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A EFICACIA DO ANTIVENENO BOTROPICO-CROTALICO NA NEUTRALIZACAO DAS
PRINCIPAIS ATIVIDADES DO VENENO DE BOTHROPS JARARACUSSU.
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RESUMO

A mionecrose ¢ um dos efeitos causados pelo veneno de Bothrops jararacussu. Uma
miotoxina com homologia estrutural & fosfolipase A, (PLA)), mas sem atividade
enzimatica, foi isolada desse veneno. O veneno de Crotalus durissus terrificus apresenta
também atividade miot6xica, que vem sendo atribuida a crotoxina € 3 PLA, (crotoxina B),
o componente basico do complexo crotoxina. O veneno de Bothrops jararacussu apresen-
ta trés proteinas, que tém identidade imunoldgica com a PLA, da crotoxina. O presente
trabalho comparou a eficiéncia dos antivenenos polivalentes comerciais produzidos pelo
Instituto Butantan - o antiveneno botrépico (AB) e o antiveneno botr6pico-crotilico (AB/
C) - na neutraliza¢@o das atividades letal, hemorrégica, coagulante ¢ miot6xica do veneno
de B. jararacussu. Os dois antivenenos neutralizaram de maneira semelhante a atividade
hemorragica, mas o AB/C foi trés vezes mais potente que o AB em neutralizar a agfo
miotdxica e duas vezes mais potente na neutralizagio da letalidade e na agio coagulante
do veneno de B. jararacussu. Os dados sugerem que a utilizagio do AB/C pode ser vanta-

josa no tratamento de pacientes picados por serpentes dessa espécie.

Unitermos: Bothrops jararacussu; Soroterapia.

INTRODUCAO

Nos acidentes causados por serpentes do géne-
10 Bothrops, sio freqlientes fendmenos como dor
local, edema, hemorragias locais ¢ sistémicas, dis-
tirbios de coagulagio sangiiinea®?*, choque
cardiovascular® e necrose cortical renal’.

As mionccroses sio freqiientes também nos
envenenamentos botrdpicos'. Lesdes musculares
induzidas por venenos ofidicos ou por fragGes iso-
ladas com atividade miotéxica apresentam correla-
¢do com o aumento de creatina-quinase sérica
(CK)19;21.

Recentemente foi demonstrado que o vencno
de Bothrops jararacussu ¢ miotdxico, causando

necrose de fibras musculares estriadas e retardando
sua regeneracdo®. Esse veneno, quando injetado
pela via intramuscular em ratos, induz a uma maior
liberagdo da enzima creatina-quinase, quando com-
parado a outros venenos botrépicos!’.

Proteinas com atividade de fosfolipase A,
(PLA)»* foram isoladas do veneno de B.
Jararacussu, dentre as quais uma apresentou ativi-
dade miotéxica'®. Desse veneno, foi isolada ainda
uma proteina com homologia estrutural a PLA,,
sem atividade enzimdtica, mas com potente ativi-
dade miotéxica, denominada bothropstoxin®,

O veneno da cascavel sul-americana (Crotalus
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durissus terrificus) apresenta também potente ati-
vidade miotdxica, que € atribuida ao complexo
crotoxina'*'*, presente em altas concentragdes nes-
se veneno (68% do peso seco)’. O complexo
crotoxina é formado por duas proteinas: a
crotapotina (crotaxina A) e a fosfolipase A,
(crotoxina B). Camundongos imunizados com
PLA, do complexo crotoxina tornam-se protegi-
dos, tanto da agfio letal® como da agfio miolitica
causadas pela administragfio de doses letais de ve-
neno de Crotalus durissus terrificus®.

Estudos recentes, com antivenenos monova-
lentes produzidos em eqiiinos contra vérios vene-
nos de serpentes do género Bothrops, mostram que
o veneno de B. jararacussu comporta-se como um
imunégeno fraco. A atividade letal desse veneno
ndo é eficientemente neutralizada pelo anti-soro
especifico, como também por anti-soros produzi-
dos contra outros venenos botrépicos’. Camundon-
gos imunizados contra o veneno de B. jararacussu
apresentam titulos baixos de anticorpos, em com-
parago aos de animais imunizados contra venenos
de outras espécies do género Bothrops™.

BRAZIL, em 1909, demonstrou que 0 veneno
de B. jararacussu €, dentre alguns venenos
botrépicos, o melhor neutralizado quanto 2 sua agfo
letal pelo antiveneno crotilico®. O mesmo autor su-
geriu que o antiveneno botrépico-crotilico, chama-
do de soro antiofidico até 1987, deveria ser usado

nos acidentes causados por serpentes dessa espécie?.

Baseados nessas informagdes, nos propuzemaos
a comparar os dois soros comerciais produzidos
pelo Instituto Butantan, o antiveneno botrépico
(AB) e o antiveneno botrépico-crotilico (AB/C),
quanto ao poder de neutralizacdo das atividades
hemorragica, miotdxica, coagulante ¢ letal causa-
das pela agdo do veneno de B. jararacussu.

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS- Camundongos machos ndo
isogénicos, pesando entre 18 e 22 gramas, proveni-
entes do Biotério do Instituto Butantan, foram uti-
lizados em todos os experimentos. Os animais fo-
ram mantidos em gaiolas de plastico, sob tempera-
tura ambiente controlada para 20-25°C.

VENENO- Uma mistura de veneno foi obtida
da extragdo de 20 serpentes adultas do género
Bothrops jararacussu, procedentes da Segdo de
Venenos do Instituto Butantan. A mistura de vene-
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no foi liofilizada, estocada e mantida a -20°C até o
momento do uso.

ANTIVENENOS- Nos testes de soroneutrali-
zagfo, foram utilizados os antivenenos botropico
(AB), lote 8904100 (poténcia frente ao veneno de
B. jararaca = 5mg/ml), botr6pico-crotilico (AB/
C), lote 8908209 (poténcia frente ao veneno de B.
Jjararaca = Smg/ml ¢ frente ao veneno de C. d.
terrificus = 1,5mg/ml) e o antiveneno crotilico lote
8910264 (poténcia frente ao veneno de C. d.
terrificus = 1,5mg/ml), produzidos no Instituto
Butantan. Os antivenenos foram obtidos a partir de
plasma sangiifneo de cavalos hiperimunes.

FOSFOLIPASE A,- A fosfolipase A, (PLA)
foi purificada do complexo crotoxina, de acordo
com o método de RUBSAMEN et al.6, A
homogeneidade da PLA, foi confirmada por
eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenga
de SDS (Dodecil-Sulfato de Sédio). A atividade
fosfolipésica foi detectada por meio da técnica de
coagulagd@o da gema de ovo®.

DOT-ELISA- A técnica Dot-ELISA® foi utili-
zada para avaliar o titulo de anticorpos anti-
B jararacussu presente nos antivenenos AB, AB/C
e AC, e o titulo de anticorpos anti-PLA, crotdlica
presente nos antivenenos AB ¢ AB/C. Dois
microlitros de veneno de B. jararacussu (1mg/ml)
ou 2ul de PLA, crotilica (Img/ml) foram aplica-
dos por ponto, em uma membrana de nitrocelulose.
Apb6s a secagem a 35°C por 15 minutos, a superfi-
cie da membrana ndo ocupada pelos antigenos foi
bloqueada com 5% de leitec em pd desnatado (GI6-
ria, Fabrica de Laticinios, Itaperuna, Rio de Janei-
ro, Brasil), diluido em Tampdo tris salina (TBS).
Esse bloqueio foi realizado durante 2 horas, sob
agita¢do, a temperatura ambiente. A membrana foi
retirada da solugdo bloqueadora e incubada na pre-
senga dos antivenenos em diferentes diluigdes
(1:800 a 1:405.600), por 1 hora, sob agitagdo ¢ a
temperatura ambiente. Apés lavagens com TBS, a
reacdo antigeno-anticorpo foi revelada pela adiggo
do conjugado antiimunoglobulinas de cavalo mar-
cado com peroxidase (Sigma), diluido em TBS
(1:500), incubado por 1 hora sob agita¢io e a tem-
peratura ambiente. A membrana foi novamente la-
vada e a peroxidase do conjugado revelada com
3’3’ diaminobenzidina (DAB) (Sigma, USA), utili-
zando-se 250ul da solugio (20mg/ml) em 30ml de
TBS, na presenga de H,0, 30% (20ul).

TESTES DE SORONEUTRALIZACAO- Do-
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ses fixas de veneno de Bothrops jararacussu foram
incubadas com diferentes concentragdes dos
antivenenos (AB ou AB/C), durante 30 minutos, a
37°C. Apés a incubagio, as misturas foram injetadas
por diferentes vias obtendo-se, para as diferentes
atividades avaliadas, a Dose Efetiva 50% (DE,). A
DE,; € definida como a quantidade de antiveneno
que € capaz de reduzir em 50% a atividade da dose
desafio utilizada (ul antiveneno/dose desafio).

DETERMINACAO DA DOSE MINIMA
HEMORRAGICA (DMH)- Para a determinagdo
da DMH foi utilizado o método de OWNBY et
al.®, Considerou-se a DMH como a quantidade de
veneno (pg) capaz de liberar 20mg de
hemoglobina/grama de tecido. Para esse teste, 6
camundongos por grupo foram injetados pela via
intramuscular, com 0,1ml de veneno B.
Jjararacussu nas doses de 6.3ug, 12.5ug, 25ug ¢
50ug. Apés 4 horas, foi efetuada uma bidpsia do
tecido muscular da regifo injetada. Apds pesagem
do tecido retirado, avaliou-se a quantidade de
hemoglobina presente, pela técnica da
cianometahemoglobina.

NEUTRALIZAC[\O DA ATIVIDADE
HEMORRAGICA- A neutralizagio da atividade
hemorrdgica foi também avaliada pelo método de
OWNBY et al®. A dose de veneno utilizada
correspondeu a 6 DMH (50ug). Para este experi-
mento foram usados 6 camundongos por grupo.
Trinta e um, 63, 125 ¢ 250u! de antiveneno AB ou
AB/C por mg de veneno foram utilizados para a
avaliagdo da neutralizag3o.

ATIVIDADE MIOTOXICA- O grau de lesio
muscular causada pela agZo do veneno de B.
jararacussu foi averiguado por meio da determina-
¢do da quantidade de enzima creatina-quinase
(CK), liberada na circulagdo sangiifnca dos camun-
dongos, utilizando-se o “kit” CK nac-ativado
(Merck S/A, Rio de Janciro, Brasil). Para a deter-
minagdo do pico de liberag@o desta enzima, 6 ca-
mundongos foram injetados com 0,1ml de vencno
(250ug/ml), pela via intramuscular. Amostras de
sangue foram coletadas do plexo venoso oftdlmico
imediatamente antes e 1, 2, 3, 6, 12 ¢ 24 horas
apds a injegdo do veneno.

NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE
MIOTOXICA- Para avaliagdo da soroncutraliza-
¢do, foram utilizados 4 grupos contendo 6 camun-
dongos cada. Vinte e cinco microgramas do vene-
no previamente incubado com antivencno AB, AB/

C ou antiveneno crotilico (AC) (63, 125, 250 ¢
500ul/mg de veneno) foram injetados (0,1ml), pela
via i.m., em cada camundongo. Os valores de CK
foram determinados nas terceira e sexta horas apGs
a inoculagio das misturas.

LETALIDADE- Para a determinagdo da Dose
Letal 50% (DL,), grupos de 8 camundongos fo-
ram injetados, pela via intraperitoneal, com 0,5ml
de cada solugdo de veneno diluido em NaCl
0,15M. O ndmero de animais mortos para cada
dose de veneno foi registrado num periodo de 48
horas. A DL, foi calculada pela andlise do
probito', usando o niimero total de camundongos
mortos por dose de veneno.

NEUTRALIZACAO DA LETALIDADE- O
método utilizado neste experimento € o proposto
pela Organizagio Mundial da Sadde (1981).
Aproximadamente 5 DL, (300ug) de veneno fo-
ram incubadas com quantidades diferentes de
antivencno (20 a 120ul), durante 30min a 37°C.
Seis grupos de 6 camundongos cada foram inocu-
lados pela via i.p. com 0,5ml da mistura. As mor-
tes foram registradas 48 horas apds.

ATIVIDADE COAGULANTE- Foi avaliada
pelo método de THEAKSTON & REID?, por
meio da determinagfio da dose minima coagulante
em plasma humano. A dose minima coagulante
(DMC) é definida como a menor quantidade de
veneno que induz a formagfio de codgulo no plas-
ma, em 60 segundos, a 37°C.

NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE
COAGULANTE - Para a avaliagfio da neutraliza-
¢do da atividade coagulante, utilizou-se o método
de GENE et al.!, modificado. Quantidades cons-
tantes de veneno foram incubadas com vérias di-
luigdes de antiveneno, durante 30min, a 37°C. Cem
microlitros da mistura foram adicionados a 400ul
de plasma humano citratado e o tempo de coagula-
¢do registrado. A concentra¢do final de veneno
correspondeu a duas vezes a DMC. A ncutraliza-
¢do foi expressa como Dose Efetiva (DE), a qual é
definida como a relagdo antivencno/vencno, onde
o tempo de coagulagdo aumenta em trés vczes
quando comparado ao tempo de coagulagio do
plasma incubado somente com o veneno. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata.

RESULTADOS

DOT-ELISA- Na técnica de Dot-ELISA, os -
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tulos de anticorpos para cada antiveneno, frente ao
veneno de B. jararacussu ¢ PLA, crotilica, foram
os seguintes: para o antiveneno botrépico, 16.000 e
800; para o antiveneno botrépico-crotdlico, 32.000
e 1.600, respectivamente. O antiveneno crotdlico
apresentou um titulo de 8.000 contra o veneno de
B. jararacussu.

LETALIDADE- A DL, foi de 58,8.1g/20g
(2,9mg/kg) (Tabela 1). A dose usada na soroneu-
tralizagdo foi de 300,0ug/animal, correspondente a
5,1 DL,

A Dose Efetiva 50% foi de 104,5ul de
antiveneno/300ug de veneno para 0 AB, e de 69l
de antiveneno/300ug de veneno para o AB/C. Es-
tes valores correspondem a uma poténcia de 2,3mg
de veneno neutralizado por mililitro de antiveneno
no caso do AB e 3,5mg/ml para o AB/C (Tabela
2).

ATIVIDADE HEMORRAGICA- A Dose Mi-

Tabela 1
Quantificagdo das ag¢des letal, hemorrigica e
coagulante do lote de veneno de Bothrops
Jararacussu utilizado.

Agdes Atividade (ug)

Letal DL, ™ 58.8 (52.3-67.7)*
Hemorragica DMH® 8.25
Coagulante DMC® 130.0

(1) Dose letal 50%

(*) Limite fiducial com 95%

(2) Dose minima hemorrdgica
(3) Dose minima coagulante

Tabela 2

Efeito neutralizante do AB e do AB/C sobre as
atividades letal, hemorridgica, coagulante ¢
miotéxica do veneno de Bothrops jararacussu.

Atividades Dose Dose Efetiva
Desafio AB AB/C AC
Letal 300ug 104.59%  69.09? nt
Hemorrdgica 5S0ug 143 1359 nt
Coagulante  260ug 330.09 1760 nt
Miotéxica 25ug 2575 8.0 22,50

(1) DE,, = ul de soro/dose desafio de veneno

(2) Os valores de DE, para atividade letal correspondem a
uma poténcia de 2.3mg/ml para SAB e 3.5mg/ml para o
SAB/C ’

(3) Dose Efetiva

(4) Nio testado
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nima Hemorrigica (DMH) obtida foi de 8.25ug de
veneno (Tabela 1). Na soroneutralizagio, a dose
usada correspondeu a 6 DMH (50ug). A Dose Efe-
tiva 50% foi de 1.43ul de antiveneno/S0ug de ve-
neno, para o antiveneno botrépico e de 1.35ul de
antiveneno/S0ug, para o antiveneno botrdpico-
crotdlico (Tabela 2).

ATIVIDADE MIOTOXICA- Como podemos
observar na figura 1, a liberagdio da enzima
creatina-quinase atingiu valores maximos na ter-
ceira hora apds a injecdo do veneno de B.
jararacussu. Esses valores mantiveram-se constan-
tes até a sexta hora, voltando ao nivel basal 12
horas apés a inoculagfio do veneno.

Bascado na cinética da liberagdo de CK, a so-
roneutralizagdo foi avaliada 3 ¢ 6 horas apés a in-
jecdo das misturas veneno/antiveneno, tempo em
que foram observados os niveis mais altos da
enzima no soro dos animais. O AB apresentou uma
DE,, de 25,751l de antiveneno/251g de veneno, o
AB/C, uma DE,; de 8ul de antiveneno/25ug € o
AC uma DE, de 22.5ul de antiveneno/25ug de ve-
neno. O AB/C mostrou ser mais eficiente que o
AB na neutralizagdo desta atividade (Tabela 2).
Por sua vez, o AC apresentou uma eficiéncia se-
melhante ao AB.

ATIVIDADE COAGULANTE- A Dose Mini-
ma Coagulante (DMC), sobre plasma humano, foi
de 130ug de veneno (Tabela 1). Para soroneutrali-
zagdo utilizaram-se duas DMC. A Dose Efetiva foi
de 330ul de antiveneno/2601g de veneno, para o
antiveneno botrépico, e de 176ul de antiveneno/
260ug de veneno, para o antiveneno botrdpico-
crotdlico (Tabela 2).

g

Omee =0T XO

0 3 6 9 12
Horas

Figura 1. Cinética da liberagio da enzima creatina-quinase

na circulagdo sangiiinea de camundongos (n=6), apds a

inoculagdo do veneno de Bothrops jararacussu.
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7 7 / /%

Figura 2. Distribuicdo geografica da espécie
Bothrops jararacussu segundo CAMPBELL &
LAMAR, 1989%.

DISCUSSAOQ

Os venenos botrépicos caracterizam-se pelas
intensas rea¢des locais que induzem, tais como
edema, hemorragias ¢ necroses, 0 que nio ocorre
com o veneno de Crotalus durissus terrificus, pre-
dominantemente neurotéxico**. Apesar dessas di-
ferencas marcantes, os venenos botrépicos € o ve-
neno de Crotalus durissus terrificus possuem ativi-
dades bioldgicas em comum, como as agdes
coagulante* e miotdxica’.

O antiveneno botrépico (AB) € produzido a
partir de uma mistura de sete espécies de venenos
do género Bothrops: B. alternatus, B. cotiara, B.
Jjararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi
e B. pradoi. O antiveneno botrépico-crotilico (AB/
C) é produzido utilizando-se a mistura dos venenos
das sete espécics acima citadas, acrescido do vene-
no de Crotalus durissus terrificus®.

Os dois antivenenos, o AB e o AB/C, conteri-
am, teoricamente, quantidades de anticorpos iguais
contra o veneno de B. jararacussu, pois ¢ste veneno
esti presente, na mesma concentragio, nas doses de
antigenos usadas na imunizagdo. Entretanto, os da-
dos obtidos pelo método de Dot-ELISA demons-
tram que o AB/C contém titulos maiores contra o
veneno de B. jararacussu, em relagdo aos
antivenenos botrépico e crotdlico (32.000; 16.000 e

8.000, respectivamente). O AB/C possui, ainda, titu-
los maiores em relagdo ao AB contra a PLA, isolada
do complexo crotoxina. Esses dados ndo represen-
tam uma particularidade destes lotes de antivenenos,
uma vez que foram utilizados trés lotes diferentes de
cada antivencno e todos apresentaram, entre si, titu-
lo de anticorpos iguais (dados nio mostrados).

O veneno de B. jararacussu confirmou-se um
imundgeno fraco™®, apresentando titulos baixos,
mesmo contra 0 AB/C, que foi o antiveneno que
apresentou maiores titulos dentre os trés
antivenenos testados.

Comparando-se os dois antivenenos (AB e
AB/C), o poder necutralizante das agdes letal,
coagulante e miotdxica foi maior por parte do AB/
C (Tabela 2). Quanto a agdo letal, ¢ importante
ressaltar que os dois antivenenos possucm a mes-
ma poténcia contra o veneno de B. jararaca (Smg/
ml), porém, no caso do veneno de B. jararacussu,
essa poténcia foi menor, variando de 2.3mg/ml
para o AB ¢ 3.5mg/ml para 0 AB/C.

A agdo miotéxica induzida pelos venenos
botrépicos pode ser devida a: 1) a presenga de
miotoxinas que afetam dirctamente o tecido mus-
cular; 2) a uma agio indireta, devido a uma
isquemia promovida pelo comprometimento da
microcirculagdo do tecido muscular por agfio de
hemorraginas presentes nesses venenos € 3) uma
combinagio dos dois itens anteriores',

O veneno de B. jararacussu possui componen-
tes miotéxicos' e € hemorragico®. A maior prote-
¢do dada pelo antiveneno AB/C pode ser atribuida
a uma melhor neutraliza¢io dos dois componentes
capazes de induzir uma lesdo muscular; o
hemorragico, que € bem necutralizado pelos dois
antivenenos (AB ¢ AB/C), ¢ o miotdxico, que pode
estar sendo reconhecido imunologicamente pelos
anticorpos anti-PLA2 presentes no AB/C proveni-
entes do veneno de Crotalus durissus terrificus.

Alguns dados contribuem para esta hipdtese:
(1) os venenos de B. jararacussu e de B. pirajai
apresentaram trés bandas com pesos moleculares
aproximadamente 14.000, 18.000 ¢ 25.000 daltons,
quando revelados com o antiveneno antifosfolipase
A, crotdlica, pela técnica de Western Blot (dados
ndo publicados); (2) o AB/C, quando comparado
a0 AB, possui titulos maiores de anticorpos, tanto
contra PLA, isolada do complexo crotoxina quanto
contra o veneno de B. jararacussu ¢ (3) o
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antiveneno crotdlico (AC) neutralizou a acdo
miotdxica do veneno de B. jararacussu, com uma
DE,, semelhante ao AB (22.5 e 25.75ul/25ug de
veneno, respectivamente),

Quanto a acdo coagulante do veneno de B.
Jararacussu, o AB/C foi mais potente que o AB
em neutralizar esse efeito. Esse resultado vai de
acordo com os dados de ROSENFELD & KELEN
(1966)%, que obtiveram efeito semelhante e de-
monstraram que o veneno de B. jararacussu é um
dos venenos botrépicos que tém a sua agdo
coagulante melhor neutralizada pelo antiveneno
crotilico monovalente.

A medida do tempo de coagulagdo sangiiinea
(TC) € utilizada na clinica como um parametro de
monitoramento dos pacientes picados por serpen-
tes, tanto para a soroterapia como para o teste de
neutraliza¢do do veneno circulante’s.

Os dois antivenenos tiveram a mesma eficiéncia
em neutralizar a atividade hemorrdgica do veneno
de B. jararacussu. Cabe ressaltar que, dentre todas
as atividades avaliadas, a hemorragica € a tinica que
estd presente apenas nos venenos botrépicos.

Os resultados apresentados nesse trabalho re-
forcam as observagoes feitas por BRAZIL® e suge-
rem que a utilizagdo do antiveneno botrdpico-
crotalico no tratamento de pacientes picados por B.
Jjararacussu (distribuigio geografica fig. 2°) pode
ser vantajosa, uma vez que as agdes mais impor-
tantes desse veneno, como a letal, coagulante ¢
miotéxica, foram melhor necutralizadas por esse
antiveneno.

SUMMARY

The efficacy of the Bothropic/Crotalic
antivenom on the neutralization .of the main
Bothrops jararacussu venom activities.

Myonecrosis is one of the effects of Bothrops
jararacussu venom, from which a myotoxin was
isolated showing structural homology to phospho-
lipase A, (PLA)), but without enzimatic activity.
Such myotoxic activity is also present in the
Crotalus durissus terrificus venom, and is atributed
to crotoxin and to PLA, (crotoxin B), the basic com-
ponent of the crotoxin complex. The Bothrops
Jararacussu venom showed three proteins with. im-
munologic identity to PLA, from crotoxin. The
bothropic (AB) and the bothropic/crotalic (AB/C)
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antivenoms, two commercial polyvalent antivenoms
produced at Instituto Butantan, were compared in
order to assess their capacity for neutralization of
the lethal, hemorrhagic, coagulant and myotoxic ac-
tivities of Bothrops jararacussu venom. Both
antivenoms showed the same level of hemorrhagic
activity neutralization. However, AB/C was about
three times more efficient than AB in neutralizing
the myotoxic activity, and two times more potent
for neutralization of lethality and coagulant activity
of Bothrops jararacussu venom. These data suggest
that the use of AB/C could be of value in the treat-
ment of patients bitten by snakes of this species.
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