| Ciclo de Treinamentos
Boas Praticas em Mlcroscopla
de Fluorescéncia

P

Laboratorio de Imagens Bioldgicas 0.0
Laboratorio de Bioensaios Y 0
Equipe de Dados Bioldgicos P :

GOVERNO FEDERAL

MINISTERIO DA
CINPEIT  CENCIA, TECNOLOGIA I‘nsll
E INOVAGAO
UNIAQ E RECONSTRUGAO

LNBID



Objetivo do Ciclo de Treinamentos:

O treinamento tem como objetivo capacitar a comunidade de usuarios do CNPEM na ap
bioimagem, promovendo o uso consciente, critico e quantitativo das técnicas de image
uma base conceitual para o desenho experimental, a aquisicao adequada de imagens,
interpretacao reprodutivel dos dados, alinhada aos guidelines internacionais estabele
global e latino-americana de bioimagem.

cao de boas praticas em
ento. Busca-se fornecer
alise quantitativa e a
S pelas comunidades

Dividido em 3 encontros com 3 horas de duracao cada:

28/01/2026 - Fundamentos de Microscopia Otica e Boas Praticas Experlmentals -
&. 3 ,~ ,?

26/02/2026 - Preparo de Amostras para Microscopia de Luz » y . 9 Fe

.

31/03/2026 - Funhdamentos dos Softwares de Analise e Processamento de Imagens
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Laboratorio de Imagens Biologicas - LIB

Microscopios de Fluorescencia

Microscopio de Super
Resolucao STED Leica

O Laboratério de Imagens Bioldgicas oferece
aos usuarios externos e internos acesso ao
microscopio confocal invertido de super-
resolugcdo — Leica STED, que ultrapassa o
limite de difracdo da luz, permitindo a
investigacdo de detalhes subcelulares em
amostras biolédgicas fixadas.

Microscopio Confocal

SP8 Leica

SP8 Leica permite a visualizacdo detalhada de
células vivas, utilizando a fluorescéncia para
marcar estruturas e processos intracelulares,
realiza FRAP - Fluorescence Recovery After
Photobleaching: Uma técnica utilizada em
biologia celular para estudar a dindmica de
moléculas dentro das células e FRET -
Fluorescence Resonance Energy Transfer: em
microscopia € uma técnica que utiliza a
transferéncia de energia nao radiativa entre duas
moléculas fluorescentes para estudar interagdes
moleculares e dindmica celular

Microscopio Widefield-
DM6é6 Leica

Microscopia de Fluorescéncia, técnica de
imagem que utiliza fonte de luz filtrada para ;2=
iluminar e examinar amostras, como células, :'
tecidos ou estruturas microscoépicas coradas por
marcadores fluorescentes ou com
autofluorescéncia.

Microscopia de Luz Polarizada: é uma técnica de
microscopia 6ptica que utiliza luz polarizada para
realgcar o contraste e a resolugdo de imagens de
materiais, principalmente aqueles que séo
birrefringentes (anisotropicos), como minerais,
polimeros e estruturas bioldgicas.




Laboratorio de Bioensaios - LBE
Microscopios HCS

Operetta Cytationd
* Leitor de placas:
* Objetivas 2x, 10x, 20x, 40x, 60x fluorescéncia/polarizada, absorbancia,
* Fluorescéncia: 8 filtros excitacdao e 13 filtros emissdo e luminescéncia.
campo claro *  Microscopio: imagens de
* Controle de temperatura (StandAlone — LOA) fluorescéncia e campo claro colorido;
* Modo confocal (HTS — LPNB-2) * Objetivas 2,5x, 4x, 10x, 20x, 40x, 60x

* Filtros disponiveis: azul (460/40),
verde (525/39) e (590/35)

[ %

4x 10x 20x 40x
Imagens de campo claro colorido de epitélio (Hematoxilina-eosina)
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Espectro da Luz
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Ondas de Radio LUZ
VLF / LF MF HF VHF UHF SHF EHF Infravermelho (Parcela visivel) Ultra-violeta Raios-X Raios Gama
(maritmo, Morse) (AM) (radio) (TV,FM) (TV, celular, GPS, 4G) (wifi) (satélites)
‘,—,

Baixa frequéncia Aumento de frequencxa
Ondas longas (A) Ondas curtas (A)
Baixa energia Aumento de energia

ESPECTRO
ELETROMAGNETICO

780 A (nm) 380 A (nm)

=SPECTRO DA LUZ

Vermelho Verde Azul-violeta
(R) (G) (B)

A luz é uma radiacao eletromagnética caracterizada pelo comprimento de onda (A) ou energia.
*Ultravioleta (UV): ~200-400 nm
*Visivel: ~400-700 nm

*Infravermelho (IV): >700 nm

Na microscopia de fluorescéncia, trabalhamos principalmente no visivel e, em alguns casos, no UV ou infravermelho
préoximo. e e,
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Como o microscopio usa o espectro da luz

O microscopio de fluorescéncia separa luz espectralmente
usando filtros:

Fonte de luz

a) Lampadas (mercurio, xen6nio); +
b) LEDsLasers (linhas discretas: 405, 488, 561, 640 nm) PYI Dic:'\roic

¥ Dichroicll ~ —
S

Scan
Mirror

Scan

Filtro de excitacao Mirtor
a) Selecionaapenas os comprimentos de onda que excitam

o fluoréforoc)

Pt
<

C

Espelho dicrdico

) . Sample

a) Reflete a luz de excitacao

b) Transmite a luz de emissao (comprimento de onda maior) Objective Excitation
Lens _ Filter

Filtro de emiss&o Dichroic PN ﬁ

. . ~ . Mirror i s, Lamp

a) Bloqueia aluz de excitacao residual 5 '
eam ‘ | — o

b) Deixa passarapenas a fluorescéncia desejada Splitter ™ 2 Emission

& no Leica SP8 hafiltros, mas eles nao sao filtros fisicos Filter

fixos como no Operetta ou no DM6; a selecao é feita de
forma espectral e eletronica dentro do detector.
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O que é fluorescéncia?

Fluorescéncia € um fendmeno fisico no qual uma molécula absorve luz em um determinado comprimento de onda e,
quase imediatamente, reemite luz em um comprimento de onda maior (menor energia).

Fluorescéncia ocorre quando: L
1.Um fdton excita uma molécula O que um fluorOforO?
2.Um elétron passa para um estado eletrdnico excitado

3.Parte da energia é dissipada (vibracdes/relaxamento)

4.A molécularetorna ao estado fundamental emitindo um ou seja, absorver luzem um determinado
féton comprimento de onda e reemitir luzem um

comprimento de onda maior.
Em microscopia de fluorescéncia, ele é o elemento

que gera o sinal que vocé detecta.

Um fluoréforo € uma molécula capaz de fluorescer,

& A luz emitida é a fluorescéncia.

L  ——




Como escolher um fluoroforo?

Ex: 300-400 nm

Em: 700—730nm| N

| Ex: 755-777 nm |

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm 800nm

Far

Blue Red

1. Tipo de amostra 2. Comprimento de onda importa (regra de ouro)

@ Células em cultura_(monocamada) Luz azul/UV:
*Pouca autofluorescéncia

*Espessura pequena

*Maior liberdade de escolha

Pode usar azul, verde, vermelho sem grandes problemas.

*Mais espalhamento
*Mais autofluorescéncia
*Mais fototoxicidade

@ Tecidos / amostras espessas

+Alta autofluorescéncia (colageno, elastina, lipofuscina)
*Espalhamento de luz

*Absorcao diferencial

Prefira fluoréforos no vermelho / infravermelho préximo.
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Penetra mais
*Menos autofluorescéncia
*Menos dano celular

900 nm



Como combinar fluoroforos diferentes?

Fluorescence SpectraViewer Chart

ThermoFisher
SCIENTIFIC

@ Click & drag to zoom into graph

Wavelength (nm)

945nm

mScarlet EX Scarlet EM

3 Fluorophores

Show

Oligomerization Organism Molecular Weight Cofactor

Fluorophore
Monomer 26.4 kDa
FITC

Fluorophore

® APC

Fluorophore

eFluor 570
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Qualidade das moléculas fluorescentes

A qualidade de qualquer corante fluorescente depende de trés fatores:
1. Coeficiente de absorcao (€): quantidade de energia luminosa que a molécula absorve.

2. Rendimento quantico (QY): fracdo da energia luminosa absorvida que é emitida como fluorescéncia, e nao
desviada para outros processos, como estado tripleto, fosforescéncia ou relaxamento vibracional.

3. Fotoestabilidade: estabilidade quimica da molécula no estado excitado.

» O brilho de um fluoréforo é o produto do coeficiente de absorgéo pelo rendimento quantico.




Como escolher o microscépio DM6
para minha pesquisa? o Operetta
o\
7

>400nm Confocal

SP8
%

Em \ém\ na

NETe)
Fixada

E
T Placq Operetta

Confocal
SP8
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de
fluorescéencia?

nature communications

Article 4

3D imaging of human pancreas suggests islet
size and endocrine composition influence
their loss in type 1 diabetes

Pergunta Cientificaou
Experimental

I
\/

Planejamento Experimental

Received: 4 June 2025 Alexandra Rippa®', Amanda L. Posgai @', Seth Currlin', Maigan Brusko ®',
A N MacKenzie D. Wilams®",John 5. Kaddis ®”, Irina Kusmartseva®",
Aoceptsd: T November 2025 Clive H. Wasserfall’, Martha Campbell-Thompson' & Mark A. Atkinson @'

% Check for updates h-d ion description of pancreatic islets would prove

anding the pathophysiology of type 1 diabetes (T1D), y ignificant
e ga in terms of t oc! mposition, and

fislets are insulin-positive (INS +) glucagon-n

betic individuals positive fc ngle Glutamic acid de
autoantibody / yel creased risk for se consistently demon
strate endocrine features, including islet volume composition, closely
resembling the age-matched ND controls. In contrast, pancreata from indivi-
duals with short-du
and a dramatic I

. The size and
nt influential factors that impact B-cell loss durin;

Preparacao da Amostra

v e
fare
e T
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€

INS+GCG+

Aquisicao da Imagem

CC ecce DD DENSITY EE FRACTION VOLUME

NEGCee NBOCG

Processamento e Analise https://www.nature.com/articles/s41467-025-66198-6
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de
fluoresceéncia?

- Qual minha pergunta?

- O que eu quero quantificar?

- Sao objetos ou é intensidade de fluorescéncia?

‘l' - A pergunta que eu estou fazendo pode ser respondida usando
microscopia?

Pergunta Cientifica ou
Experimental

Planejamento Experimental Exemplo:
Existem diferencgas estruturais e composicionais detectaveis em 3D nas
i ilhotas pancreaticas humanas que expliquem por que algumas ilhotas
sao perdidas preferencialmente no diabetes tipo 1?

Preparagcao da Amostra
O que eu quero quantificar?
No paper, os autores nao querem apenas “ver” — eles querem medir. Especificamente:
8 Numero total de ilhotas por volume de tecido
. Tamanho/volume das ilhotas (pequenas, médias, grandes)

Aquisicao da Imagem £ Composicao celular das ilhotas, por exemplo:
* Proporcao de células 3 (INS+)
* Proporcao de células a (GCG+)
@ Distribuicao espacial das ilhotas ao longo do pancreas

B} Perda diferencial de subpopulacgoes de ilhotas em individuos com T1D

.. & Ou seja, o outputfinal sdo parametros morfolégicos e quantitativos em 3D, n&o
Processamento e Analise apenas presenca/auséncia de sinal.

st oy eSS TSRO FERERAL https://www.nature.com/articles/s41467-025-66198-6
(0, { ) cnpem et BBASIL httos://pme.ncbinim.nih.gov/articles/PMCE080651 /4B15
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de
fluorescéncia?

- Selecao dasregioes de interesse

- Estabelecimento da ordem de trabalho

- Avaliar o N experimental
~| - Epossivel fazer o experimento “as cegas”?
- Colaboracoes

p——
S

—

Preparagao da Amostra {Assunto do préximo encontro!

EEEEEEEEEEEEEE
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Planejamento Experimental

Como isso aparece no trabalho do exemplo?
O objeto de interesse ndo é uma célula isolada, mas
ilhotas pancreaticas distribuidas ao longo de um 6rgao
inteiro.
Portanto, a ROl ndo é um campo microscopico arbitrario, e
sim:

 Grandes volumes do pancreas

* Diferentes regides anatdmicas do 6rgao (cabeca,

corpo, cauda)

Decisdo experimental implicita:
& Os autores evitam viés de amostragem ao:

*Trabalhar com volumes extensos de tecido

*Nao selecionar apenas “regides bonitas” ou ricas em
ilhotas

*Usar reconstrucdo 3D para detectar todas as ilhotas
dentro do volume analisado

Aqui a ROI é definida pela biologia da pergunta, nao pela
conveniéncia do microscopio.

LNBID

@ O CNPEM

No paper, existem varios “Ns”:
* © Nbiolégico primario:
* Numero de doadores humanos por grupo (controle, GADA+, T1D)
@ Nde orgaos:
* Quantos pancreas foram analisados
% N de objetos:
* Numero de ilhotas analisadas por pancreas (centenas a milhares)
Ponto critico:
& Ilhotas NAO sio réplicas biolégicas independentes
O verdadeiro N estatistico € o numero de doadores, ndo o numero de

ilhotas.

Fig. 2: 3D islet distribution across human ND, GADA, and T1D pancreas samples.
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de

fluorescencia?

Pergunta Cientificaou
Experimental

|

Planejamento Experimental

|

Preparacao da Amostra

Aquisicao da Imagem

|

Processamento e Analise

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15

Waters, 2009; Schneckenburger etal., 2012; Cole. 2014; Dailey etal., 2014; Icha etal.. 2017

CONTROLES

- Checar autofluorescéncia usando uma amostra nao
marcada;

-  EmImunos fazer o controle sem primario;

- Reduzir ou levar em conta o sinal de vazamento entre
canais;

ANTES E DURANTE A AQUISICAO

- Confirmar o alinhamento do microscdpio;

- Escolher a objetiva apropriada;

- Monitorar a intensidade da ldAmpada ou laser;

- Checagem dobrada nos parametros de aquisicao;

- Ajustar o colar para seu tipo de porta amostra e meio de
montagem (placa, laminula, agua, tampao, meio...)

UNIAO E RECONSTRUGAO


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
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https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de

fluorescencia?

Pergunta Cientificaou
Experimental

|

Planejamento Experimental

|

Preparacao da Amostra

Aquisicao da Imagem

|

Processamento e Analise

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B15
Waters, 2009; Schneckenburger etal., 2012; Cole, 2014; Dailey etal., 2014; Icha etal., 2017

QUALIDADE DA IMAGEM

EVITAR saturacao;

Adquiririmagens com pixel e tempo suficientemente pequenos para
capturar toda a informacao real da amostra (Critério de Shannon-
Nyquist)

Aumentar o sinal por meio de:

LLLLL

usar fluoréforos brilhantes e estaveis

escolher uma objetiva com alta abertura numérica (NA)

aumentar a intensidade de luz (mas atencao ao fotobranqueamento e
a fototoxicidade)

escolher conjuntos de filtros ideais

casar/compatibilizar os indices de refracao

usar a objetiva com a menor magnificacao possivel

EEEEEEEEEEEEEE
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https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B29
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B22
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B4
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B8
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6080651/#B10

Qualidade da Imagem

Red chan
atter plots

Actin
Texas

Sequential nultaneous

Actin Actin

Images collected for colo

Crosstalk

and Cy3 bleeds

napiotagmin
Aloxa 488

DLG (F

Simultaneous

quential

tion measurements should be collected sequentially whenever

possible to avoid crosstalk between image channels due to light from other fluorophores.

All images look the same regardless o!

f increase in light input

Platoau of fluorophore
tensity at high
ower when fluomph

3

With high laser powers fluorophores can be saturated so that no additional light is collected but there is

more photobleaching and increased out<

of-focus light reduces z-axis resolution

d

Undersampling

Same display settings increased signal-to-noise due to camera binning

Same images as above, brightness and contrast were changed to give similar display
intensities; images show similar d magnification

Zoomed-in cell from images above; at high magnification higher sampling is needed

Camera
binning

1 3x3

» 3x3 4x4
0.108 pm/pixel 0.216 im/pixel 0.324 ym/pixel

0.432 umipixel

For looking at cell morphology undersampling may be fine (first two sets of images),
but to resolve smaller cellular structures sampling of 0.1-02 um is required.

Resolution improves

Zoom 1
0.140 m/p:

Zoom Zoom 6 20

0.023 um/pixel

m 10
0.014 um/pixel
Confocal microscopes can sample with a very small pixel size, but for most applications a pixel
size of 0.1-0.2 um is sufficient. A smaller pixel size makes files bigger but the resolution is
limited by the properties of light and the optics of the system so images with a pixel size

<0.05 um look comparabl

black levels or offsets oo high can result in information being lost. It is better to collect
s with a high background and correct them post acquisition (compare last two images)

S ] .
& N -
It PMT gains, laser powers, lamp intensities or camera exposure times are set too high the
detector can saturate of structural information within bright struc
It is best to have no saturated (red) pixels

All scale bars are 10 um v
' e
\ !
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Variable exposure times, same image display settings

100 ms 700 ms

1000 ms

Same images as above; brightness and contrast adjusted to give similar display intensities

100 ms 700 ms 1000 ms

Changing image display settings can highlight dim f
powers may reveal what you need to see.

ures. Lower exposure times or laser

Blue and red can be difficult to visualise. It is better to use greyscale images or pseudo
colour o look-up tables (LUT) to bring out dim features within images.

age with variable display settings (s

" .

inset for image versus

-

Contrast
sise bright or dim features. Using the gamma factor
and dim feature:

splay intensity)

% e

Gamma All three

Image display ¢
is very useful in t

1 be used 10 empha
nging out cell edg

© Journal of Cell Science 2007 (120, pp. 1703-1705)

https://doi.org/10.1242/jcs.03433



https://doi.org/10.1242/jcs.03433

Qualidade da Imagem

Crosstalk

Bodipy-FI bleeds into Texas Red channel, Alexa 488 bleeds into Cy3 and Cy5 channels,
distorting intensity scatter plots and Cy3 bleeds into Cy5 channel
Tubulin Actin Synaptotagmin DLG (Psd-95) HRP
% BODIPY FL Texas Red Alexa 488 Cy3 Cy5

Sequential

Simultaneous

Alexa488/Cy3 Cy3/Cy5 Three colour

Sequential Simultaneous overay oVerlay e

Sequential

Simultaneous

Actin Actin

Images collected for colocalisation measurements should be collected sequentially whenever
possible to avoid crosstalk between image channels due to light from other fluorophores. -

GOVERNO FEDERAL
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https://doi.org/10.1242/jcs.03433

Qualidade da Imagem

Offset “ 1 16,384 counts/pixel 16,384 counts

Intensity Intensity

No Clipping Clipping

Offset 0.1 . : 0.1
Corrected
Setting black levels or offsets too high can result in information being lost. It is better to collect
images with a high background and correct them post acquisition (compare last two images).

Plateau of fluorophore
intensity at high laser
power when fluorphores
are saturated

Intensity
20 40 60 80 100 120

If PMT gains, laser powers, lamp intensities or camera exposure times are set too high the
detector can saturate causing a loss of structural information within bright structures.
It is best to have no saturated (red) pixels.

/'.

Image brightness and contrast were adjusted independently to give a similar display intensity

0 10 20 30 40 50
% Laser Power (488 nm)

All scale bars are 10 pm With high laser powers fluorophores can be saturated so that no additional light is collected but there is
more photobleaching and increased out-of-focus light reduces z-axis resolution

GOVERNO FEDERAL

@ OCNPrsm conenricoioc R SSER https://doi.org/10.1242/jcs.03433
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https://doi.org/10.1242/jcs.03433

Qualidade da Imagem

T

Undersampling

Same display settings increased signal-to-noise due to camera binning

Same images as above, brightness and contrast were changed to give similar display
intensities; images show similar detail at low magnification

4x4
0.432 um/pixel

33
0.324 um/pixel

2x2
0.216 um/pixel

1x1
0.108 um/pixel

Camera
binning

For looking at cell morphology undersampling may be fine (first two sets of images),
but to resolve smaller cellular structures sampling of 0.1-02 um is required.

@ O CNPEM

LNBID
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Oversampling

Resolution improves from 0.14 to 0.07 um pixels but not from 0.07 to 0.014 um

Zoom 6 Zoom 10
0.023 um/pixel 0.014 um/pixel

Zoom 3
0.047 um/pixel

Zoom 2
0.070 um/pixel

Zoom 1
0.140 um/pixel

Confocal microscopes can sample with a very small pixel size, but for most applications a pixel
size of 0.1-0.2 um is sufficient. A smaller pixel size makes files bigger but the resolution is
limited by the properties of light and the optics of the system so images with a pixel size

<0.05 um look comparable.

GOVERNO FEDERAL
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https://doi.org/10.1242/jcs.03433

Qualidade da Imagem

Same image with variable colour displays
Variable exposure times, same image display settings

100 ms 400 ms 700 ms 1000 ms

Same images as above; brightness and contrast adjusted to give similar display intensities : :
g g : 2 il 3D intensity plot

100 ms 400 ms 1000 ms

Changing image display settings can highlight dim features. Lower exposure times or laser e ; . : 3
powers may reveal what you need to see. Blue and red can be difficult to visualise. It is better to use greyscale images or pseudo

colour to look-up tables (LUT) to bring out dim features within images.
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopiade
fluorescéencia?

QUALIDADE DA IMAGEM

Reduzir o ruido por meio de:
e Usar meio de cultura celular sem vermelho de fenol ou riboflavina

l, diminuir o ganho do detector

* Fazer média de quadros (frame averaging) em microscopia confocal

de varredura a laser

_
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Como realizar um experimento quantitativo usando a microscopia de
fluorescéncia?

Prepara@ao da Amostra CONSISTENCIA DA AQUISICAO

- Monitorar os fatores ambientais (CO,, temperatura, pH, humidade
etc);

- Manter os pardmetros de Z, intensidade, preparacdo da amostra
entre as sessodes de imagem.
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Microscopia Automatizada - High Content Screening

Ensaios multiparamétricos em larga escala baseados em imagens celulares

Intensidade
de
fluorescéncia

Avaliar a atividade biolégica de muitos
compostos (simples ou combinados)

Andlises de
translocacgbes
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Gerar dados quantitativos e qualitativos



Conceitos basicos para o desenho experimental - HCS

0>
o‘\ . @ ZI - 1_ 3(6P+0n)
S/ ¢ |pp — pin|
‘ | ’ Estatisticas
Escolha ‘?'0 modelo Controles (positivo, Células Numero fields, Z)
celu.lar,(ll.nhagens, negativo), dose- fixadas vs objetiva, z-
primarias, 3D) resposta vivas stack
Linhagens exemplos: Ctrl Positivo:
e Hela * Dose maxima de um composto conhecido
e U20S * Acdo citopatica do patogeno estudado
« NIH3T3 * Estresse Felular (H20,)
+  HepG2 Ctrl negativo:
e MCE-7 Veiculo (ex.: DMSO)

Células nao tratadas
Auséncia de estimulo
Mock infection
Composto inativo
Pocos sem células
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Ensaio de HCS ideal

Créditos: Dra. Jacqueline F. Shimizu. Células Vero infectadas marcadas com Hoechst. Operetta-HTS, Obj 10x, field central.



Resumo: Desenho experimental passo —a - passo
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