.
La fig. 3 es una vista en seccion parcial agrandada de la parte de la botella rotatoria en la fig. 2 designada “3”.

La fig. 4 es una vista en seccion parcial de la pared de la botella rotatoria de la fig. 1.

La fig. 5 es una vista en perspectiva de una botella rotatoria del presente invento.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

Con referencia a los dibujos en los que caracteres de referencia similares se refieren a partes similares a lo largo de las
distintas vistas de los mismos, se ha mostrado la botella rotatoria 10 del presente invento. La botella rotatoria 10 incluye
una pared lateral cilindrica 14 que se extiende desde una pared inferior 20 a una pared superior opuesta 22.
Extendiéndose desde la pared superior 22 y de una pieza con ella hay una parte de cuello 24 que tiene un fileteado
extendido 26 para recibir un tapén o capuchén roscado interiormente (no mostrado) en él de la manera usual. Pueden
usarse otras conexiones del tapdn tales como las conexiones por bayoneta. El cuello 24 puede incluir una disposicion de
bloqueo 28 para mantener un tapén en una posicién abierta bloqueada sobre la botella rotatoria para mantener la botella
rotatoria abierta al entorno que la rodea.

La botella rotatoria 10 incluye ondulaciones o pliegues longitudinales 12 que se extienden a lo largo de la pared lateral 14
de la botella rotatoria 10 en la misma direccion que el eje 16 de la botella rotatoria 10. Como puede verse en las figs. 2 y
3, los pliegues individuales 12 proporcionan una pluralidad de superficies 32 opuestas para la formacion del crecimiento
de células sobre ellas. Esta estructura con pliegues aumenta la superficie activa interior de la botella rotatoria 10 en
comparacion con una estructura de pared plana convencional.

Los pliegues 12 de la botella rotatoria del invento estan orientados paralelos al eje 16 de la botella 10 de modo que creen
ranuras o canales que apunten hacia la abertura para liquidos y transporten fluido a la misma para hacer mas facil la
retirada de las células o de los subproductos celulares.

Aunque el presente invento puede ser construido en distintos tamafios y configuraciones, la estructura preferida de la
botella rotatoria actual incluye una botella que es de aproximadamente 27,8 cm de longitud desde la parte superior del
cuello 24 a la parte inferior de la base 20. Tal botella configurada define una longitud de superficie de crecimiento de
aproximadamente 22,86 cm que tiene un diametro de aproximadamente 11,76 cm. Como se ha mostrado en la fig. 3, los
pliegues que forman las superficies internas enfrentadas 32 definen una estructura generalmente a modo de onda que
tiene vértices exteriores e interiores 38 y 40, respectivamente. La distancia entre los vértices exteriores 38 de los pliegues
es de aproximadamente 0,82 cm. Las superficies enfrentadas 32 de cada pliegue 12 definen un angulo interior a. En la
presente realizacion, el angulo a 34 puede ser de aproximadamente 60°. Adicionalmente, los vértices interiores 40 de dos
pliegues adyacentes definen un angulo interior 3 36. En la presente realizacion, el angulo B puede ser de
aproximadamente 9°. Hay que resaltar que los vértices 38 y 40 de los pliegues 12 estan deseablemente redondeados para
facilitar la adherencia de las células a la superficie interna 32. Ademas, tales superficies redondeadas son faciles de
formar por colada o moldeo y son mas fuertes y estan menos sujetas al agrietamiento al flexionar.

Como se ha descrito antes, un problema asociado con las botellas rotatorias con pliegues de la técnica anterior ha sido
que los pliegues tienden a expandirse cuando el interior de las botellas resulta presurizado. En uso, la botella rotatoria es
cerrada herméticamente y calentada en una incubadora. El calentamiento eleva la presion interior de la botella rotatoria,
tipicamente de aproximadamente 1 psi. La presion interna en la botella rotatoria puede abombar las paredes hacia fuera.
Esto hace que la botella deje de rodar sobre el estante de rodadura. Como resultado, parte de la superficie interior de las
botellas se quedan secas, conduciendo a la muerte de las células y a una reduccion en la producciéon del cultivo. El
presente invento resuelve una necesidad previendo nervios circunferenciales con el propdsito de afiadir rigidez a las
paredes de la botella con pliegues, para impedir que se expandan hasta el punto en el que la botella deje de rodar sobre el
estante de rodadura.

Con referencia adicionalmente a la fig. 4, la pared cilindrica 14 de la botella rotatoria 10 incluye ademas nervios
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circunferenciales 18 para reforzar la pared cilindrica 14. Los nervios circunferenciales 18 estan formados de una pieza con
la pared cilindrica 14. Los nervios circunferenciales 18 definen miembros de tensién que impiden que la botella rotatoria se
expanda hacia fuera en respuesta a la presién interna en la botella rotatoria.

Como se ha mostrado en la fig. 3, se ha resaltado que en una realizacion preferida, la pared interior 21 del nervio 18 esta
al ras con el vértice 38 de los pliegues 12 en la superficie interna 32 de la botella rotatoria 10. En una realizacién preferida
adicional, la pared exterior 23 del nervio 18 esta al ras con el vértice 39 de los pliegues 12 sobre la superficie externa 33 de
la botella rotatoria 10. Con referencia a la fig. 2, se ha deseado particularmente que la pared exterior 23 del nervio de 18
esté al ras con la pared exterior 31 de las secciones planas 30 para facilitar el transporte de fluido a la abertura para
liquidos a lo largo de paneles 30 y eliminar la posibilidad de que el contenido liquido de la botella resulte atrapado en estas
areas.

En la realizacion del invento mostrada en la fig. 1, se han mostrado cuatro nervios longitudinalmente espaciados. Sin
embargo, se ha considerado que la botella puede incluir desde dos a diez nervios circunferenciales para el refuerzo,
preferiblemente de 3 - 6 nervios uniformemente espaciados a lo largo de la longitud de la botella rotatoria. Mas
preferiblemente, la botella rotatoria del invento incluye tres nervios uniformemente espaciados a lo largo de la longitud de
la botella, como se ha mostrado en la fig. 5. Sin embargo, el invento no esta limitado a este nimero particular de nervios
de refuerzo. Se ha resaltado que pueden concentrarse nervios circunferencias adicionales en el area que necesite el
mayor refuerzo.

El nimero de nervios previstos seleccionado para maximizar la resistencia mecanica, al tiempo que se minimiza la
pérdida de superficie para el crecimiento de las células. Por ejemplo, se ha encontrado por el autor del presente invento
que la superficie interna de una botella rotatoria de aproximadamente 1.700 cm’ es de 1.734 cm” en ausencia de nervios
radiales 18, en comparacion a 1.694 cm?.

Como se ha mostrado en las figs. 1 — 2, la botella rotatoria 10 puede incluir ademas secciones planas 30 que se extienden
en sentido longitudinal diametralmente opuestas donde no hay presentes pliegues 12 con el fin de mejorar la vision
microscopica del contenido de la botella rotatoria 10 y/o para facilitar su formacion. En realizaciones preferidas del
presente invento, la botella rotatoria contiene dos secciones planas 30 diametralmente opuestas para facilitar la vision
microscopica. La disposicion particular de secciones planas 30 mostrada en los dibujos no es critica. Ademas la anchura
de las secciones planas 30 no es critica, excepto porque estos paneles también representan una pérdida de incremento
de superficie. Un problema asociado con las botellas rotatorias con pliegues de la técnica anterior que tienen secciones
planas para visién microscopica ha sido que estas secciones resultan distorsionadas cuando el interior de la botella
resulta presurizado, haciendo dificil la vision microscopica. Debe resaltarse que los nervios de refuerzo 18 de la botella
rotatoria del invento sirven ademas para impedir esta distorsién de las secciones planas para permitir una vision
microscopica continua.

Se ha resaltado que la botella rotatoria 10 puede incluir una parte rebajada (no mostrada) en la pared inferior 20 para
facilitar el apilamiento de la botella rotatoria con una botella similar en una relaciéon de anidado.

El presente invento proporciona una botella rotatoria con pliegues longitudinalmente que puede ser usada para aumentar
el cultivo o la produccién de células por unidad bien para células de tipo adherente o bien para células que crecen en
suspension. Se ha hecho resaltar que células de tipo adherente incluyen células que requieren una superficie de soporte
para crecer en ellas, asi como células capaces de crecer sobre una superficie de soporte. Mediante la frase “aumento en
el cultivo o produccién de células”, se quiere decir que hay un aumento en el nimero de células y/o sus subproductos o
recipiente o unidad de cultivo. Como se ha mostrado en los dibujos aqui, la pared cilindrica de la parte del cuerpo de la
botella rotatoria tiene pliegues longitudinales a lo largo de una parte sustancial de su longitud, ondulando asi las
superficies interior y exterior de la pared del cuerpo en el recipiente. La ondulacion interior aumenta la superficie disponible
para la unién y crecimiento de células de tipo adherente, aumentando asi el cultivo o la producciéon de células por
recipiente. Ademas, se ha observado que con respecto a las células que crecen en suspension, la ondulacién interior de la
botella rotatoria del invento mejora la citacion del cultivo de suspension y ayuda a dispersar las células y promover el
crecimiento del cultivo.

Después de que se han formado células sobre las superficies interiores de la botella rotatoria del presente invento
haciéndola rodar en el ambiente apropiado para la formacién de las células, la botella rotatoria con las células formadas
sobre sus paredes es retirada del aparato convencional para botellas rotatorias. EI medio liquido en el que se forman las
células que permanece en la botella puede ser decantado desde la botella a lo largo de pliegues longitudinales y paneles
de vision planos y una pequefia cantidad de solucién salina puede ser afiadida para impedir que las células se sequen.
Alternativamente, el medio liquido puede permanecer si es solamente una pequefia cantidad. Después de ello, puede
usarse una aparato rascador para retirar las células de la superficie interior de la botella rotatoria.

Un procedimiento mas convencional para retirar células es la introducciéon de una solucién que contiene la enzima
proteolitica tripsina, junto con un agente quelante, que tiene el efecto de hacer que las células se liberen de la superficie
interior para decantarse desde la botella rotatoria a lo largo de los pliegues longitudinales y de las secciones planas
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longitudinales. Subsiguientemente, la botella es generalmente desechada. Asi, la aventaja de proporcionar una botella
rotatoria, tal como la del presente invento, que puede ser producida de modo barato mediante moldeo por soplado, usada
una vez y desechada es facilmente evidente. La botella rotatoria del invento proporciona una estructura unitaria que
incluye una pared cilindrica alargada con una superficie muy aumentada para la formacién del crecimiento de células en
ella, incluyendo ademas estas paredes cilindricas nervios de refuerzo a su alrededor y formados de una pieza con ellas
con el propdsito de reforzar las paredes de la botella. Estos nervios de refuerzo eliminan la necesidad de desechar la
botella rotatoria de modo prematuro durante el cultivo debido a la flexion repetida de los pliegues que puede causar fatiga
y hacer que la botella deje de rodar sobre el aparato para botellas rotatorias, especialmente durante largos periodos de
uso durante el proceso de cultivo de células por lotes. Los nervios de refuerzo radiales impiden el curvado y extension de
los pliegues longitudinales.

Al ver en general las condiciones para producir botella rotatoria de acuerdo con el invento, puede ser utilizada una
variedad de materiales termoplasticos incluyendo, por ejemplo, poliestireno, polietilen-tereftalato, poliolefinas o poli(cloruro
de vinilo). El poliestireno es particularmente deseable ya que parece que las células crecen bien y en grandes cantidades
sobre este material.

La pared de la botella deberia tener un espesor suficiente para proporcionar una botella con resistencia mecanica
adecuada cuando se llena con un medio liquido. Tipicamente, el espesor de pelicula sera desde aproximadamente 25,4
mm - 1,52 mm para una botella rotatoria de 2,25 |. La resina termoplastica usada para formar botellas mediante técnicas
de extrusion, soplado o moldeo por soplado - inyeccion deberia ser capaz de fluir faciimente para formar los pliegues
longitudinales y los nervios circunferenciales de refuerzo de la botella.
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REIVINDICACIONES

1.- Un contenedor para cultivar el crecimiento de células que comprende: una pared cilindrica alargada (14) que tiene un
extremo inferior cerrado y una abertura para liquidos en un extremo superior opuesto, incluyendo dicha pared cilindrica
alargada:

(i) una pluralidad de pliegues (12) que se extienden axiales longitudinalmente que al menos se extienden
parcialmente desde dicho extremo cerrado a dicho extremo superior;

caracterizado porque dicha pared cilindrica (14) incluye ademas

(i) al menos un nervio circunferencial (18) formado de una pieza con dicha pared cilindrica para reforzar dicha
pared cilindrica; y

(iii) al menos una seccion (30) longitudinal sin pliegues que define un panel de drenaje,
en el que al menos dicho nervio esta al ras con las partes mas exteriores de dicho panel de drenaje.
2.- El contenedor segun la reivindicacion 1, en el que el contenedor es una botella rotatoria (10).

3.- El contenedor segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicha pared cilindrica (14) incluye dos secciones longitudinales
(30) sin pliegues diametralmente opuestas, cada una de las cuales define un panel.

4 .- El contenedor segun una de las reivindicaciones 1 - 3, en el que extendiéndose desde dicho extremo superior hay una
parte de cuello (24) que tiene filetes (26) exteriores de una pieza para recibir un tapon interiormente roscado en ellos.

5.- El contenedor segun la reivindicacion 4, en el que dicha parte de cuello (24) incluye ademas una disposicion de
bloqueo (28) para mantener un tapén en una posicion abierta bloqueada sobre dicho contenedor para mantener dicho
contenedor abierto a un entorno que rodea a dicho contenedor.

6.- El contenedor segun una de las reivindicaciones 1 - 5, en el que dichos pliegues (12) definen una pluralidad de
superficies interiores (32) opuestas para la formacién del crecimiento de células en ellas.

7.- El contenedor seguin una de las reivindicaciones 1 - 6, incluyendo cada uno de dichos pliegues una primera pared
lateral que se extiende entre un primer punto de extremidad y un primer vértice (40); y una segunda pared lateral que se
extiende entre un segundo punto de extremidad y dicho primer vértice, estando situado dicho primer vértice (40)
radialmente mas lejos desde un centro longitudinal de dicho contenedor que dichos primer y segundo puntos de
extremidad.

8.- El contenedor segun la reivindicacion 7, en el que dichas primera y segunda paredes laterales estan dispuestas de
modo convergente con relacion a dicho primer vértice (40).

9.- El contenedor segun la reivindicacion 8, en el que dichas primera y segunda paredes laterales definen un angulo de
aproximadamente 60 grados entre ellas.
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